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ABREVIATURES:

aa: aminoacid

AcMo: anticos monoclonal

Ag: antigen

AITD: malalties autoimmunitaries de la tiroide
APC: cel-lula presentadora d’antigen

b2m: beta2-microglobulina

BSA: sérum d’albimina bovina

DC: cel-lules dendritiques

CFT: cél-lula fol-licular tiroidal

CMV: citomegalovirus

Da: Dalton

DC: cél-lula dendritica

DIT: diiodetirosina

DMSO: dimetil sulfoxid

DO: densitat optica

EBV: Epstein-Barr virus

EC: epitop compartit

GD: Malaltia de Graves

GO: oftalmopatia infiltrativa associada al GD
HT: Tiroiditis de Hashimoto

Ig: immunoglobulina

ITL: limfocits T infiltrants intratiroidals

LCL: linies limfoblastiques

MHC: complex principal d’histocompatibilitat
MIT: monoiodetirosina

MNG: Goll multinodular

MS: espectrometria de masses

nESI ITMS/MS: espectrometre de masses de trampa ionica LCQ unit a una font de ionitzacio per
nanoesprai

NL: Noduls limfatics

PBL.: limfocits de sang periférica

PBS: tampé fosfat sali

pDC: cél-lules dendritiques plasmacitoides
REP: reticle endoplasmatic

rpm: revolucions per minut

SFB: Serum bovi fetal

T1D: Diabetis de tipus 1

TA: temperatura ambient



Tg: tiroglobulina

TLR: Receptor Toll-like
TPO: peroxidasa tiroidal
TSH: tirotropina

TSH-R: receptor de la TSH

DR4: dimer format pels al-lels DRA1*0101 i qualsevol de les cadenes B de DRB1*04
DR401: DRA1*0101/DRB1*0401

DR402: DRA1*0101/DRB1*0402

DR403: DRA1*0101/DRB1*0403

DR404: DRA1*0101/DRB1*0404

DR405: DRA1*0101/DRB1*0405

DR407: DRA1*0101/DRB1*0407

DR8: DRA1*0101/DRB1*0801

DR3 (DR17): DRA1*0101/DRB1*0301

Haplotip DR2: DR15, DR51

DR15 (DR2): DRA1*0101/DRB1*1501, també anomenat DR2b
DR51: DRA1*0101/DRB5*0101, també anomenat DR2a
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Introduccio

1. LA GLANDULA TIROIDE = '._"//
|

|
La glandula tiroide és un glandula endocrina bilobulada, situada a la part anterior del /l e |
; ]

coll. Pesa entre 20 i 25 grams en I'adult sa. Esta envoltada per una capsula de teixit

connectiu, des de la qual s’estenen unes invaginacions cap a l'interior que divideixen

la glandula en lobulets.
La glandula tiroide produeix dos tipus d’hormones:

- La triiodotironina (T3) i tiroxina (T4) contenen iode i tenen un ampli efecte sobre el desenvolupament i
el metabolisme; La T3 és molt més potent que la T, i es creu que és la forma metabolicament activa.
Tenen dos efectes principals: I'alteracio de la sintesis i degradacié de les proteines, hidrats de carboni i
grasses i 'augment del consum d’oxigen mitjangant I'augment de I'activitat de la sodi-potassi ATPasa. A
nivell fisiologic regulen la velocitat del metabolisme basal i tenen una influéncia important en el
creixement i maduracié dels teixits, particularment del teixit nerviés, tenen una accié termoreguladora,
intervenen en els processos de contraccié muscular i en la matilitat intestinal. La secrecié d’aquestes

hormones esta regulada per I'eix hipotalem hipofisari.

- La Calcitonina regula els nivells sanguinis de calci. Disminueix els nivells de calci en sang inhibint la

descalcificacio ossia. El control de la secrecio de calcitonina depén dels nivells sanguinis de calci.

Les unitats funcionals de la glandula sén els fol-licles tiroidals, formats per un epiteli cubic simple, que
descansa sobre una lamina basal (Figura 1). Les cel-lules fol-liculars (CFT) o tirdcits estan polaritzades
cap a la llum dels fol-licles la qual esta plena d’'una substancia semi liquida; el col-loide. La T3 i la T4, son
secretades per aquestes cél-lules cuboides fol-liculars i emmagatzemades en el colloide formant part
d’'un complex glicoprotéic anomenat tiroglobulina (Tg). La glandula tiroide és la Unica glandula endocrina
que emmagatzema grans quantitats d’hormona en forma inactiva a [linterior de compartiments

extracel-lulars. Junt amb aquestes cél-lules fol-liculars trobem les cél-lules C o parafol-liculars, que sén

les secretores de calcitonina.

Figura 1: Histologia dels fol:licles tiroidals. Les cél-lules
endocrines de la tiroide s’estructuren en fol-licles a I'interior
dels quals hi ha el colloide on s’emmagatzema la

tiroglobulina.
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Els tirdcits son célllules molt polaritzades i especialitzades que duen a terme molts processos

d’endocitosi i exocitosi durant la sintesis i I'alliberament de les hormones tiroidals (Figura 2).

macro pinocitosi

1.1. Sintesi i secrecié de les hormones tiroidals

Figura 2: Estructura d'un tirocit. Esquerra: captacié del col-loide en una

situacié normal. Dreta: post estimulacié amb TSH, captaci6 del col-loide per

Les cél-lules encarregades de la sintesi de les hormones tiroidals T3 i T4 son els tirocits, que les

produeixen dins una proteina precursora, la tiroglobulina. Per la sintesi de les hormones tiroidals es

necessari el iode, el qual és captat mitjangant bombes situades a la membrana basal dels tirocits i

posteriorment és alliberat a linterior de la llum fol-licular (Figura 3). La glicoproteina tiroglobulina es

sintetitza al reticle endoplasmatic (REP), el polipéptid passa al Golgi i s’allibera per exocitosis constitutiva

a la llum del fol-licle. A la membrana de la superficie apical de les cél-lules fol-liculars I'enzim peroxidasa

tiroidal (TPO) combina el iode amb determinades tirosines (Tyr) de la tiroglobulina. La incorporacié de
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Figura 3: Esquema de la sintesis de les hormones tiroidals

iode dona lloc a la
monoiodetirosina (MIT) [
diiodetirosina (DIT), la
combinacié de les quals tindra
com a resultat les hormones
trilodetironina o T3 (combinacié
de una MIT i una DIT) i la
tiroxina o T4 (dues DIT). Les
tirosines iodades que formen
les hormones, romanen
associades de forma inactiva a
la tiroglobulina en el col-loide.
Les Tyr hormonogeniques es
troben a les posicions 5, 1290,
2553 i 2746. La Tyr 5

localizada a [I'extrem N-



Introduccio

terminal de la molécula és el principal lloc hormonogénic i constitueix el 40% de la hormona T4. La Tyr

2553 és el segon lloc hormonogeénic, formant un 25% de total de T4.

Les molécules de Tg recent sintetitzades sén solubles i romanen prop del pol apical dels tirdcits.
Aquestes son per tant les primeres molécules captades pels tirdcits. Les molécules que no sén
internalitzades romanen dins el col-loide on formen multimers insolubles units covalentment (Berndorfer,
Wilms et al. 1996). La naturalesa d’aquests enllagos sembla ser que depén de I'espécie, i en el cas dels
humans els globuls de Tg estan units per ponts disulfur (Berndorfer, Wilms et al. 1996; Klein, Gestmann
et al. 2000). Aquests multimers insolubles només s’internalitzaran sota determinades circumstancies com

manca de iode o una estimulacié intensa amb TSH (Marino and McCluskey 2000).

La secrecio de les hormones es fa per endocitosis del complex tiroglobulina-hormona per part del tirocit,
per micropinocitosi 0 per macropinocitosi, quan la glandula és estimulada per la TSH. Les vesicules
macro o micropinocitiques es fusionen amb lisosomes i els enzims hidrolitics alliberen la T3 i T4 de la
tiroglobulina. En tot aquest procés proteolitic de degradacié de la Tg intervenen diferents cistein-
proteases, com les catepsines B, Ki L, i cadascuna intervé en uns passos determinats (Figura 4). Les
hormones sén transportades per via sanguinia per on circulen unides a una proteina transportadora, la
majoria unides a una globulina (TBG) i una petita part a I'albumina, i una fraccié molt petita circula de

forma lliure.

Covalently cross-linked Tg

m

Solubilization | Cath B/Cath L Ft

2

Soluble Tg o

=

T. liberation Cath K/Cath L E‘T
Partially degraded Tg =

Cath B =3

Cath K 53'

Ty liberathon | Cath L o

CathD el

alc c

i)

Completely degraded Tg

Figura 4. Esquema dels passos de protedlisis que condueixen a la degradacié de la Tg a la tiroides dels

ratolins. (Friedrichs, Tepel et al. 2003)
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1.1.1 Regulacio de la secrecio hormonal

La glandula tiroide forma part de I'eix hipotalem-hipofisari i esta regulada per un feedback negatiu. Quan
el nivell d’hormones tiroidals en sang és baix, I'hipotalem estimula la hipofisi a través de la TRH
(tirotropin releasing hormone) i aquesta augmenta la produccié de TSH que estimula la tiroide perqué
produeixi i alliberi més hormones tiroidals (Figura 5). La TSH secretada per la pituitaria estimula I'entrada
de iode, la sintesi de tiroglobulina (Scherberg, Vassart et al. 1981) i peroxidases, la secrecié de la Tg
dins el lumen dels fol-licles (Ekholm, Engstrom et al. 1975), 'endocitosi del col-loide i el pas als lisosomes
(Bernier-Valentin, Kostrouch et al. 1991) per la seva degradacid i, com a consequéncia, I'alliberament de
T3iT4.

Sufficient Dietary lodine Insufficient Dietary lodine
s (Crfar
L e
Ve R X
/,@ 20
L 3
Hypothalamus i‘ Hypothalamus ; '1" i
TRH RH
Anterior Pituitary 6 {_' - it Anterior Pituitary 26 _____ Y
HNagalive . Lo Negative |
L Feeduack g Feedback |
T5H : Fxms-i TSH :
L 1 ¢ I
i Thyroid 1 I £E] |
~ 1 = il Fu Thyroid |
lodine — 1 lodine | = o Tl "'YE:I:‘::;"’Y |
’ 5 N 5 I . ..
1 ' - =1 d : Figura 5. Regulaci6 de la
e . LOWTy oo o o k. secrecié hormonal de la tiroides

2. TOLERANCIA

La tolerancia immunolodgica és la manca de resposta per part del sistema immunitari en front a antigens
propis (autoantigens). Hi ha diversos mecanismes per induir i mantenir la tolerancia a allo que és propi:

els que actuen a nivell central (tolerancia central) i els periféerics (tolerancia periférica).

2.1 Tolerancia central i periférica

La tolerancia central és el principal mecanisme d’eliminacié de limfocits autoreactius. Per les cél-lules T,
consisteix en I'eliminacié en el timus, dels limfocits immadurs que reconeixen complexes MHC/péptid
autoleg amb elevada o mitjana afinitat; aquest procés es coneix amb el nom de seleccid negativa.
L’expressio en el timus d’antigens periférics especifics de teixit (Egwuagu, Charukamnoetkanok et al.
1997; Sospedra, Ferrer-Francesch et al. 1998; Liu, MacKenzie-Graham et al. 2001) juga un paper clau a
I'hora de modelar el repertori de cél-lules T autoreactives, ja que s’ha vist que els nivells d’expressio de
determinats antigens correlacionen amb la susceptibilitat a patir malalties autoimmunitaries especifiques

d’organ (Egwuagu, Charukamnoetkanok et al. 1997; Liu, MacKenzie-Graham et al. 2001). També les
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caracteristiques de la unié de péptids especifica de cada al-lel determinara el repertori de cél-lules T a la

periferia (Gebe, Swanson et al. 2002)

Tot i la seva efectivitat per alguns antigens el procés de seleccié negativa permet que surtin a la periféria
cél-lules T madures que reconeixen antigens propis amb baixa afinitat. D’altra banda, al llarg de la vida,
s’ha de generar tolerancia a molts antigens ambientals i a organismes comensals del sistema respiratori i
digestiu. Aquestes limitacions de la tolerancia central fa necessari un sistema eficient de manteniment de
la tolerancia en periféria. Els principals mecanismes de tolerancia periférica sén la delecio, I'anérgia i la

regulacio de la resposta immunitaria per cél-lules reguladores.

2.2. Trencament de la tolerancia

El fracas de la tolerancia genera una resposta autoimmunitaria i quan aquesta resposta autoimmunitaria
és patologica, produeix malalties autoimmunitaries. No es coneix encara el perqué i el com de la ruptura
de la tolerancia en la majoria dels casos, pero s’han proposat diversos mecanismes que poden donar lloc
a l'activacié de les célllules T autoreactives i per tant a linici d’'una resposta autoimmunitaria: (i)
Mimetisme molecular; els limfocits podrien reconéixer un antigen no propi que fos semblant en
estructura o seqiéncia a un antigen propi de manera que la resposta inicial contra el patogen
desencadenaria una resposta autoimmunitaria per reaccié creuada (Conant and Swanborg 2003) (ii)
Regulacié andmala de citocines; citocines alliberades en grans quantitats a la periféria com a resultat
d’una infeccio podrien activar cél-lules T autoreactives (iii) Epitops criptics; epitops que no es generen
en condicions normals o que no estan a la vista del sistema immunitari, perd que podrien presentar-se en

condicions favorables i iniciar una resposta de les cél-lules T especifiques.

Hi ha evidéncies que indiquen que el manteniment de les malalties autoimmunitaries especifiques
d’drgan poden ser consequéncia de la presentacio inadequada d’autoantigens en el teixit diana (Bottazzo,
Pujol-Borrell et al. 1983; Hanafusa, Pujol-Borrell et al. 1983). El fet que les cellules T verges
convencionals no entrin als teixits (Zinkernagel, Ehl et al. 1997) va suggerir que el primer contacte entre
l'autoantigen i la cél-lula T havia de tenir lloc en un gangli limfatic i de la ma de cél-lules presentadores
d’antigen professionals (APC). Una resposta desencadenada per lesions locals (infeccié virica, canvi de
la dieta, ...) iniciaria un procés inflamatori inespecific que permetria que les APCs captessin els
autoantigens i es dirigissin al gangli limfatic. En aquest context el paper de I'6rgan diana seria I'expansio i
manteniment de la resposta a través de I'expressio de molécules de MHC-II i la presentacié d’antigen a
les cél-lules T i fins i tot la formacio d’estructures de fol-licles limfatics en el propi teixit diana (Armengol,
Juan et al. 2001).
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3. AUTOIMMUNITAT | MALALTIES AUTOIMMUNITARIES

Les malalties autoimmunitaries sén multi factorials. Existeixen factors genétics de predisposicid, la
majoria gens del MHC o gens relacionats. S’ha observat una tendéncia a 'augment de la incidéncia
d’algunes malalties amb l'edat i sovint s6n més comuns en les dones que en els homes, indicant la
influencia de factors hormonals. La incidéncia de les malalties autoimmunitaries també és diferent entre
els diferents grups étnics i també influeixen factors ambientals com la localitzacié geografica o

determinats elements de la dieta.

Les respostes autoimmunitaries son processos lents que acaben sent cronics. Durant el
desenvolupament d’aquestes respostes es produeix una diversificacié de I'especificitat i el ventall de
determinants reconeguts per les cél-lules T autoreactives augmenta i canvia amb el temps. Aquesta
amplificacié de la resposta s’anomena expansié d’epitops i s’ha vist dins d’'un mateix autoantigen o bé

cap a altres autoantigens (Thrasyvoulides and Lymberi 2003).
Les malalties autoimmunitaries es poden classificar en dos grans grups:

1. Malalties especifiques d'organ, en les quals la resposta autoimmunitaria va dirigida contra antigens
que s’expressen en un determinat organ, teixit o tipus cel-lular. Aquestes malalties s’associen a la
produccié d’autoanticossos especifics i a la preséncia de cél-lules T especifiques d’antigens de I'drgan

diana;

2. Malalties sistemiques en les quals I'antigen contra el qual va dirigida la resposta es troba distribuit
ampliament per tot I'organisme. Aquestes malalties s’associen generalment a una elevada produccio

d’anticossos i a la formacié d'immunocomplexes circulants.

Les malalties autoimmunitaries conegudes formen un ampli espectre entre aquests dos extrems.

4. MALALTIES AUTOIMMUNITARIES DE LA TIROIDE

Les malalties autoimmunitaries de la tiroide, AITD (autoimmune thyroid disease) s6n malalties
autoimmunitaries endocrines especifiques d’dérgan a les quals la resposta immunologica va dirigida
contra antigens propis de la glandula. Aquestes malalties s’associen a la produccié d’autoanticossos
especifics (anti-tiroglobulina, anti-TPO i anti-receptor de la TSH) i a la preséncia de cél-lules T i B
infiltrants, reactives contra antigens de la tiroide. Tot i que la presencia d’autoanticossos és un tret
caracteristic d'aquestes malalties esta demostrada la seva presencia en la poblacié sana. La prevalencga
d’autoanticossos de tiroide varia en funcié de I'étnia, la regi6 i de factors ambientals (Prentice, Phillips et
al. 1990; Hollowell, Staehling et al. 2002; O'Leary, Feddema et al. 2006).

Les AITD afecten a més d'un 5% de la poblacié i representen més del 30% de les malalties
autoimmunitaries especifiques d’'organ. Els tipus de malalties autoimmunitaries que afecten més

freqUentment a la glandula tiroide soén: la Tiroiditis de Hashimoto (HT) i el Mixedema primari, que donen
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lloc a hipofuncié de la glandula i la malaltia de Graves-Basedow (GD) que causa la hiperfuncié de la
tiroide (Taula 1).

Graves-Basedow Tiroiditis de Mixedema
Hashimoto primari
+/++ ++++ +/-
Infiltracié infiltracio difusa infiltracio massiva
limfocitaria CD4>CD8 CD8>CD4
fol-licles limfoides fol-licles  limfoides
secundaris secundaris
Autoanticossos
anti-tiroglobulina + ++/++ ++
anti-peroxidasa +++ +++ +++
anti-receptor TSH ++ +/- +/-
estimulen funcio i estimulen funcio i bloquegen funcié i/o
trofisme trofisme trofisme
hipertrofia
Lesio tissular hiperplasia atrofia i fibrosi atrofia i fibrosi
Predisposici6 genética
associacié HLA I DR3, DQw2 DR5 DR3

associacio HLA Il TNFB, hsp70
associacio no MHC  CTLA-4

Taula 1: Caracteristiques de les malalties autoimmunitaries de la tiroide

Tot i que la etiologia d’aquestes malalties no es coneix, existeixen evidencies que indiquen una influencia
important de la genética en el desenvolupament de les AITDs. Esta acceptat que les AITD es
desenvolupen en individus genéticament predisposats, en conjuncié amb exposicions a determinats

factors mediambientals.

4.1, Factors genetics de les malalties autoimmunitaries de la tiroides

Durant I'tltima década hi ha hagut grans progressos per entendre la contribucié de factors genétics a
I'etiologia de les AITDs. S’ha identificat i caracteritzat gens de susceptibilitat a les AITD, alguns especifics
per GD o HT i daltres que confereixen susceptibilitat a ambdues malalties. El primer gen de
susceptibilitat identificat va ser el locus HLA-DR i posteriorment es van identificar altre gens com CTLA-4,
CD40, PTPN22, tiroglobulina i el receptor de la TSH (TSHR) (Jacobson and Tomer 2007). També s’ha
relacionat amb la susceptibilitat a la malaltia de GD polimorfismes d’altres gens codificats a la regid
intermédia de 'MHC, que intervenen en la resposta immunologica, com la proteina d’estrés termic hsp70
(Ratanachaiyavong, Demaine et al. 1991) o citocines com TNFpB (Badenhoop, Schwarz et al. 1992)
(Taula 2).
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Taula 2: Gens de susceptibilitat a AITD. SNP: polimorfisme d’'un Unic nucleotid; TAb: anticos tiroidal; (Jacobson et
al. 2007)

e HLA-DR: s’ha establert associacié de GD amb l'al-lel HLA-DR3 (Tomer and Davies 2003). La
frequéncia de DR3 entre els pacients amb GD és del 40-50%. Altres treballs perd indiquen que
aquesta associacié amb DR3 és secundaria, i demostren que és la preséncia d’Arg a la posicié
74 de la cadena pB1 (Arg p74) del DR el que s’associa significativament amb la susceptibilitat a
GD, ja que moltes variants de DR3 contenen Arg 74 (Ban, Davies et al. 2004). Dins la poblacio
caucasica l'al'lel HLA-DQA1*0501, en desequilibri de ligament amb DRS3, també esta associat a
GD (Yanagawa, Mangklabruks et al. 1993; Barlow, Wheatcroft et al. 1996). Altres estudis
demostren que la preséncia d’aquest al-lel per si sol també confereix susceptibilitat en pacients
que no expressen DR3 (Yanagawa, Mangklabruks et al. 1993). L’associacio genetica amb HT és
menys clara. Alguns estudis mostren certa associacio amb HLA-DRS5 i una deébil associaciéo amb
DR3 en caucasics (Moens, Farid et al. 1978; Farid, Sampson et al. 1981). S’ha identificat també
allels de resisténcia a tiroiditis com HLA-DRB1*1502 (HLA-DR2) i HLA-DRB1*0401 (HLA-DR4)
(Kong, Lomo et al. 1996; Wan, Shah et al. 2002; Simmonds and Gough 2004). Un treball realitzat
en el nostre laboratori va demostrar que la induccié de molécules HLA-II per IFNy era superior a
les CFT de pacients amb GD que a individus control (Sospedra, Obiols et al. 1995). Aquesta
dada suggeria I'existéncia d’un polimorfisme en la regi6é reguladora dels gens de les molécules
de classe Il, que facilitaria la inducci6 de I'expressio i per tant predisposaria a la malaltia.

e (CDA40: és un membre de la familia de receptors de TNF i s’expressa principalment en cél-lules B i
altres APC. Juga un paper important en l'activacié de cél-lules B, induint proliferacié, canvi
d’isotip de les immunoglobulines, secrecié d’anticossos, maduracié d’afinitat i generacié de
cél-lules de memoria. Altres APC com les DC i els macrofags també necessiten la senyalitzacio

via CD40 per activar-se. S’ha descrit certa associacié entre CD40 i GD (Tomer, Barbesino et al.
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1998; Tomer, Concepcion et al. 2002). A la regi6 UTR 5 del gen de CD40 existeix un
polimorfisme C/T, el genotip CC del qual, esta fortament associat amb GD (Tomer, Concepcion
et al. 2002). Jacobson et al. proposen que I'augment de I'expressié de CD40 és el factor associat
amb la malaltia. El genotip CC correlaciona amb nivells d’expressié de CD40 maijors, per tant
una cel-lula B autoreactiva amb aquest fenotip tindria una llindar d’activaciéo més baix, facilitant el
desencadenament I'autoimmunitat tiroidal. Aquest fenotip també podria facilitar la traduccio6 de la
proteina en altres teixits incloent la glandula tiroides. S’ha demostrat que CD40 s’expressa i és
funcional en tirocits i que aquesta expressié augmenta en pacients amb GD. Aixi es poden
postular 2 mecanismes que ajudarien a iniciar o potenciar la malaltia de GD: 1) L’activacié de la
via del CD40 en els tirocits per una cél-lula T CD4", provocant la sobreexpressié de citocines
inflamatories. 2) La sobreexpressio de CD40 en els tirdcits que expressen MHC |l, augmenta la
coestimulacio de les cél-lules T, dirigirint-les cap a una resposta Th2 per secretar citocines que
activarien les cél-lules B.

e CTLA-4 (cytotoxic T lymphcyte-associated factor 4): factor regulador negatiu de la resposta
immune duta a terme per cél-lules T. Nombrosos treballs mostren I'associacié entre el gen del
CTLA-4 i les AITD (Yanagawa, Hidaka et al. 1995; Kotsa, Watson et al. 1997; Braun, Donner et
al. 1998; Kouki, Gardine et al. 2002; Ueda, Howson et al. 2003). No se sap molt bé quines
variants ni per quin mecanisme els polimorfismes de CTLA-4 confereixen susceptibilitat a
'autoimmunitat. Una possible explicacié seria que les variants que disminueixen I'expressié de
CTLA-4 (Anjos, Nguyen et al. 2002), podrien augmentar 'activacio de les cél-lules T efectores o
disminuir la de cél-lules T reguladores, conduint al desenvolupament d’autoimmunitat.

e Tirosina fosfatasa-22 (PTPN22): com el CTLA-4, és un potent inhibidor de I'activacié de les
céllules T. Estudis en AITDs mostren associacié de SNP en PTPN22 amb GD (Velaga, Wilson
et al. 2004) i HT (Criswell, Pfeiffer et al. 2005).

e Tiroglobulina: S’han fet estudis de microsatélits i SNP del gen de la Tg que suggereixen
associacio amb les AITDs tot i que hi ha certa controvérsia (Tomer, Greenberg et al. 2002; Ban,
Greenberg et al. 2003). El mecanisme de predisposicid perd no es coneix. Determinades variants
de la Tg podrien iniciar una resposta immune alterant la presentacié de péptids de la Tg per les
APC. Podria ser que el repertori de péptids generats pels al-lels de susceptibilitat de la Tg fossin
patogénics o que determinats al-lels d’HLA-DR com els al-lels que presenten Arg74 fossin més
capagos de presentar aquests péptids de manera optima.

e Receptor de la TSH (TSH-R): el tret distintiu de la malaltia de GD és la presencia
d’autoanticossos activadors contra el receptor de la TSH, per tant el gen del TSH-R és un
candidat obvi per la malaltia de GD. Fins al moment s’ha estudiat tres SNP i la seva associaci
amb GD (Cuddihy, Dutton et al. 1995; Kotsa, Watson et al. 1997; Tonacchera and Pinchera
2000). Recentment, s’ha relacionat el baix nivell d’expressio del gen de TSH-R en el timus amb
la susceptibilitat a la malaltia, suggerint que la susceptibilitat esta estretament lligada al nivell de

tolerancia central en front a aquesta molécula (Colobran, R et al, manuscrit en preparacio).
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4.2 Malaltia de Graves-Basedow (GD)

Es la tiroidopatia més freqiient, te una incidéncia aproximadament de 4/10000 per any (Vanderpump,
Tunbridge et al. 1995; Hollowell, Staehling et al. 2002). Afecta principalment dones entre 30 i 40 anys
amb una relacio de 3:1 respecte els homes. Es caracteritza per una hiperplasia difusa de la glandula amb
hiperfuncio i tirotoxicosis. Les manifestacions cliniques de la malaltia sén pérdua de pes, taquicardia,

hiperquinesia (falta d’atencié, inquietud), goll difés, i nivells elevats de T4 i/o T3.

Histoldgicament s’observa hipertrofia i hiperplasia de I'epiteli fol-licular, els fol-licles augmenten de mida i
les cél-lules fol-liculars es fan més altes. La llum del fol-licle disminueix i conté menys col-loide. En el pol
apical de les cél-lules fol-liculars s’observen vacuoles de reabsorcié. Destaca la preséncia d’un infiltrat
difds format per cél-lules T (CD4" >CD8%), B i cél-lules plasmatiques. L’hipertiroidisme es degut a la
preséncia d’anticossos agonistes anti-receptor de la TSH (TSH-R) que estimulen les CFT mimetitzant
I'efecte de la TSH i provocant una secrecidé excessiva d’hormones tiroidals (Rees Smith, McLachlan et al.
1988; Rapoport, Chazenbalk et al. 1998). Un percentatge elevat de pacients, aproximadament un 75%,

també tenen autoanticossos anti-tiroglobulina i anti-peroxidasa tiroidal (TPO).

Poden produir-se també manifestacions extratiroidals, sent la més frequent I'oftalmopatia infiltrativa (GO)
que afecta entre un 25-50% dels pacients amb GD (Ludgate and Baker 2002), perd també poden haver-
hi afectacions cardiovasculars, gastrointestinals, dérmiques, neuromusculars i reproductives que li poden
conferir a la malaltia un caracter sistemic. L'etiologia d’aquestes manifestacions extratiroidals no es
coneix gaire bé, se suposa que l'oftalmopatia es desenvolupa com a consequéncia d’'una reaccio
creuada entre els autoantigens tiroidals i els orbitals. Cada cop hi ha més evidéencies que el TSHR també
juga un paper important: els nivells d’anticossos anti-TSHR correlacionen amb la clinica de GO (Gerding,
van der Meer et al. 2000) i amb I'expressié de TSH-R en teixits orbitals de pacients amb GD. Aquestes
dades fan pensar que les cél-lules T TSHR-especifiques podrien ser reclutades a I'orbita on s’activarien i

secretarien citocines capaces d’induir la proliferacié de fibroblasts i la produccié de glicosaminoglicans.

5. AUTOANTIGENS DE LA RESPOSTA IMMUNOLOGICA A LES AITD

Els principals autoantigens descrits en les malalties autoimmunitaries de la tiroide son la tiroglobulina
(Tg), la peroxidasa tiroidal (TPO) i el receptor de la TSH (TSH-R). També hi ha autoanticossos contra
altres autoantigens com el transportador Na+/I- i contra una proteina de 64kDa. A la tiroide de pacients
amb GD hi ha presents de manera simultania cél-lules T infiltrants i autoanticossos especifics per la Tg,
la TPO i el TSH-R (Dayan, Londei et al. 1991). La preséncia d’autoanticossos i d’infiltracié limfocitaria a
les glandules tiroidals de pacients amb AITDs indica que en la patogénia intervenen tant la resposta

autoimmunitaria humoral com la cel-lular.
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5.1. Tiroglobulina (Tg)

Els models animals han aportat evidencies de la importancia de la Tg en el desenvolupament de la
tiroiditis autoimmune. Es pot induir tiroiditis autoimmunitaria experimental (EAT) sensibilitzant models
animals genéticament susceptibles amb un extracte tiroidal i adjuvants (Rose and Witebsky 1956;
Anderson and Rose 1971; Rose, Twarog et al. 1971) o amb Tg humana o de ratoli (Balasa and
Carayanniotis 1993). La EAT es caracteritza per un infiltrat cel-lular de la glandula, i per nivells elevats
d’autoanticossos anti-Tg. Recentment s’ha creat un model animal de GD immunitzant ratolins AKR/N
amb Tg bovina (Endo and Kobayashi 2009).

La Tg no és un antigen segrestat, ja que esta present en la circulacié, majoritariament en la forma
pobrament iodada (Schneider, lkekubo et al. 1983), en humans en concentracions entre 3-40 ng/ml i amb

una vida mitja aproximada de 65 hores (Hocevar, Auersperg et al. 1997).

Estructura proteica. Es una glicoproteina homodimérica formada per dues subunitats de 330 kD.
Representa aproximadament entre el 75-80% del contingut proteic total de la tiroides. Es el principal
component del col-loide. Hi ha un 71.8% d’homologia entre la Tg humana i la de ratoli (Rao and
Carayanniotis 1997; Vali, Rose et al. 2000)

La regi6 carboxi-terminal comparteix homologia de sequéncia i patré de plegament (28% i en algunes
zones arriba al 64%) amb el lloc catalitic de I'acetilcolinesterassa (AChE), un enzim de la sinapsis
colinérgica del sistema nervids central i periferic. S’especula que a la GO els autoanticossos
crossreaccionen amb la Tg i 'AChE dels musculs orbitals, degut a la seva homologia estructural

(Thrasyvoulides, Sakarellos-Daitsiotis et al. 2001).

Processament de la Tg i modificacions post-traduccionals. Durant la produccié hormonal es generen
especies reactives d’oxigen (ROS) que modifiquen els autoantigens tiroidals i activen el complement, i
per tant podrien iniciar un procés inflamatori. La tiroglobulina es trenca en molts péptids, un d’ells de
40kDa (p40) (Duthoit, Estienne et al. 2001). El p40, un péptid iodat de I'extrem c-terminal, conté dos llocs
hormonogénics i és el péptid més petit reconegut per anticossos de ratolins immunitzats amb hTg
(Estienne, Mcintosh et al. 1998). També es coneixen 5 epitops T de p40 capagos d’induir EAT en
animals susceptibles (Verginis, Stanford et al. 2002). S’ha vist que p40 és endocitat pels tirdcits molt més
facilment que la Tg sencera (Duthoit, Estienne et al. 2000) i que el sérum de pacients amb GD i HT

reacciona més amb la regié p40 iodada que no iodada (El Hassani, Estienne et al. 2004).

Les molécules de tiroglobulina pateixen modificacions post-traduccionals, incloent iodacions (Kondo and
Ui 1961), glicosilacions (Godelaine, Spiro et al. 1981), i fosforilacions (Consiglio, Acquaviva et al. 1987).
La iodaci6 és la més estudiada i es creu que contribueix al desenvolupament de la malaltia (Rose, Bonita
et al. 2002; Papanastasiou, Vatalas et al. 2007). En els ultims anys s’estan fent molts estudis sobre la
influéncia de la iodacié en la patogenicitat de la Tg i s’ha comprovat que en alguns casos la iodacio de

tirosines confereix potencial patogénic a determinants peptidics. Aixi en péptids d’estructura nativa no
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patogénica, la iodacié pot facilitar la unié amb les molécules de MHC o bé el reconeixement per part de
les ceél-lules T (Li and Carayanniotis 2006). També s’ha vist que la iodacio pot afectar el processament de
la Tg per les APC, facilitant la generacié de peptids patogénics no iodats. En aquests casos, la iodacié
afectaria la seva degradaci6 proteolitica (Li and Carayanniotis 2006; Li, Jiang et al. 2007). S’ha establert
certa relacié causal entre la ingesta de iode i la tiroiditis autoimmune en humans (Foley 1992; Konno,
Makita et al. 1994; Rose, Rasooly et al. 1999) i s’ha vist en diferents models animals, com els ratolins
NOD.H2"™ (Rasooly, Burek et al. 1996; Barin, Talor et al. 2005), en rates BUF (Allen and Braverman
1990), en models de gallines (Sundick, Herdegen et al. 1987), que el iode accelera el debut de la malaltia
i la prevalenca i severitat d’aquesta. Per tant el iode és el prototip de factor ambiental de risc que
estimula la malaltia en individus genéticament predisposats. També la glicosilacié es creu que pot jugar

un paper en la antigenicitat (Fenouillet, Fayet et al. 1986).

Epitops B de la tiroglobulina. L’analisi dels autoanticossos d’individus amb autoimmunitat tiroidal, va
indicar que tot i ser una proteina gran, hi havia pocs epitops reconeguts i la majoria es trobaven a la
regié C-terminal. S’ha demostrat que els autoanticossos naturals reconeixen epitops conformacionals i
per tant dependents de I'estructura secundaria de la proteina (Saboori, Rose et al. 1999; Thrasyvoulides,
Sakarellos-Daitsiotis et al. 2001). D’altra banda, s’ha trobat anticossos anti-Tg a individus sans que

reconeixen regions conservades de la proteina (Saboori, Rose et al. 1999).

Es habitual trobar una “expansié” dels epitops de la tiroglobulina, que pot ser el resultat de I'activacié de
ceél-lules T “helper” capaces d’estimular cél-lules B especifiques per diferents epitops de la proteina. Les
cél-lules B especifiques per un determinat epitop poden internalitzar la Tg via immunoglobulines de
superficie i un cop processada presentar nous determinants a les célllules T (Thrasyvoulides and
Lymberi 2003).

Epitops T de la tiroglobulina. S’ha identificat més de 20 epitops T diferents dins la Tg (Carayanniotis
and Rao 1997; Carayanniotis 2007) (veure taula de larticle de Muixi, Alvarez et al. 2008 incldos en
aquesta tesis) molts d’ells descrits en models de ratolins. La seva patogenicitat varia considerablement
depenent de I'hoste i el métode d’estimulacié escollit, perd tots comparteixen la caracteristica de ser

subdominants o criptics segons el criteri de Sercarz et al. (Sercarz, Lehmann et al. 1993).

Existeixen diferents tipus d’epitops T dins la Tg: a) epitops que contenen tiroxina (T4), on els atoms de
iode son part integrant del lligand del TCR (Hutchings, Cooke et al. 1992; Kong, McCormick et al. 1995;
Dawe, Hutchings et al. 1996; Dai, Eliades et al. 2005); b) determinants que es tornen immunogénics
després de la incorporacié de iode en els residus de tirosina (Li and Carayanniotis 2006); c) epitops no

iodats (Carayanniotis 2003).
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5.2. Peroxidasa tiroidal (TPO)

Es el principal enzim involucrat en la sintesis de les hormones tiroidals. En preséncia de H,0, catalitza la
iodacio de la tiroglobulina i 'assemblatge de residus de iodetirosina per la sintesi de MIT i DIT. Tot i que
la TPO catalitza el procés d’hormonosintesis a la superficie apical de la CFT, només una petita fraccio de
I'enzim es troba situat a la membrana apical, la majoria es localitza al reticle endoplasmatic (Fayadat,
Niccoli-Sire et al. 1998).

Estructura proteica. Es una glicoproteina homodimeérica situada a la superficie apical de les CFT. El
domini extracitoplasmatic, orientat cap a l'interior del fol-licle, conté el lloc catalitic. Esta formada per tres
dominis, un domini EGF-like (Bresson, Cerutti et al. 2003), un amb homologia amb la mieloperoxidasa
(MPO) (42%) i I'altre amb una proteina de control del complement (CCP-like) (McLachlan and Rapoport

2007) (Figura 5b). La prosequéncia de la MPO es absent a la proteina madura.

1-121

Figura 5b: Representacié esquematica de la TPO en base a la seva homologia
amb altres proteines. MPO: mieloperoxidasa; CCP: proteina de control del

/ Mambrans- complement; EGF: factor de creixement epidérmic

Epitops B de la TPO. Tot i que algun anticos anti-TPO (TPOADbs) interacciona amb péptids lineals, la
majoria d’epitops B de la TPO sén conformacionals (Banga, Barnett et al. 1991; Bresson, Cerutti et al.
2003; McLachlan and Rapoport 2007). Els TPOAbs interaccionen amb una zona restringida de la TPO, la
regio amb homologia amb la MPO i amb la CCP. En humans els TPOAbs defineixen una regi6
immunodominant reconeguda pel sérum de tots els individus i que compren >80% dels Ab anti TPO del

sérum d’un pacient individual (Chazenbalk, Costante et al. 1993).

Epitops T de la TPO. Diferents treballs demostren 14 péptids de la TPO que indueixen resposta
proliferativa en cél-lules T de pacients amb HT o GD (Fukuma, McLachlan et al. 1990; Dayan, Londei et
al. 1991; Ewins, Barnett et al. 1992; Kawakami, Fisfalen et al. 1992; Fisfalen, Soliman et al. 1995). En
humans no s’han trobat epitops T a la regié amino terminal de la TPO (eliminada de la proteina madura),

ni a la regié homologa a CCP o EGF.

S’ha vist que TPOAbs monoclonals en humans poden modular el processament de la TPO per generar
péptids per ser presentats a les célllules T. Algunes cél-lules T TPO especifiques i la majoria dels
autoanticossos en humans es desenvolupen en resposta a la TPO presentada per les cél-lules tiroidals,

més que per la TPO alliberada dels tirdcits danyats (McLachlan and Rapoport 2007).
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5.3. Receptor de la tirotropina (TSH-R)

El receptor de la TSH pertany a la familia de receptors acoblats a proteina G i interacciona amb diferents
membres d’aquesta exercint les diferents funcions (Laugwitz, Allgeier et al. 1996). L'expressié del TSH-R
no esta confinada a la glandula tiroide. La preséncia de TSH-R bioldgicament actiu s’ha confirmat en
diferents cel-lules humanes, influint adipodcits, fibroblasts, cél-lules del moll de l'os, osteoclasts i
osteoblasts i d’altres (Michalek, Morshed et al. 2009). A la tiroides s’expressa amb baixa densitat a la

membrana basal de les cél-lules fol-liculars tiroidals (10°-10* molécules per cél-lula).
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Figura 6: Estructures del TSH-R. Dreta, trencament i alliberament de la subunitat A. El trencament intramolecular
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dins la regié bisagra allibera el péptid C deixant les subunitats A o B unides per ponts disulfurs. Després del

trencament algunes subunitats A s’alliberen.

Estructura proteica. Es una glicoproteina de 764 aa formada per diferents dominis: un domini
extracel-lular ric en leucines, una regi6 formada per 7 dominis transmembrana i una regié bisagra
important per definir la relacié espaial entre els dos dominis (Rapoport and McLachlan 2007) (Figura 6).
Una caracteristica distintiva d’aquest receptor sén les complexes modificacions post-traduccionals que
pateix: N-glicosilacions en 6 punts definits de I'ectodomini i un cop és transportat a la superficie el TSH-R
és subjecte a un trencament intramolecular. Com a resultat d’aquest trencament el receptor consta de
dues subunitats unides per ponts disulfur; la subunitat A que és la regié extracel-lular on hi ha el lloc
d’'unié de la TSH i la subunitat B formada pel domini transmembrana i per una cua citoplasmatica
(Furmaniak and Smith 1990; Loosfelt, Pichon et al. 1992). El trencament produeix I'escissié d’una regi6
“péptid C” i a vegades s’allibera la subunitat A. Existeix certa controvérsia respecte a si tots els TSH-R de
la superficie de les CFT es presenten amb les dues subunitats separades o no. Hi ha indicis que la
subunitat A podria estar implicada en la generacié d’anticossos estimuladors (TSAb) (Nagayama,
Wadsworth et al. 1991). De fet, els autoanticossos anti-TSH-R del sérum de pacients amb GD
reconeixen preferentment la subunitat A lliure, més que I'holorecepetor (Chazenbalk, Pichurin et al. 2002;
Schwarz-Lauer, Chazenbalk et al. 2002). També s’ha vist que la immunitzacié de ratolins BALB/c amb

adenovirus amb la subunitat A indueix hipertiroidisme al 70 % dels animals a diferencia del 10% quan
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s’utilitzen adenovirus que codifiquen un TSHR mutat per evitar el trencament (Chen, Pichurin et al. 2003;

McLachlan, Nagayama et al. 2005).

Epitops B del TSH-R. S’ha descrit anticossos bloquejants (antagonistes) (TBAb), que eviten la uni6 de
la TSH, estimuladors (agonistes) (TSAb) que produeixen la estimulacié de la funci6 tiroidal (Rees Smith,
McLachlan et al. 1988) i neutrals, que no afecten la unié del TSH ni I'activacié del receptor. La majoria
dels autoanticossos estimuladors i bloguejants reconeixen epitops conformacionals (Nagayama,
Wadsworth et al. 1991; Nagayama, Wadsworth et al. 1991) mentre que els neutrals estan restringits a
péptids lineals (Michalek, Morshed et al. 2009).

Epitops T del TSH-R. Algunes sequéncies dins el TSH-R (145-163, 158-176, 207-222, 248-263, 272-
291 i 343-362) s’han descrit com a epitops reconeguts per cél-lules T de pacients amb GD (Soliman,
Kaplan et al. 1995; Soliman, Kaplan et al. 1995; Soliman, Kaplan et al. 1995; Soliman, Kaplan et al. 1996;
Fisfalen, Palmer et al. 1997). Martin et al.(Martin, Nakashima et al. 1997) van observar que els péptids
52-71, 142-161, 202-221 i 247-266 eren els principals epitops reconeguts per cél-lules T CD4" de

pacients amb GD.

5.4. Transportador de iode (sodium iodine symporter Na+/I- (NIS))

Es la proteina encarregada de la captacio i entrada de iode a les CFT i s’ha proposat com a possible
autoantigen (Raspe, Costagliola et al. 1995; Caillou, Troalen et al. 1998). S’expressa a la membrana
basolateral de les cel-lules fol-liculars de la tiroide (CFT). A la malaltia de GD s’expressa a la majoria de
les CFT, perd al HT el nivell d’expressio és inferior i associat sobretot a les CFT en contacte amb ['infiltrat

limfocitari.

5.5. Autoantigen 64KD

Autoanticossos de pacients amb autoimmunitat tiroidal i oftalmopatia associada reconeixen una proteina
de 64kD (D1) que s’expressa al muscul de I'ull i a la tiroide. S’ha definit com autoantigen a I'oftalmopatia
associada a les AITDs, perd encara no s’ha identificat la proteina (Boucher, Bernard et al. 1992; Zhang,
Dong et al. 1992).
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6. CEL-LULES FOLICULARS COM A PRESENTADORES D’'ANTIGEN

En situacié d’autoimmunitat, les CFT expressen HLA-II (Bottazzo, Pujol-Borrell et al. 1983), molécules
d’adhesio (Zheng, Abney et al. 1990; Tolosa, Roura et al. 1992) i citoquines (Grubeck-Loebenstein,
Buchan et al. 1989; Grubeck-Loebenstein, Buchan et al. 1989), totes necessaries per la presentacio
d’antigens a cél-lules T. Igualment les CFT poden expressar algunes molécules coestimuladores com ara
CD40 (Faure, Bensoussan-Lejzerowicz et al. 1997), perd no CD80 ni CD86 (Battifora, Pesce et al. 1998).
L’expressio d’aquestes molécules en els tirdcits pot ser induida per IFN-y i la seva accié modulada per la
TSH. Diferents articles evidencien que les CFT poden formar complexes MHC-péptid derivats d’antigens

propis en quantitat suficient com per activar cel-lules T (Maile, Elsegood et al. 2000).

En el nostre laboratori s’ha demostrat que les CFT classe II° expressen HLA-DM i cadena invariant,
xaperones que intervenen en el processament i presentacié d’antigen per classe Il, de manera que la
majoria dels complexes HLA-Il-péptid expressats per les CFT sén estables (Catalfamo, Serradell et al.
1999). La identificacié d’aquests péptids i I'estudi de la seva possible funcié en la patologia és un dels
objectius d’aquest treball.

7. EL COMPLEX MAJOR D’HISTOCOMPATIBILITAT

7.1. Organitzacio genica del MHC

El complex major d’histocompatibilitat, HLA en humans, és un complex poligénic, amb gens polimorfics i
codominants, localitzat en el brag curt del cromosoma 6. Aquest complex génic és el més polimorfic del
genoma huma i dels més de 220 gens que s’ha identificat, un alt percentatge tenen funcio directa en la
resposta immunitaria. EI MHC huma es divideix en 3 regions, les de classe | i Il que contenen gens
involucrats en el processament i presentaci6 d’antigen i la regié de classe lll que conté gens molt variats,
alguns d’ells relacionats amb la resposta immunitaria tals com factors de complement o citoquines
(Figura 7). Les regions de classe | i Il contenen multiples loci que codifiquen per varies molécules
presentadores d’antigen (MHC-I i MHC-II). Les molecules de MHC-I es troben codificades en els loci
HLA-A, Bi Ciles de MHC Il en tres subregions del locus D (HLA-DP, DQ i DR). El gran polimorfisme de

les molécules d’HLA reflexa la pressié evolutiva que han patit aquests gens en resposta als diferents

patdgens.
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Figura 7: Estructura genica de I'HLA huma. Janeway et al.. Inmunobiologia. ©

Masson, Barcelona, 2000
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7.2. Les moléecules d'HLA com a presentadores d'antigen

Els grups de gens polimorfics del MHC de classe 1 i Il, codifiquen dos grups de proteines estructuralment
homologues, les molécules de MHC de classe | i Il. Estudis de resolucié d’estructures cristal-lines han
permés determinar les caracteristiques estructurals i funcionals d’aquestes molécules, en linies generals
tenen una estructura semblant que els permet realitzar la seva funcié essencial de presentacié de
péptids a les cél-lules T, les de classe | a les cél-lules T CD8" i les de classe Il a les cél-lules T CD4".
Ambdues tenen un solc extracel-lular format per dues helix a i 8 fulles  plegades dins el qual es disposa
el péptid, un parell de dominis tipus immunoglobulina (Ig) que contenen llocs d'unié pels coreceptors CD4
i CD8, i estan ancorades a la cél-lula mitjangant uns dominis transmembrana i citoplasmatics (Bjorkman,
Saper et al. 1987; Brown, Jardetzky et al. 1993; Engelhard 1994; Stern, Brown et al. 1994; Ghosh,
Amaya et al. 1995) (Figura 8).

MHC classe | MHC classe I Figura 8: Estructura tridimensional de les
molécules de MHC | i MHC Il. L’heterodimer

Horsdokra do inecn
ol putpae Hordehra de s

alpopido.

de classe | consisteixen en una cadena pesada
o, que travessa la membrana, associada de
manera no covalent a la p2-microglobulina
(blava). El solc d’'unid a l'antigen esta format
pels dominis a1 ia2 de la cadena pesada. La
molécula de classe Il esta formada per dues
cadenes, o i, p formades cada una per dos
dominis globulars. Els dominis a1.i B1 formen el
solc d'uni6 a [lantigen. Janeway et al.:

Inmunobiologia © Masson, Barcelona, 2000

A ambdés tipus de molécules les regions més polimorfiques es troben en el solc d’unié al peéeptid i
proxims a aquest i son les responsables de les diferents especificitats peptidiques. D’aquesta manera la
gran variabilitat d’aminoacids d’aquesta regio fa que diferents molécules de MHC uneixin i presentin
péptids diferents i siguin reconeguts per diferents TCR (Figura 9). Els peéptids que s’uneixen sén de
longitud variable en funcié de si es presenten per classe | o per classe Il i la unié amb aquests es fa
durant el procés de biosintesi i plegament tridimensional de les molécules de MHC. Ambddés molécules

son inestables quan no tenen un péptid unit.
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Figura 9: Distribucid dels aminoacids polimorfics dins el solc d’uni6 al peptid

7.2.1  Unié MHC-péptid

Dins el solc, el péptid adopta una conformacié estesa, d’hélix de poliprolina tipus Il, amb les cadenes
laterals d’alguns residus encarades cap al solc d'unié i d’altres exposades a I'exterior per ser
reconegudes pel TCR. Existeixen dos tipus d’interaccions que contribueixen a I'estabilitat del complex
MHC-péptid: els ponts d’hidrogen entre la cadena lineal del peptid i els residus conservats del solc d’'unié
(Stern, Brown et al. 1994) i les interaccions de les cadenes laterals dels residus d’ancoratge amb unes
cavitats, anomenades butxaques (pockets), de la molécula de MHC que es troben a les zones més
polimorfiques (Figura 11). S’anomenen residus d’ancoratge aquells aminoacids que s’uneixen
especificament als residus polimorfics del solc d’unié.

La unié del péptid amb les molécules de classe | s’estabilitza principalment per interaccions entre els
extrems N i C-terminal del péptid amb butxaques conservades dels extrems del solc d'unié, i mitjangant
residus d’ancoratge que s’uneixen a butxaques polimorfiques del solc d’unid, aquestes butxaques son les
que determinen I'especificitat allelica. La posicié i caracteristiques dels residus d’ancoratge varien

segons l'al-lel (Matsumura, Fremont et al. 1992) (Figura 10).

Figura 10: Representacido esquematica de l'orientacio

d’un péptid de 9aa unit a MHC |. Les cadenes laterals de

oo P1, P4 i P5 surten cap enfora i poden ser reconegudes pel

TCR. Les cadenes laterals de P2, P3, P6 i P9 s’encaren

s dins el solc i s'acomoden a les butxaques corresponents.

Els grups amino i carboxi del péptid interaccionen amb les

PocketA B D cC E F butxaques A i F respectivament. L’estructura d’aquestes
esta bastant conservada entre els diferents al-lels de classe

I, perd les butxaques B a E sén molts diferents entre les

diferents molécules en quant a mida i naturalesa quimica.
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Les molécules de MHC |l en canvi, estableixen ponts d’hidrogen amb residus localitzats al llarg de tota la
cadena del péptid. Els péptids tenen una regio central d'uni6 a MHC o “core” (Jardetzky, Brown et al.
1996) i uns residus a ambdds extrems del core que sobresurten del solc d’'unié a I'antigen. Aquestes
regions laterals poden interaccionar amb I'heterodimer o i augmentar I'afinitat de la unio, estabilitzant la
conformacié del complex (Sant'Angelo, Robinson et al. 2002; Lovitch, Pu et al. 2006) o poden ser
reconegudes per les cél-lules T, tot i que hi ha certa controvérsia sobre el tema (Carson, Vignali et al.
1997; Godkin, Smith et al. 2001). Les posicions relatives P1, 4, 6, 7 i 9 dels péptids son les que
habitualment interaccionen amb els residus de les butxaques dels solcs d’unié. El conjunt de residus

d’ancoratge de cada variant al-lélica és diferent i s'Tanomena motiu d’'unié (Figura 11).

Minimes variacions del solc d’unié poden provocar canvis en el repertori peptidic presentat. En un treball
de Suri i col. demostraven que molécules de classe Il que només es diferenciaven en un Unic aa de la
cadena beta presentaven repertoris diferents i especifics per cada allel, tot i que les proteines

disponibles pel processament eren les mateixes (Suri, Walters et al. 2003).

Caracteristiques de la interacci6 MHC-péptid

e L’associacio de peptids antigénics amb les molécules de MHC és un interaccid saturable i de baixa

afinitat, amb una velocitat d’associacié lenta i una velocitat de dissociacié molt lenta.

e Cada moléecula de classe | o de classe Il s'uneix amb un sol péeptid

e Una molécula de MHC pot unir multiples péptids diferents, perd no alhora

e Tots els péptids que s’'uneixen a un determinat al-lel de MHC tenen certes caracteristiques comuns

Figura 11: “Pockets” del solc d’'unié d’'HLA-DR1. A, Superficie del solc d’'unié. B, Solc d’'unié amb el
peptid FVKQNAAAL unit. C, vista lateral del solc d’uni6 al péptid (Zavala-Ruiz, Sundberg et al. 2003)
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7.3. Les molécules d’HLA de classe Il

Les molécules de classe Il son glicoproteines de membrana formades per dues cadenes, o i
B, associades no covalentment. Al contrari que les de classe | que son virtualment ubiques, les molécules
de classe Il s’expressen només en cél-lules presentadores d’antigen professionals (APC) i uneixen
péptids de 12-20aa que presenten a cél-lules T CD4". Tot i que la mida mitja dels péptids es de 10-20aa,
les moléecules de classe Il son capaces d’unir péptids de més de 30 residus ja que, a diferéncia de les de
classe |, tenen els extrems del lloc d’unié oberts (Rudensky, Preston-Hurlburt et al. 1991; Chicz, Urban
et al. 1992; Chicz, Urban et al. 1993). La principal font d’aquests péptids soén proteines externes o de
membrana (Chicz, Urban et al. 1993) que son internalitzades i degradades a la via endo-lisosomal
(Cresswell 1994; Watts 1997). Tot i que els processos d’acoblament, de transport i d’'uni6é del peptid a
classe Il estan ben establerts, no se sap tant sobre el processament proteolitic que genera aquests
péptids. Es coneixen algunes de les proteases relacionades amb el processament pero els mecanismes
no estan ben caracteritzats, no esta clar si el processament dels péptids en els endosomes es complet
abans d’unir-se a les molécules de classe Il o bé si la molécula de classe Il selecciona primer zones
antigeniques de polipéptids parcialment desnaturalitzats i les uneix en el solc, permeten que les
proteases tallin els extrems (trimming) (Sercarz and Maverakis 2003). En molts casos els péptids
presentats per molécules de classe Il formen families de péptids solapats o “nested sets” que sén
sequéncies amb la mateixa regié central perd que varien en les longituds dels extrems N o C-terminals,
suggerint la possibilitat que es puguin generar per proteodlisis post unié al MHC (Taula 3). Aquesta

caracteristica és tipica dels péptids de classe Il.

Sequeéncies "nested set" de la cadena li aillades d'una linea cel-lular homozigota

PPPPPPPPP
12 3 456 7 8 9

MATPLLMQALPMGALTPOQGPMAQ
ATPLLMQALPMGALPAQ
ATPLLMQALPMGALTPOQGP
ATPLLMQALPMGALPOQGPMAQ
MATPLLMQALPMGALPAQ
ATPLLMQALTPMGAL
ATPLLMQALPMGALTP
MATPLLMQALPMGALPQGPM
MATPLLMQALPMGALP
MATPLLMQALPMGAL
ATPLLMQALPMGALTPOQGTP
MATPLLMQALPMGALTPAQGHEP

TPLLMQALPMGALPAQ

Taula 3: Exemple d’'una familia de péptids aillats de la linea homozigota humana JHAF (DRB1*0407). Peptids

amb la mateixa regié nucli (core) que varien en la longitud dels seus dos extrems.
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La forma d’unié i el repertori de lligands peptidics units a MHC Il s’ha analitzat per diferents métodes, tan
bioquimics com per cristal-lografia de raigs X (Brown, Jardetzky et al. 1993; Falk, Rotzschke et al. 1994;
Rammensee 1995; Fremont, Hendrickson et al. 1996; Scott, Peterson et al. 1998; Reinherz, Tan et al.
1999). Com ja s’ha comentat anteriorment, els residus 1, 4, 6 i 9 del péptid interaccionen amb les
butxaques donant especificitat al-lélica (Rammensee 1995). S’ha suggerit que la unié a les molécules de
MHC de classe Il és més promiscua que la uni6 a classe |, degut a la major longitud dels péptids i a la
preséncia d’extrems lliures. Per cada al-lel, cada una de les 4 butxaques principals tindra caracteristiques
propies depenent dels residus que la formen, que determinaran I'especificitat pels diferents aa i I'afinitat

d’unio pels diferents péptids (Rammensee, Friede et al. 1995).

7.4. Generaci6 de lligands peptidics per les molécules de MHC de classe |l

Les molécules de classe Il adquireixen els péptids per una via diferent a la de classe |. Un cop
sintetitzades en el reticle, les cadenes o i B de classe Il s’associen formant un heterodimer inestable. Per
estabilitzar la unid, el dimer aff s'associa amb una xaperona, la cadena invariant (li), que a més a més
evita la unié prematura de peptids residents al reticle endoplasmic (Cresswell 1996) i facilita la formacio
d’'un complex multiméric format per tres heterodimers liz(a);. EI nonamer format es dirigeix a la via
endocitica, perd actualment esta en debat si passa directament de la xarxa trans-golgi als lisosomes o si
primer passa per la membrana i s’internalitza gracies a una seqiiéncia senyal n-terminal de li (Bakke and
Dobberstein 1990; Berger and Roche 2009). Un cop a la via endocitica la cadena invariant és degradada
sequencialment deixant només un fragment anomenat CLIP (residus 81-104) unit al MHC. L’intercanvi
del péptid CLIP per un péptid antigénic es déna gracies a la moléecula HLA-DM, que estabilitza el
complex, permet 'alliberament de CLIP i fa d’editor peptidic determinant la qualitat i quantitat dels peptids
seleccionats (Lovitch, Petzold et al. 2003; Muntasell, Carrascal et al. 2004). Un cop format, el complex

MHC-peptid és transportat a la superficie (Figura 12).

La via de presentacié de classe Il esta especialitzada en la presentacié de patdgens extracel-lulars o
residents en vesicules intracel-lulars. Tot i que els péptids presentats per MHC-II provenen de material
extern, en abseéncia d’infeccié la gran majoria procedeixen de proteines de membrana o residents als
endosomes o lisosomes. Els péptids de proteines exdgenes provenen de proteines molt abundants en el

medi extracel-lular o per les quals hi ha receptors especifics a la membrana per internalitzar-les.

Tot i que la via endocitica és majoritaria, existeixen 2 rutes addicionals. En una d’elles les proteines
extracel-lulars son degradades a I'exterior de la cél-lula per proteases solubles o0 de membrana (Larsen,
Pedersen et al. 1996; Santambrogio, Sato et al. 1999) i els péptids generats poden unir-se o bé
directament desplacant péptids de menor afinitat de les MHC-II de la superficie cel-lular, o bé poden
internalitzar-se per endocitosis i incorporant-se a la via classica d’unié a antigen. L’altre via té lloc al
citosol on el proteasoma i les calpaines generen péptids antigénics que posteriorment seran transportats

cap a la via endocitica mitjangant un mecanisme desconegut (Lich, Elliott et al. 2000).
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Figura 12: Via de processament d’antigen per MHC de classe Il. (Rocha and Neefjes 2008)

Caracteristiques dels péptids naturals seleccionats per les molécules de classe Il (Suri, Lovitch et al. 2006)

e Els péptids naturals sén de longitud variable, normalment entre 12-26 aminoacids

e Els peptids naturals es seleccionen en families on tots els membres comparteixen una regié central

(core) de 9 aminoacids, junt amb uns residus laterals variables.

e Laregi6 “core” de 9aa del péptid interacciona amb el solc d’'unié de la molécula de MHC de classe |,

que consisteix en 4 butxaques d’unio: p1, p4, p6 i p9

e La majoria de diferéncies al-léliques entre les molécules de MHC-II es troben en els aa que formen les

butxaques d’unid. Aquests determinen la seleccié d’epitops amb motius d’unié al-lel-especifics

e Les cadenes laterals dels residus dels péptids naturals incrementen lafinitat de la uni6 amb les

molécules de MHC Il o poden servir com a residus d’interaccié directa amb el TCR

e L’heterogeneitat dels residus laterals dels peptids naturals reflecteix els passos del processament

d’antigen, on molts enzims de diferents especificitats participen en la protedlisi

e Els peptids naturals que s’uneixen a MHC-II sén seleccionats de proteines de diferents compartiments,

incloent el medi extracel-lular, la membrana plasmatica, compartiments vesiculars i el citosol
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7.4.1 Motius d’'unié de les molecules de MHC Il

L’existencia de motius d’'unié especifics d’al-lel es va fer evident a principis dels anys 90 a partir de la
caracteritzacio dels repertoris peptidics naturals de MHC (Falk, Rotzschke et al. 1991; Corr, Boyd et al.
1992; Corr, Boyd et al. 1993; Falk, Rotzschke et al. 1994). Usaven una estratégia basada en la
sequenciacié en “pool” d‘Edman la qual cosa implicava la sequenciacié directa de barreges de péptids.
Els complexes MHC-péptid es purificaven per immunoprecipitacid i mitjangant elucié acida i
ultracentrifugacioé es separaven els péptids de les moléecules d'MHC. Per disminuir la complexitat de la
mostra es fraccionaven els peéptids per cromatografia liquida HPLC. Els diferents cicles de la
sequienciacié d’'Edman permetia determinar els aminoacids més freqlients en cada una de les posicions
de la sequéncia peptidica, caracteritzant aixi la preséncia de residus especifics en aquestes posicions.
Aquests estudis son més eficients amb els péptids de classe | que amb els de classe Il degut a la major
homogeneitat de mida d’aquests (8-11aa), perd tot i aixi la seqlienciacié d’Edman també s’ha utilitzat per
identificar lligands de classe Il molt abundants (Rudensky, Preston-Hurlburt et al. 1991; Chicz, Urban et
al. 1992; Falk, Rotzschke et al. 1994; Verreck, van de Poel et al. 1994).

Un aveng molt important en I'estudi dels repertoris peptidics va ser I'Us de I'espectrometria de masses
(MS), que va permetre augmentar la sensibilitat i la resolucié en la deteccié de péptids de masses
semblants presents en una mescla. La gran majoria dels péptids aillats provenen de linees B
limfoblastoides (B-LCLs) i fins al moment s’ha caracteritzat els péptids de I-A? (Hunt, Michel et al. 1992),
I-A° (Rudensky, Preston-Hurlburt et al. 1991; Dongre, Kovats et al. 2001) i I-A* (Nelson, Roof et al. 1992)
de ratolins i també d’alguns allels humans d’HLA-DR, DQ o DP (Taula 4). Mitjancant alineacio
d’aquestes sequéncies s’ha pogut determinar el motiu d’'unié de molts al‘lels, tot i que aquestes dades
poden ser esbiaixades si el nombre de sequéncies és insuficient. Molts dels articles emfatitzen la

preséncia de péptids capacgos d’unir-se a diferents al-lels (promiscus).

La informacié corresponent a cada motiu d’unié pot presentar-se en forma de matriu d’afinitat, on s’indica
la importancia relativa de la preséncia dels diferents aminoacids a cada una de les posicions. Aquestes
matrius permeten calcular I'afinitat tedrica d’'un péptid per un determinat al-lel de MHC. Per calcular
I'index d’afinitat tedric d’'un determinat péptid s’assignen valors a cadascun dels residus de la sequéncia i
la suma d’aquests valors determina l'afinitat d’'uni6 a MHC d’aquest péptid (Taula 5). Aquest calcul es
basa en la hipotesis que la unié d’un péptid a MHC correlaciona amb el resultat net de tots els efectes de
les cadenes laterals d’aquest, i t& en compte que els efectes de les cadenes laterals depenen de la seva
posicio relativa a 'aminoacid ancorat a P1, més que de la seva posicié absoluta (Hammer, Bono et al.
1994). La importancia de les matrius com a eina de prediccio de lligands d’HLA ha estat demostrada per
diferents grups (Hammer, Bono et al. 1994; Marshall, Wilson et al. 1995; Marshall, Wilson et al. 1995), i
s’ha demostrat que els valors numérics (“peptide scores”) correlacionen almenys parcialment amb
I'afinitat d’'unié dels lligands a HLA-DR. Aixd converteix les matrius en una eina important alhora de predir

possibles epitops de cél-lules T (Hammer 1995) (Taula 5).
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Al.lel Motiu d’unio
(referéncia) P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
DRB1*0101
(Hammer, Takacs et al. 1992; Falk, Rotzschke et al. YXI\?CVI LV kﬂp;\l Q SA"I'GP INAFI\\(/
1994; Stern, Brown et al. 1994) PR R e e
DRB.1*O401 EY W F,W,l,L,V NS T polar Ro]qr
(Hammer 1_993; Sette, Slqney et al. 1993; Hammer, | LV M AD,E Q, H R car_r?gat alifatic
Gallazzi et al. 1995; Friede, Gnau et al. 1996) e no R,K T alifatic K
DRB1*0407
(Davenport, Godkin et al. 1997) F.Y. W AVK N.T.D.S QN
DRB1*1501 . LLV.M
(Vogt, Kropshofer et al. 1994; Wucherpfenning, Sette LV, FY,l P
et al. 1994) F
DRB1*0701
(Chicz, Urba et al. 1993; Gelder, Davenport et al. F’Z’\\iv’l BER2$$ N,S,T V,LLY,F
1998) ’ T
DRB1*1104 L,V.M,A
(Verreck, van de Poel et al. 1996) LV F,Y RKH AGS,P
DRB1*1101
(Hammer 1993; Newcomb and Cressweel 1993; W,Y,F M,L,V R,K,H AG,S,P
Verreck, van de Poel et al. 1996)
Taula 4: Alguns exemples de motius d’ancoratge identificats
aa P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
A -999.0 0.0 0.0 0.0 - 0.0 0.0 - 0.0
D -999.0 -1.3 -1.3 1.4 - -1.1 -0.3 - -1.7
E -999.0 041 -1.2 1.5 - -2.4 0.2 - -1.7
F 0.0 0.8 0.8 -0.9 - -1.1 -1.0 - -1.0
G -999.0 05 0.2 -1.6 - -1.5 -1.3 - -1.0
H -999.0 0.8 0.2 1.1 - -1.4 0.0 - 0.08
I -1.0 1.1 1.5 0.8 - -0.1 0.08 - -0.3
K -999.0 1.1 0.0 -1.7 - -2.4 -0.3 - -0.3
L -1.0 1.0 1.0 0.8 - -1.1 0.7 - -1.0
M -1.0 1.1 1.4 0.9 - -1.1 0.8 - -0.4
N -999.0 0.8 0.5 0.9 - 1.3 0.6 - -1.4
P -999.0 -0.5 0.3 -1.6 - 0.0 -0.7 - -1.3
Q -999.0 1.2 0.0 0.8 - -1.5 0.0 - 0.5
R -999.0 22 0.7 -1.9 - -2.4 -1.2 - -1.0
S -999.0 -0.3 0.2 0.8 - 1.0 -0.2 - 0.7
T -999.0 0.0 0.0 0.7 - 1.9 -0.1 - -1.2
\Y -1.0 21 0.5 -0.9 - 0.9 0.08 - -0.7
W 0.0 -0.1 0.0 -1.2 - -1.0 -1.4 - -1.0
Y 0.0 0.9 0.8 -1.6 - -1.5 -1.2 - -1.0

Taula 5: Matriu d’afinitat per I'al-lel HLA-DRB1*0401 (Sturniolo, 1999)

Una altra eina molt utilitzada per la caracteritzacié dels motius d’ancoratge soén els assajos d’'unié amb

libreries peptidiques o de fags (Hammer,

Takacs et al. 1992; Hammer, Valsasnini et al. 1993).

Actualment existeixen nombroses bases de dades de péptids, programes de prediccid d’epitops i

programes de calculs d’afinitats tedriques. Un d’aquests programes de prediccio, és el que hem utilitzat
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en aquest treball, per predir les unions dels péptids obtinguts amb les diferents molécules de DR. Aquest
programa es basa en un treball on demostraven que els perfils d’especificitat de les butxaques eren
independents de la resta del solc dHLA-DR (Hammer, Gallazzi et al. 1995). Aixd0 té importants
aplicacions en la determinacié dels perfils de les butxaques, ja que aquests poden ser compartits entre
al'lels sempre i quan s’hagi demostrat que tenen topografies idéntiques (Sturniolo, Bono et al. 1999)
(Figura 13). El fet que els perfils de les butxaques siguin independents d’al-lel permet generar matrius
virtualment, i per tant amb un petit nombre de perfils es poden construir un gran nombre de matrius. Aixi
es va desenvolupar el programa informatic TEPITOPE. A partir del programa TEPITOPE, que conté
matrius per 25 al-lels i valors llindar per 26 al-lels més, obtinguts de la base de dades PIR, es va generar

el programa ProPred (Singh and Raghava 2001), que és el que hem utilitzat en aquest estudi.
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Figura 13: Independéncia al-lélica dels perfils de les butxaques. A) Esquema del solc d’unié6 a HLA-DR on es
comparen les butxaques de 4 al-lels d’'HLA-DR. Les butxaques 1-3 estan constituides per residus monomorfics que
provenen de la cadena DRa (excepte un residu dimorfic de la cadena DR (Gly/Val86) que forma la butxaca 1). Les
cadenes laterals de les posicions 5 i 8 s’han excldos ja que estan orientades cap a fora del solc d'unié. B)
Comparacié del perfil d’especificitat obtingut per la butxaca 9 de diferents allels d’'HLA-DR. Les butxaques de

diferents al-lels que comparteixen els mateixos residus polimorfics mostren especificitats similars.
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HIPOTESI

En les malalties autoimmunitaries especifiques d'drgan, com ara les malalties autoimmunitaries de la
tiroide, les dianes del dany tissular sén les cel-lules epitelials endocrines del propi teixit. Aquestes

cel-lules, altament diferenciades, sobreexpressen HLA-I i expressen ectopicament HLA-II.

El treball que es presenta en aquesta tesis es basa en dos resultats previs del nostre laboratori:
primer, la presentacié d'autoantigens per les molecules d’'HLA-II en cél-lules fol-liculars de la Tiroide
(CFT) és possible, ja que les molécules son estables i per tant estan associades a péptids (Catalfamo,
Serradell et al. 1999); i segon, el repertori de péptids associats a HLA-DR4 en cél-lules epitelials
neuroendocrines és autodleg, heterogeni i generat a partir de proteines de la via endocitica i també

citosolica (Muntasell, Carrascal et al. 2002).

S’ha postulat que les cél-lules epitelials en les malalties autoimmunitaries podrien presentar
autoantigens a les celllules T CD4+ infiltrants, i ser aixi les responsables de la induccié o del
manteniment de la resposta immunitaria in situ. Aixi, I'estudi dels autoantigens presentats per les
cellules epitelials de la tiroide pot aportar elements importants per arribar a entendre el procés
autoimmunitari involucrat. La identificacid dels lligands de classe Il sera un pas essencial per la

caracteritzacio de les cél-lules T especifiques i del seu paper en la patologia.
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OBJECTIUS:

Objectiu General: Identificacio dels lligands especifics de teixit que s’associen a les molécules d’'HLA
de classe Il expressades ectopicament per les cél-lules fol-liculars de la tiroide en la malaltia de

Graves-Basedow
Objectiu I:

» Definicié del motiu d’ancoratge de I'al-lel HLA-DRB1*0407 i comparacié del motiu d’ancoratge de
DR407 amb altres variants de DR4

» Definicié del motiu d’ancoratge de I'al-lel HLA-DRB1*0801 en el context de la seva associacié amb

la malaltia autoimmunitaria diabetis mellitus de tipus 1
Objectiu Il:

» Caracteritzacié dels lligands naturals associats a molécules d’HLA-DR en glandules tiroides
afectades per la malaltia de Graves-Basedow. Analisi de la seqiieéncia i de la seva capacitat
d'unié a HLA-DR
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1. MATERIAL

Com que I'objectiu d'aquest treball era I'estudi de péptids presentats per molécules de classe Il en
cel-lules epitelials de la tiroide de pacients amb una malaltia autoimmunitaria, es necessitava utilitzar
glandules que mantinguessin al maxim la seva estructura. Es per aquest motiu que es va decidir
utilitzar glandules afectades per la malaltia de Graves-Basedow (GD), ja que en aquesta malaltia
I'estructura fol-licular del teixit es manté integra, mentre que en el cas de la tiroiditis de Hashimoto (HT)
l'infiltrat acaba ocupant gran part de la glandula on hi ha una destruccié important del teixit tiroidal. Aixi
totes les mostres de tiroides i de sang utilitzades en aquest estudi provenen de pacients afectats per la

malaltia de Graves—Basedow.

El diagnostic clinic dels pacients es va fer basant-se en els parametres clinics i les dades analitiques
habituals. Preséncia de dos o més dels parametres clinics segiients: simptomatologia d’hipertiroidisme
(sudoracié,nerviosisme, pérdua de pes), preséncia de goll difas i oftalmopatia. Les dades analitiques
es basaven en la determinacié per RIA dels nivells en plasma de T3, T4, T4 lliure i TSH i en la
detecci6é d’autoanticossos tiroidals serics (autoanticossos anti-microsoma (peroxidasa tiroidal o TPO) i
anti-tiroglobulina (Tg)). Els diagnostics clinics es van confirmar amb I'analisi histopatologica de les

biopsies.

Les mostres quirlrgiques de tiroides amb GD es seleccionaven en funcié de I'expressié de classe Il
per les CFTs. Per aquest fi es feien tincions d'immunofluorescéncia sobre seccions criostatiques de
teixit o s'analitzaven les cél-lules per citometria de flux (veure punt 3). Les dades de les mostres

utilitzades en I'estudi es mostren a la taula 6.

Expressi6  Pes

Mostra Sexe Edat classell mostra HLA classe |l

TB190 F 35 ++ 19 DRB1*1101,1104 DQB1*0301
TB 237 F 41 + 119 DRB1*1501 DQB1*0602
TB269 F 30 ++ 249 DRB1* 1101,1104 DQB1*0301
TB 270 F 32 +++ 3,319 DRB1*0701 DQB1*0202,0303
TB448 F 26 ++ 8¢9 DRB1*0407,1501 DQB1*0301,0602
TB449 F 35 ++ 2559 DRB1*0301,1501 DQB1*0201,0602
TB471 F 28 ++ 14,8g DRB1*0301,0801; DQB1*0201,0402.

Taula 6: Llistat de les mostres de tiroides utilitzades en aquest estudi Els nivells d'expressio d’HLA-II en les
cel-lules fol-liculars de la tiroide es van obtenir per citometria i/o per immunofluorescéncia. Els valors s’indiquen
com es descriu a continuacio: +, tincid positiva en <10% dels fol-licles, marcatge focal, ++, entre un 10-50% de
fol-licles positius, tinci6 multifocal; +++, >50% de fol-licles positius, tincié generalitzada. El tipatge d’'HLA-II el va
dur a terme el Dr. E. Palou (LIRAD, BST, Hospital Germans Trias i Pujol) per seqiienciacio de I'ex6 2.
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2. PROCESSAMENT DEL TEIXIT

2.1. Obtencio de blocs de teixit congelats

Es van tallar peces de teixit d’aproximadament 0,5 cm® i es van submergir en isopenta refredat
préviament en un bany d'acetona i gel sec. Els blocs obtinguts es guardaven a -80°C. D’aquests blocs
alguns es reservaven per fer seccions criostatiques i la resta s'utilitzaven per l'aillament per

immunoafinitat dels peptids presentats per HLA-DR.

2.2. Obtenci6 de limfocits infiltrants i cel-lules fol-liculars tiroidals

El processament de les glandules es va realitzar seguint un protocol préviament descrit (Pujo-Borrell,
Hanafusa et al. 1983). Un cop pesat el teixit, després d’eliminar el greix i el teixit conjuntiu, es tallava
en daus d’aproximadament 3 mm?®. Els fragments es rentaven durant 5 min amb medi HBSS (Hank's
balanced salt solution; Life Technologies, Gaithersburg, USA) amb un suplement de L-glutamina 2 mM,
estreptomicina 0,1 mg/ml i penicil-lina 100 U/ml. A continuaci6é els blocs s’afegien a la solucié de
digestio que consistia en medi RPMI 1640 (Life Technologies) amb un suplement de tripsina 2,5 mg/ml
(Sigma), collagenasa 0,2 mg/ml tipus P (act.esp 2,7 U/mg; Boehringer Mannheim, Mannheim,
Alemanya) i DNAsa 0,05 mg/ml (Sigma). La digesti6 es feia a 37°C en agitacié continua i cada 20 min
es recollia el material digerit i s'afegia solucié de digestié nova. El procés de digestio es repetia fins
que s’aconseguia digerir totalment el teixit. EI material digerit obtingut es diluia amb medi RPMI
complet amb un suplement de L-glutamina 2 mM, estreptomicina 0,1mg/ml, penicil-lina 100 U/ml i
10%FCS a 4°C per tal d'inactivar els enzims. Posteriorment es filtrava amb una malla de nil6 de 500

pm de diametre de porus i es feien tres rentats per centrifugacié 10 min a 500 g.

La suspensié cellular obtinguda, formada principalment per cel-lules fol-liculars (CFT) i limfocits
infiltrants (ITL), es criopreservava a una concentracié aproximada de 5x10° cél-lules per ml en vapors
de N, liquid en FCS amb 10% DMSO (dimetil sulfoxid). Aquestes ceél-lules s'utilitzaven per fer assajos

funcionals.

3. PROTOCOLS DE TINCIO

3.1. Tincions de seccions de teixit

A partir dels blocs de teixit congelats es feien seccions de 4 um de gruix amb un criostat (Frigocut,
Reichert-Jung, Heidelberg, Alemanya). Les seccions es disposaven en portaobjectes recoberts de tefld
on s'assecaven durant 20 min a TA amb aire sec i es mantenien a -70°C. Abans de comencar la tincio,
les seccions de teixit s'assecaven 15-20 min a TA.

Tincid: les seccions s'incubaven 30 min a TA amb 50 ul d'anticos (Ab) primari o Ab monoclonal
directament marcat segons els casos, en una cambra humida i fosca. Després de la incubacié es feien

dos rentats amb PBS + 0,01%BSA de 5 min en un agitador orbital. S'assecava la resta de tampo
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evitant la formacié de ponts d’anticos entre les mostres i 0 bé s’afegia I'Ab secundari (IgG de cabra
anti-ratoli, GaM, marcades amb FITC) o bé es muntaven directament les preparacions amb medi de
muntatge i es segellaven les preparacions. Les seccions de criostat es van analitzar amb un

microscopi Axioplan (Zeiss lll, Oberkochen, Alemanya) equipat amb filtres de fluorescéncia.

3.2. Tincions de cél-lules en suspensio6 per citometria

Es ressuspenien unes 10° cél-lules per tub i s'incubaven durant 30 min a 4°C amb 50 ul d’anticos
primari 0 anticos directament marcat (FITC, PE o PerCP) a la dilucié adient. Després de la incubacio
s’eliminava I'excés d'anticOs i les restes cel-lulars amb dues centrifugacions a 500xg durant 5 min. Si la
tincié era directa es ressuspenia el pellet amb 300 ul de PBS i s’analitzava directament amb el
citometre de flux. Si la tincié era indirecta, les cél-lules es ressuspenien amb 50 ul d’anticos secundari i
s'incubaven 30 min a 4°C a la foscor. Passat aquest temps es feien dos rentats i es ressuspenien en
300 ul de PBS. L'adquisici6 i analisi de les cél-lules es van realitzar en un citometre de flux FACScan

utilitzant el software Cellquest (Becton Dickinson, San José, USA).

4. PROCESSAMENT DE LES MOSTRES DE SANG PERIFERICA

D’alguns dels pacients es van obtenir dues mostres de sang periferica en el moment de la intervencié

0 poques hores després, una per recuperar el serum i I'altre per obtenir els limfocits de sang periférica.

4.1. Obtenci6 dels limfocits de sang periférica o PBL

Es recollien 20-50 ml de sang periférica en un tub estéril amb heparina sodica. Es feia una dilucié amb
un volum igual de serum fisioldgic o PBS i es separaven els limfocits per gradient de densitat amb
Ficoll, centrifugant 30 min a 600 g a temperatura ambient (TA). Les cél-lules recuperades de la
interfase es rentaven dues vegades amb medi RPMI complet i es criopreservaven amb una solucié de
FCS i 10% DMSO.

5. EXTRACCIO DE DNA

Per determinar el tipatge d’'HLA-II de les mostres de tiroides i d’algunes linees cel-lulars es va extreure

el DNA genomic.

L'extraccid de DNA de les mostres de tiroides es va fer o bé a partir de teixit fent seccions amb el

criostat d’'unes 20 micres, a partir de cél-lules sanguinies o de cel-lules en suspensi6 de linies cel-lulars.

Les cel-lules o el teixit s'incubava durant 1h a 56°C amb la soluci6é d'extraccié de DNA (0,1 M NaCl,
0,01 M TrisHCI, 0,025 M EDTA, 0,5%SDS) on s'hi afegia a I'Gltim moment proteinasa K (50 ug/ml, 12

U/mg). Després d'aquesta hora s'afegia el mateix volum de fenol/cloroform/isoamil-alcohol i es
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barrejava per inversio, es centrifugava a 14000 rpm durant 4 minuts i es recuperava la fase superior,
posteriorment es feia el mateix amb cloroform i un cop recuperada la fase de dalt es passava a un tub
net. El pas seguent era la precipitacié6 del DNA: s’afegia un 10% del volum d’acetat sodic 3 M i un
volum d'isopropanol i es barrejava per inversio, un cop s'observava la xarxa de DNA, aquesta es
passava a un tub net amb 'ajuda d’'una punta de pipeta, es rentava el DNA dues vegades amb etanol
fred al 70% i després de I'Ultim rentat es deixava assecar el pellet. Un cop sec es dissolia el DNA amb

uns 30 pl d'aigua.

6. ELUCIO DELS LLIGANDS NATURALS DE MHC DE CLASSE Il DE TIROIDES DE PACIENTS
AMB LA MALATIA DE GRAVES-BASEDOW

L'aillament de péptids a partir de blocs de teixit tiroidal autoimmune es va fer mitjancant cromatografia
d’afinitat, eluci6 acida i ultrafiltraci6. Posteriorment les fraccions peptidiques es fraccionaven per
cromatografia liquida d'alta resoluci6 en fase reversa i a continuacié s'analitzaven per espectrometria

de masses en el laboratori del Dr. Joaquin Abian, IIBB-CSIC, IDIBAPS, Barcelona.

El protocol que es va utilitzar per la purificacié i fraccionament dels péptids va ser semblant al que es
feia servir en el nostre laboratori per les linies en cultiu (Muntasell, Carrascal et al. 2002; Muntasell,

Carrascal et al. 2004) perd amb algunes modificacions.

6.1. Construcci6 de les columnes per la cromatografia d’afinitat

Per purificar les molécules d’'HLA-DR del teixit tiroidal es va utilitzar columnes de sefarosa acoblades a
I'anticos L243 de ratoli (IgG2a). Aquest Ab reconeix un epitop monomorfic d’HLA-DR depenent de la
formaci6 del dimer o/f (Lampson and Levy 1980). Per la mostra de tiroides TB449 es va utilitzar
també una columna d’immunoafinitat amb I'anticos de ratoli B8.11.2 (IgG2b), especific per DRB, ja
que l'afinitat del L243 per I'HLA-DR3 és baixa. Aquest anticos va ser cedit pel Dr F. Koning del

departament d'Immunohematologia, Leiden University, The Netherlands.

6.1.1 Producci6 dels anticossos L243 i B8.11.2

L’hibridoma HB55, productor de I'anticos L243 i el B8.11.2, es van créixer amb medi RPMI al 10% FCS
a 37°C i 5% CO,. Les cel-lules es creixien fins a obtenir un volum de 500 ml per flasc6 i quan
aproximadament el 80% de les cél-lules havien mort es centrifugaven a 600xg durant 6 minuts per
eliminar les restes cel-lulars i les cél-lules restants. A continuacié el sobrenedant es filtrava amb

un filtre de millipore de 0,45 um i es guardava a -20°C fins el moment de la purificacio.

També es va utilitzar I'anticos L243 a partir d’ascitis de ratoli injectat amb I'hibridoma HB55 (cedit per
la Dr.Gema Ruiz del departament de Microbiologia de la Facultat de Farmacia de la Universitat
Complutense de Madrid). En aquest cas es centrifugava el liquid ascitic a 2700 rpm durant 10’ a 4°C,

es recuperava el sobrenedant, es centrifugava a 12000 rpm durant 20’ a 4°C, es recollia el
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sobrenedant i es diluia amb un volum igual de PBS, a continuacio es filtrava amb un filtre de millipore

de 0,45 um i es guardava a -20°C fins el moment de la purificacio.

6.1.2 Purificacié dels anticossos monoclonal L243 i B8.11.2

Per la purificacié dels anticossos s'utilitzaven columnes de proteina A sefarosa (Protein A Sepharose
™ 4 Fast Fow, Amersham Biosciences) o columnes HiTrap (HiTrap™ Protein G HP, Amersham
Bosciences). El sobrenedant es diluia amb la mateixa quantitat de tampd d’acoblament (tamp6 fosfat
0,1 M pH 7,0). Es feia passar el sobrenedant o el liquid ascitic per la columna a 4°C, un cop passat es
feia un rentat amb 30 ml de tampo fosfat i s’eluia I'anticos amb 3-5 volums de columna d’acid citric 0,1
M pH 3,0. Es recollien aliquotes d’l ml controlant el moment en el que el pH de I'eluit de la columna
virava a acid. Aquestes fraccions es neutralitzaven amb TrisHCI 1,5 M pH 8 i aquelles que
presentaven una DO a A=280 nm entre 1,5 i 3 s’agrupaven. Per regenerar la columna es feia un rentat
amb tamp6 fosfat 0,1 M pH 7,0 i es guardava en tamp6 d’acoblament amb 0,05% d’azida sodica per

evitar contaminacions o amb etanol al 20%.

Per eliminar els grups amino del tampd TRIS, que evitarien la unié de l'anticos a la sefarosa, es
dialitzaven Il'anticos en front del tampé d'acoblament (NaHCO; 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3).
Posteriorment es determinava la concentracié de I'’Ab amb el métode BCA (Pierce), es mirava la
integritat d'aquest amb un gel de SDS-PAGE i es comprovava la seva funcionalitat biologica per
citometria de flux sobre cél-lules HLA-DR positives. Un cop fetes totes les comprovacions es guardava

a -20°C fins el moment de construir la columna.

6.1.3 Acoblament covalent d’anticossos a boles de sefarosa activades

Per construir les columnes d’afinitat es va utilitzar sefarosa CL-4B activada per CNBr (CNBr-activated
sepharose™ 4B, Amersham Biosciences). Per les primers mostres (TB190, TB237 i TB269) es van
construir columnes de 5 ml amb una concentracié d’anticds d’1l mg/ml i per les Ultimes mostres (TB270,
TB448 i TB449) es va utilitzar columnes d’L ml amb 5 mg/ml d’anticos. Es pesaven les boles de
sefarosa necessaries en cada cas i es ressuspenien en HCl 1 mM, desfent els possibles agregats que
s’haguessin pogut formar. El volum total de les boles hidratades era de 5 ml o d'1 ml en cada cas. Les
boles es netejaven en un filtre de vidre (Glassfilter 3, Duran R Schott, Mainz. Alemanya) amb HCI 1
mM durant uns 20 minuts, a continuacié es ressuspenien amb tamp6 d’acoblament (NaHCO; 0,1 M,
NaCl 0,5 M, pH 8,3) i es centrifugaven 2 minuts a 500xg. S’eliminava el sobrenedant i es ressuspenien
les boles amb la solucié d'immunoglobulines que anteriorment s’havia dialitzat i que teniem en solucié
amb tamp6 d’acoblament. S’incubava la barreja durant 4 hores a TA en rotaci6é. Un cop passades les
qguatre hores es centrifugaven les boles i per comprovar que I'anticos s’havia unit, es mirava la
concentraci6 proteica del sobrenedant mesurant I'absorbancia a 280nm. Es rentaven tres vegades les
boles amb tampo6 de bloqueig (TrisHCI 0,1 M pH 8) i s’incubaven durant 2 hores en rotacié a TA, amb

aguest mateix tampo, per bloquejar els possibles llocs d’'unié de la sefarosa que podrien haver quedat
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lliures. Es rentaven amb el filtre de vidre amb 30 ml de tamp¢ de rentat pH 4 (NaAC 0,1 M, NaCl 0,5 M,
pH 4) i tot seguit amb tampé de rentat pH 8 (TrisHCI 0,1 M, NaCl 0,5M) i aquest procés es repetia tres
cops més. Les boles de sefarosa acoblades covalentment a I'anticos es guardaven a 4°C amb tampo

de rentat a pH 8 amb 0,02% d’azida sodica fins a la seva utilitzacié.

6.2. Elucié de peéptids a partir de blocs de teixit congelat

A la figura 14 es mostra esquematitzat el protocol que es va seguir per aillar i seqiienciar els péeptids

associats a molécules de DR de tiroides de pacients afectats per la malaltia de Graves-Basedow

Es partia de blocs congelats de tiroide obtinguts tal com s’indica en el punt 2.1. Per disgregar el teixit
s'utilitzava un homogenitzador a 800 rpm. Per cada dos blocs de teixit s’afegien 2 ml de tampd
d’homogenitzacié (50 Mm TrisHCI ph 7,6, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinina,
1 pg/ml Leupeptina, 1 ng/ml Pepsatina, lodoacetamida). Durant el procés es mantenia el tub en gel per
evitar augments de temperatura. S'ultracentrifugava per recuperar les membranes a 25000 rpm 20
minuts a 4°C. Per solubilitzar les proteines de membrana es ressuspenia el boté cel-lular amb tampé
de lisi (50Mm TrisHCI ph 7,6, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinina, 1 ug/ml
Leupeptina, 1 ug/ml Pepsatina, lodoacetamida, 0,5% Nonidet P40 (Surfact-Amps NP40)) i es passava
tot a un vas de precipitats, on es deixava lisant durant 2 hores a 4°C amb agitacié (en un volum final
de 20-30 ml). Un cop les cél-lules s’havien lisat es centrifugava a 2500 rpm, 10 min a 4°C per eliminar

les restes cel-lulars i posteriorment s’ultracentrifugava a 25000 rpm, 1h 4°C.

Per eliminar les possibles unions inespecifiques entre el lisat i la sefarosa de la columna, s'incubava el
lisat amb boles de sefarosa activades (Sepharose® CL-4B, Pharmacia Biotech) durant 3h a 4°C en
rotacio (1 ml de boles per cada 5 ml de lisat). Un cop transcorregut el temps d’incubacié s’eliminaven
les boles de sefarosa per centrifugacio, i el lisat s’incubava durant tota la nit a 4°C en rotacié amb les
boles de sefarosa unides a I'anticds anti-DR. L'endema s’empaquetava la columna deixant que les

boles es dipositessin per gravetat i el lisat es tornava a passar dues vegades per la columna.

Un cop passat el lisat es feien tres rentats: el primer, el més agressiu (ja que contenia detergent), es
feia amb 50 ml tampé de lisi sense inhibidors de proteases, el segon amb 200 ml de tamp6 de rentat
(50 Mm TrisHCI ph 7,6, 150 mM NacCl), aquest rentat es feia per eliminar el detergent que després
podria donar problemes en el MALDI, i I'Gltim rentat es realitzava amb 200 ml de TrisHCI 5 mM pH 7,6,
per reduir la concentracié de sals. En les dues primeres mostres que es van analitzar (TB190 i TB269)
els volums dels tampons de rentat van ser de 15 ml, 80 ml i 40 ml per cadascun dels tampons pero es

va variar el protocol per millorar la qualitat de la mostra.
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blocs de
teixit congelat

!

homogenitzacié
mecanica
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Lisi 2h amb
0.5% NP40

per immunoafinitat
(mAb L243, B8.11.2)

Elucié acida
H20 0,1%TFA

Evaporaci6 fins a 1-2ml

amb Mr< 10KDa
(Centric6 10000 MW)

Fraccionament
HPLC-UV o5
<

Determinaci6 de pesos moleculars
MALDI-TOF

Ly }'.ALV

Mass m/z)

|

Seqlienciacié per nanoESI, MALDI-TOF/TOF

Figura 14: Protocol de purificacié i identificacio
de péptids associats a HLA-DR en teixit tiroidal

Separacié de molecules

L’eluci6 de les molécules de MHC de classe |l es feia amb
10 ml d'acid trifluoroacetic (TFA) 0,1% (Sigma). Es
recollien fraccions d'1 ml fins que el pH de I'eluit tornava a
ser basic, la qual cosa indicava que ja estava sortint el
tamp6 de rentat. Les fraccions recollides es posaven
rapidament en gel. Es passaven uns 20 ml de tamp6 de
rentat per tornar a equilibrar la columna i es guardava a
4°C amb azida sodica al 0,02%. Les fraccions amb pH
acid (entre 2-4) s’evaporaven fins a un volum total de 1-2
ml amb un evaporador/concentrador (Savant, Holbrook,
NY) i un cop es tenia aquest volum es filtrava amb un
Centricé 10 (Centriprep 10, Millipore Laboratories, Bedford,
MA, USA) per eliminar les molécules de pes superior a
10000 Da. Les cadenes o i B de les molécules d’HLA-DR
quedaven retingudes en el filtre mentre que els péptids es
recuperaven en la fraccié filtrada. Els filtrats es
concentraven fins a 500 pl que era el volum que
carregavem al bucle d'injecci6 de I'HPLC. La fraccid
retinguda es recuperava i es guardava a -80°C pel seu

analisi.

Tot el material de vidre i plastic que es feia servir durant
tots els passos es rentava abans del seu Us amb aigua
destil-lada, aigua miliQ i per ultim amb metanol i en cap

cas s'utilitzava material autoclavat.

7. ELUCIO DELS PEPTIDS ASSOCIATS A HLA-DR
DE LINEES CEL-LULARS

Es va partir de 10° céllules de les linees cel-lulars
homozigotes per HLA-DR JHAF (DRB1*0407) i FN-86
(DRB1*0801), la descripcié de les quals es troba en el
punt 14,

El protocol d’elucid utilitzat era el mateix que per les tiroides
amb excepcio del primer pas d’homogenitzacio, que al
partir de cél-lules no s’havia de realitzar, i directament es
ressuspenien els pellets secs amb el tampé de lisat i es

deixava 2 hores amb agitacié a 4°C.
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L'analisi d’aquestes mostres es va fer per LC-uESIMS/MS capil-lar. Un cop evaporat I'eluit del centrico,
es dessalava la mostra amb unes columnes SPE C18, i posteriorment s’evaporaven i es ressuspenien

amb 40 pl d’acid formic al 1%.

7.1. Protocol de dessalat amb cartutxos SPE C18

S’equilibraven les columnes amb 3ml d’H,O/AcN 1:1 tres vegades, i posteriorment tres cops amb
0,1%TFA en H,O miliQ. La mostra es carregava diluida en 1,8 ml de 1%TFA en H,O miliQ. Es feien
tres rentats de la columna amb 2 ml 0,1% TFA H,O miliQ i tres amb 3 ml H,O miliQ. Per eluir els
péptids s’afegia 1 ml 60%Acn 40% H,O miliQ.

8. FRACCIONAMENT DE L’EXTRACTE PEPTIDIC PER CROMATOGRAFIA LIQUIDA D’'ALTA
RESOLUCIO EN FASE REVERSA (RP-HPLC)

En la rp-HPLC, la retencié d’'un compost és deguda a fendmens d'adsorcié de la substancia a la
superficie d'una fase estacionaria apolar. La fase estacionaria esta formada per un gel porés de silici
on s’ha unit quimicament cadenes carbonades C18. Aquesta técnica es basa en la separaci6 dels

compostos en funcio de les seves caracteristiques d’hidrofobicitat.

Les solucions utilitzades van ser: solucié A: H,0+0,05%TFA i solucié B: AcN/H,O (80:20)+0,05%TFA.
La separacié dels péeptids s’aconseguia sotmetent la columna a un gradient lineal creixent d’acetonitril
fins arribar al 90% de I'eluent B. La mostra (500 pl) s'injectava en fase A i es feia un gradient amb un
augment d’acetonitril de un 1% d’acetonitril/minut. En el moment en que un peptid tenia la mateixa
hidrofobicitat que el gradient passava de la fase estacionaria a la mobil i sortia de la columna. Un
espectrofotometre acoblat a la sortida de la columna permetia la deteccié dels péptids mesurant

I'absorbancia a 214 nm i es visualitzava en forma de pic.

Pel fraccionament dels péptids es va utilitzar un sistema cromatografic HP1100 (Agilent Technologies,
Barcelona) format per una bomba binaria, un desgasificador de membrana, un detector d'ultraviolat
amb una cel-la per microcromatografia i un injector manual amb un bucle d'injeccié de 500ul. La
separaci6 es va realitzar amb una columna Vydac Protein & Peptide C-18 de 25 cm de longitud i 2,1
mm de diametre intern precedida per una precolumna ODS d'1 cm x 2 mm (Upchurch, Tecknokroma,
Barcelona). El flux de treball va ser de 200 pl/min i el gradient utilitzat (especificat a la taula 7) va ser el
seglent: 15 min de rentat a 0% de B, gradient lineal de 75 min de 0 a 60% de B i una pujada en 15
min fins a 90% de B.

El protocol estandarditzat consistia en recollir 80 fraccions, des del minut 20 fins el 100, una fraccié
cada minut. Aquestes fraccions s’evaporaven completament amb un evaporador/concentrador i
després es ressuspenien amb 5 ul de metanol/H,O (1:1) 1% acid acétic pel seu posterior estudi per

MS (d'aquests 5 ul: 0,5 ul s‘utilitzaven pel MALDI i la resta pel LCQ).
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Pas Temps %B Flux
1 0 0 0,2 ml/min
2 15 0 0,2 ml/min
3 75 60 0,2 ml/min

4 90 90 0,2 mi/min Taula 7: Protocol de separacié d'HPLC. Per les mostres de tiroides

5 95 90 0,2 ml/min TB448, TB449 i TB471 es va fer un rentat inicial més llarg de 30 min a

0% de B
6 100 0 0,2 ml/min

Per posar a punt la técnica, amb les primeres mostres de tiroides de les quals teniem molts pocs
grams de teixit, es van recollir menys de 80 fraccions (TB190, 37 fraccions, 1 fracci6/2 min; TB269, 18

fraccions 1 fraccié/5 min. i TB237 i TB270, 26 fraccions 1 fraccié/3 minuts).

9. IDENTIFICACIO PER ESPECTROMETRIA DE MASSES DELS REPERTORIS PEPTIDICS
ASSOCIATS A MHC I

L'analisi de les masses de les especies moleculars de les diferents fraccions i la sequenciacié

d'aquestes es va realitzar per técniques d'espectrometria de masses.

En les técniques d'espectrometria de masses, la massa de les molécules es mesura en funcio de la
relaci6 massa-carrega (m/z). La mesura dels pesos es fa basant-se en la producci6, separacio i

detecci6 dels ions moleculars.

L'analisi per MALDI-TOF, vMALDI, nESI-ITIMS/MS i LC-uESIMS/MS capil-lar es va dur a terme en el
laboratori de protedomica de I'lIBB-IDIBAPS, CSIC, UAB. L’analisi per MALDI-TOF/TOF es realitza a la

plataforma de protedmica del Parc Cientific de la UB.

9.1. MALDI-TOF; analisi de la compaosici6 peptidica de les fraccions d’'HPLC

El MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) es va utilitzar per la
caracteritzacié dels components peptidics de les fraccions obtingudes per HPLC. Aquesta técnica es
va fer servir per les mostres de tiroides TB190, TB237, TB269, TB270 i TB448.

L'instrument utilitzat va ser un Voyager-DE™PRO Biospectromtry Workstation (Applied Biosystems) en
mode reflectré positiu, calibrat externament amb una barreja estandard de 5 peptids (des-Argl-
bradiquinina (Mr 904,46), Glul-fibrinopéptido B (Mr 1570,68), angiotensina-1, (Mr 1296,69), ACTH 1-
17 (Mr 2093,09), ACTH 18-39 (Mr 2465,20) , ACTH 7-38 (Mr 3657,93 ). En una placa de 92 x 2 pouets
es carregaven 0,5 pl de la mostra i 0,5 pl de matriu (Acid a-ciano-4hidroxicinamic (CHCA) a 3 mg/ml

dissolta en AcN/ H,O(1:1) 0,1%TFA) i es deixava assecar abans d’analitzar-la. Les mostres es van
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analitzar en mode automatic amb una intensitat fixada del laser i fent un promig dels espectres

obtinguts a partir de 1000 trets en el rang de m/z de 400 a 8000.

9.2. MALDI-TOF/TOF; analisi de la composicid peptidica i sequenciacié dels 4 pics

majoritaris de les fraccions d'HPLC

Es va utilitzar aquesta técnica per les mostres de tiroides TB448, TB449 i TB471. Aquesta metodologia
ens permetia no només caracteritzar les especies peptidiques de cada una de les fraccions d'HPLC

siné també determinar la seqiiéncia dels 4 pics majoritaris dins la fraccio.

L'espectrometre de masses utilitzat va ser un model AB4700 (Applied Biosystems, Barcelona)
treballant en mode reflectr6 positiu. Es van carregar a la placa 0,4 pl de mostra i 0,4 pl de matriu de la
mateixa manera que en l'analisi per MALDI-TOF. L'instrument es va programar per realitzar un
espectre de mostreig complet en el rang de m/z de 900 a 6000 seguits de 4 espectres de MS/MS (CID
on) de les 4 senyals més abundants a la zona de m/z 1100-3500 de I'espectre de mostreig complet.
Posteriorment es van seleccionar ions intensos no fragmentats en el mode automatic i es van obtenir

els espectres de MS/MS de forma manual.

Els analisis es van realitzar en mode automatic utilitzant un valor de laser de 6000 pels espectres de
MS i de 7200 pels de MS/MS. Es va fer el promig de 1000 dispars en els espectres de MS i 1500 en
els de MS/MS. Pels experiments de MS/MS es va utilitzar una energia de col-lisié de 1 kV i com a gas
de col-lisi6 aire a una pressié de 2-3 x 10 torr. Els espectres es van calibrar externament utilitzant la

mateixa barreja de péptids que en I'analisi per MALDI-TOF.

9.3. VMALDI; seqiienciacié dels péptids de les fraccions d’'HPLC

Les fraccions de la mostra TB471 també es van analitzar per vMALDI-MS/MS. Aquesta metodologia
ens permetia obtenir seqliencies dels péptids de les diferents fraccions de manera molt rapida ja que

és un sistema molt automatitzable.

Es va utilitzar un sistema Finnigan" vMALDI (Thermo) que utilitza un font de ionitzacié vVMALDI unit a
un detector Finnigan LTQ MS. Es carregaven 0,5 ul de cada mostra i es punxaven de manera
automatica en el mode CPS. Els parametres ASF es van restringir en el rang de 1200-2500,

s’adquirien 5 MS/MS per cada full MS i es va establir un sistema d’exclusié dinamic de 1.

9.4. nESI-ITIMS/MS; seqlienciacio dels peptids de les fraccions d’HPLC

Aquesta técnica es va emprar per determinar la seqiiéncia dels péeptids de les fraccions d’'HPLC de
totes les mostres de tiroides. La sequienciacié es va realitzar utilitzant un espectrometre de trampa
ionica (LCQ, Thermo-Instruments, Barcelona) equipat amb una font de ionitzacié per nanoesprai de
(Protana, Odense, Dinamarca). Els parametres de l'instrument es van ajustar utilitzant una barreja de

5 péptids estandard: Angiotensina | (1296 Da), substancia P (2149 Da) i tres péptids sintétics de pesos
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moleculars 1758, 1911 i 2149 Da. El voltatge aplicat va ser de 0,8 kV i la temperatura del capil-lar
s'ajustava a 110°C. L'amplada de la finestra d’adquisicié de l'i6 precursor era de 3 unitats en els
experiments de MS/MS i de 4 en els de MS®. Les energies de col-lisié es van ajustar per cada un dels
ions fragmentats en funcié de la carrega de l'i0 precursor, aixi pels ions precursors bicarregats

s'utilitzava una energia de col-lisié del 30% i pels monocarregats del 35%.

La informacio obtinguda per cada péptid incloia un espectre de rastreig complet, un d’'alta resolucié
(ZoomScan) i un de fragmentacié (MS/MS). L'espectre de rastreig complet permetia la deteccié de
senyals corresponents a péeptids presents a la mostra, el d'alta resolucié permetia detectar amb
precisi6 el valor de m/z i I'estat de carrega de cada un dels ions a fragmentar i finalment I'espectre de
MS/MS concentrava I'ié que estavem analitzant, deixant escapar la resta d’'ions, i posteriorment el
trencava i els fragments eren detectats pels detectors, aquest espectre servia per identificar la

sequéncia dels péptids seleccionats.

Mentre que en el MALDI els ions dels analits que es formen s6n normalment monocarregats, la
ionitzacié per ESI produeix majoritariament ions doblement carregats, aixi els diferents pics dels
isotops es diferencien en 0,5 unitats de massa. També s’obtenien tot i que en menor quantitat pics
amb carrega +3, on els diferents pics isotopics es diferencien en 0,3 unitats de massa. El grau de
carrega d’'un determinat i6 depén de la seva estructura (preséncia de grups basics o acids), en el cas
d’'un péptid el nUmero de carregues de cada i6 esta directament relacionat amb el nimero de residus
basics de la molécula (Arg, Lis, Hi Pro i el grup amino terminal). Com que al augmentar la mida dels
péptids també augmenta el nimero de residus capacos d’adquirir carrega, la relaci6 massa/carrega
dels ions produits sempre sol estar en el rang de 700 a 2000 Da, de forma gairebé independent de la

massa.

Els precursors ionics que es fraccionaven es seleccionaven en funcio de les dades de pes molecular
obtingudes dels espectres del MALDI-TOF, tenint en compte que els corresponents ions apareixerien
com a ions doble o triplement carregats en els espectres de nESI. També es fragmentaven aquells
ions detectats a l|'espectre de rastreig complet obtinguts per nESI-ITIMS/MS encara que no

s’haguessin pogut detectar a I'espectre de MALDI-TOF.

9.5. LC-UESIMS/MS capil-lar o MDLC- HESIMS/MS

Les mostres JHAF i FN-86 es van analitzar per LC-uESIMS/MS i MDLC- HESIMS/MS respectivament.
Per la mostra FN-86 (DRB1*0801), es va usar un sistema multidimensional per resoldre millor els

peptids i obtenir un major nombre de seqiiéncies.

El sistema tandem liquid masses consistia en un sistema online format per una trampa ionica LTQ i
una font d’ionitzacié microESI (ThermoFisher, San Jose, CA). Per la separacid peptidica s'usava un
sistema d'HPLC Agilent 1200 format per una bomba capil-lar, una bomba binaria, un microinjector

termostatic i una valvula microswitch. Les mostres dessalades s'evaporaven fins a 5 pl, es diluien amb
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40 ul d’acid formic a 1% i es carregaven en el sistema cromatografic, que consistia en una precolumna
de concentracié (Agilent Technologies, Barcelona, Spain), connectada a una columna C18 de 10 cm
de llarg i 150 um de diametre intern (Vydac, IL, USA). La separacié es feia a un flux d’1l pl/min en un
gradient d’acetonitril de 30 minuts, des de 0 a 40% (solvent A: 0,1% acid formic, solvent B: acetonitril
0,1% acid formic). Pel sistema multidimensional es va fer servir un columna d’intercanvi idnic Zorbax
Bio-SCX Il (3,5 um, 35 x 3 mm) per la primera dimensid. Els péptids absorbits s’eluien usant 7 salts de
sal de 0, 10, 25, 50, 100, 500 i 2000 mM d’acetat d’'amoni. Abans de la segona dimensié LC s'usava
un cartutx Zorbax 300SB-C18 (5 um, 5x0,3 mm, Agilent Technologies, Barcelona, Spain) per
concentrar i dessalar cada fraccié peptidica. EI LTQ funcionava amb el mode de i6 positiu, amb un
voltatge de l'esprai de 2 kV. El rang de masses de cada full MS era de 400-2000 m/z. L'analisi
espectromeétric es va fer en mode automatic, adquirint un full scan i 8 MS/MS de les senyals més

abundants. Per evitar la seleccié d’'ions precursors redundants es va establir una exclusié dinamica d'1.

10. EINES BIOINFORMATIQUES

10.1. Seqlenciaci6 i identificacié dels espectres obtinguts

En els analisis de MALDI-TOF/TOF la identificaci6 de les sequéncies a partir dels espectres de
fragmentacio es va fer amb el programa MASCOT. Per fer les cerques no es va restringir la mida de la
proteina, ni es va utilitzar cap restriccié enzimatica, les cisteines es van considerar sense modificar i
es van tenir en compte modificacions com la oxidacié de les metionines i la acetilacié dels extrems N-

terminals. Les cerques es van fer dins el grup taxonomic dels mamifers.

Per la identificacio dels péptids a partir dels espectres de fragmentacié obtinguts per nESI-ITIMS/MS
es va fer servir el programa Ms-Tag inclos en el software Protein Prospector (UCSF Mass
Spectrometry Facility, University of California). Es van fer servir els mateixos parametres que en
I'analisi per MALDI-TOF/TOF, fent una segona cerca sense restringir el grup taxonomic en cas de no

trobar cap possible candidat en la primera.

Per identificar les proteines a partir dels espectres de MS/MS del vMALDI-MS/MS i del LTQ es van
utilitzar els softwares SEQUEST (Bioworks v3.3, ThermoFisher, San Jose, CA) i Peaks fent servir els
parametres anteriorment descrits per les altres técniques. El programa SEQUEST utilitza els espectres
obtinguts per MS en tandem per identificar proteines, correlacionant les dades de MS/MS dels péptids
amb els patrons de fragmentacié in silico predits a les bases de dades. Un cop obtingudes les
seqliencies, per evitar falsos positius, es comparava manualment I'espectre de fragmentacio teoric de

la seqiiencia amb millor puntuacié amb I'espectre de fragmentacié experimental.

El paquet d'analisis de dades PEAKS, utilitza un algoritme per fer seqlienciacid de novo a partir dels
espectres de MS. Determina les sequéncies peptidiques basant-se en el patré de fragmentacié sense

referir-se a les bases de dades de sequiéncies. El programa també conté un algoritme per fer cerques
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a les bases de dades per identificar els péptids, aquest usa la seqiienciacié de novo i I'espectre de

fragmentacio.

Per validar les identificacions dels espectres del LTQ es va usar un sistema target/decoy, tal i com
s’havia descrit anteriorment (Carrascal, Ovelleiro et al. 2008). Es van fer les cerques amb el
SEQUEST utilitzant una base de dades humana combinada target/decoy. La base de dades target és
la base de dades on s’espera trobar les proteines origen del péptids identificats, en aquest cas vam
utilitzar les bases de dades de proteines humanes Swiss-Prot i Trembl, sense digestié enzimatica. La
base de dades decoy es va construir invertint les seqiiencies de les bases de dades Swiss-Prot i
Trembl. Aquesta estratégia target/decoy es basa en el principi de que les identificacions incorrectes
tenen la mateixa probabilitat de trobar-se a la base de dades target com a la decoy (Elias, Haas et al.
2005; Elias and Gygi 2007), mentre que els espectres assignats correctament donaran valors elevats
amb la seva seqiiéncia corresponent de la base de dades target peré no amb la base de dades decoy.
Els parametres de cerca van ser els segilients: una tolerancia de 2 Da per la massa peptidica i de 0.8
Da pels fragments, cap restriccid enzimatica i com a possibles modificacions dinamiques, metionines
oxidades (+16 Da). Les cerques es feien amb una carrega maxima de +3 per I'i6 precursor. Les
identificacions es van valorar usant els parametres Xcorr del SEQUEST i el valor D, calculat tal i com
es descriu (Keller, Nesvizhskii et al. 2002; Carrascal, Ovelleiro et al. 2008). Xcorr: (cross-correlation
score) correlacié del péptid candidat amb I'arxiu aportat com a resultat, com més gran és el valor millor
és la identificacié. Es representaven en una grafica els valors de Xcorr en vers el valor D per tots els
espectres identificats. Les identificacions correctes eren aquelles amb valors inclosos dins I'area que

descriu un rang de falsedat (FDR: false discovery rate) menor de I'1% (Figura 15).

XCorr

0 4 2 ] ! 4 il 8 g e

Figura 15: Valor D vers Xcorr. En vermell les identificacions a la base de dades decoy i en blau a la target. La
linia marré delimita I'area que descriu un rang de falsedat menor de 1%
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10.2. Bases de dades

Les bases de dades que es van emprar van ser bases de dades de proteines com NCBInr, Genpept
(National Center for Biotechnology Information, WA) i SwissProt (European Bioinformatics Institute,

Heidelberg, Germany).

10.3. Calcul de I'afinitat tedrica dels péptids amb les molécules d’HLA-Il corresponents

L’afinitat tedrica dels péeptids obtinguts amb les molécules de DR de cada tiroides es van calcular amb

el programa ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/). Aquest programa prediu els index

d’afinitat teorics utilitzant matrius quantitatives publicades per Sturniolo (Sturniolo, Bono et al. 1999). El
mateix programa es va utilitzar per I'analisi de la promiscuitat dels péptids, fent una relacié entre els
al-lels d’HLA-DR pels quals el peptid tenia capacitat tedrica d'unir-se, entre el total d'al-lels disponibles

en el programa (Singh and Raghava 2001).

10.4. Motius d’ancoratge dels al-lels d’'HLA-DR

Pels alllels de DR dels quals no hi havia matriu descrita en el programa informatic ProPred, per
estudiar la possible associacié dels peptids amb aquests es mirava el motiu d’ancoratge descrit a la
base de dades SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/) (Rammensee, Bachmann et al. 1999). En

aquesta base de dades només hi ha introduides sequéncies confirmades, d'aquesta manera

s’'asseguren que només es llisten els lligands naturals rellevants per la molécula de MHC.

11. DEFINICIO DE MOTIUS D'’ANCORATGE D’HLA-DR A PARTIR DE LLIGANDS NATURALS

Per determinar els motius d’ancoratge dels al-lels DRB1*0407 i DRB1*0801 un cop es tenien totes les
sequencies peptidiques validades es seleccionaven les seqliéncies Uniques i s'establia la sequéencia
comU de cada familia peptidica, per tal de no esbiaixar els resultats degut a la preséncia de gran
nombre de péptids en families peptidiques (nested sets). Aquestes seqliencies seleccionades eren les
que s'utilitzaven per identificar els nonamers que formaven els cores i generar les matrius de

frequiencia de cada aminoacid a cadascuna de les 9 posicions dels cores.

Per determinar els cores dins de cada seqiiéncia es va fer un programa ad hoc. Aquest programa,
motifs v9, va ser creat pel Dr Joaquin Abian, de la Unitat de protedmica CSIC-UAB i esta disponible a

la web (http://code.google.com/p/mhc-laia-motifs/) (Figura 16). El programa permet identificar dins de

cada seqgliéncia tots els nonamers que podien constituir el core, fixant els residus permesos en P1. A
partir de la llista de possibles cores, es genera una matriu de freqiiéncies de cada aa a cadascuna de
les 9 posicions, que després es corregeix generant una segona matriu normalitzant les frequéncies
respecte a la freqiéncia de cadascun dels aa en el proteoma huma

(http://www.ebi.ac.uk/integr8/StatsAminoPage.do?orgProteomeld=25). Una vegada s’havia obtingut

aguesta matriu, s'anaven limitant el nombre de cores fixant caracteristiques especifiques de cada al-lel.
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D’aquesta manera s’escollien els cores més probables de cada péptid i la matriu final s’obtenia a partir

d’'un sol core per seqiiéncia.

Una descripcié6 més detallada dels passos realitzats per determinar els motius d’ancoratge concrets

pels al-lels DR407 i DR8, es troba a la secci6 de resultats 1.

il LP CSICMUAB LAIAs_MOTIFS

SEARCH FOR MHC MOTIFS
File Entry: | Browse
ANCHOR Aps P - Ell= [ Montested | Search |
PATTERN AAs I— Pos Ig_ il [ TwoAnchors Open ¥ls

Datos de frecuencia leidos de archivo "frecuencias, bxt",

Para datos de frecuencia defecto (vertebrados),
cambia el nombre del archivo por otro cualguiera
o marca con # las lineas en el archivo

Figura 16: Programa Motifs v0.9. Definint els possibles P1 (anchor aa) i la mida, el programa selecciona els
possibles cores dins un grup de seqiéncies. El programa també permet definir un segon residu d’ancoratge en

una altra posicié

11.1. Analisi estadistica

Un cop teniem la matriu final, generada amb un sol core per seqiiéncia, amb els percentatges de cada
aminoacid per cadascuna de les 9 posicions es realitzava un tests estadistic tal i com s’havia descrit
previament (Lopez de Castro, Alvarez et al. 2004). La freqlieéncia de cada aminoacid es normalitzava
respecte la frequéncia mitja de I'aminoacid dins el proteoma utilitzant una distribucié Xi-quadrat i fent
una correccié de Yates. Després s’aplicava la correccid de Bonferroni (valor P x 20). Valors de P

menors de 0,01 després i abans de la correccié de Bonferroni eren considerats significatius.

12. GELS DE PROTEINES | WESTERN BLOTS

Per comprovar que teniem suficient material per poder sequenciar els péptids es feien gels de
proteines dels retinguts del centricé i en alguns casos western blots revelats amb DA6 (Ab anti-cadena
o del MHC-II).

Els gels de proteines es feien al 12% de poliacrilamida i després es tenyien amb blau de coomassie.
Per fer els western blots es feia un gel de poliacrilamida com I'anterior per separar les proteines i
posteriorment es transferien a una membrana de nitrocellulosa aplicant un camp eléctric
perpendicular. Un cop teniem les proteines a la membrana aquesta es bloquejava amb PBS-Tween
(PBS-T) amb 5% de llet desnatada, posteriorment es feien tres rentats i després s’incubava amb

I'anticos DAG6 durant 2 hores a TA en agitacié. Després de 3 rentats amb PBS-T s'incubava I'anticos
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secundari marcat amb HRP durant 1 hora a TA. Es feien tres rentats i es procedia a la deteccié amb el

sistema luminescent ECL (Amersham Pharmacia Biotech, UK).

13. SINTESI DE PEPTIDS

Un total de 16 péptids van ser sequenciats per fer assajos d'uni6 a MHC. Els péptids que es van
sintetitzar (Taula 7) corresponen a péptids seqlienciats de la mostra de tiroides TB448. La sintesi es
va dur a terme al Torrey Pines Institute for Molecular Studies (TPIMS) de La Jolla, San Diego, USA,
amb la col-laboracié de la Dra. Clemencia Pinilla. El procés de sintesi es va realitzar seguint un
protocol préviament descrit (Houghten 1985) de sintesi simultania de miltiples péptids anomenat
meétode de les “bosses de te”, ja que la sintesi es realitza en unes bosses de malla de nil6. La malla
permet fluir per I'interior els solvents i els aminoacids, perd manté les boles de resina a l'interior. Aixo
permet que es puguin sintetitzar un gran nombre de peptids alhora ja que la majoria de passos es

poden fer en comud en un mateix recipient i només es separen les bosses en els passos d’acoblament.

Ne Rendiment

Seqliencia aa Pm Pm real (mg) Proteina
IRASYAQQPAESRVSG 16 1718.88 1718.94 193 Proteoglica heparan sulfat (1089-1104)
DVGVYRAVTPQGRPD 15 1628.8 1629.19 218.9 DQB1*0602 cadena beta (75-89)
GGELRFTVTQRSQPG 15 1631.79 1632 172.9 Proteoglica heparan sulfat (1006-1020)
RPKDYEVDATLKSLNN 16 1862.07 1862.13 254.3 Col-lagen cadena o 2 (1) (1129-1144)

KPGQFIRSVDPDSPA 15 1612.8 1613.23 217.6 NHERF (174-188)
EDFRDGLKLMLL 12 1448.73 1449.98 125.1 o Actinina 1(57-68) o o Actinina 4 (76-87)
CPTPCQLQAEQAFLRTVQ 18 2032.35 1016.45 (+2) 246.2 Tiroglobulina (726-743)
DIPELVNMGQWKIRA 15 1769.08 1769.29 2115 Complement C3 (194-208)
NIFSFYLSRDPDAQPG 16 1825.98 1826.35 198.6 Catepsina D (227-241)
RLPIIDVAPLDVGAPD 16 1659.94 1660.47 218.5 Col-lagen cadena o 1 (1) (1436-1451)
AAGLLSTYRAFLSSH 15 1592.81 1593.07 191.1 Col-lagen cadena a. 1 (XV) (1243-1257)
LKKYLYEIARRHP 13 1686.04 1687.2 226.8 Human Serum Albumin (159-171)
YDHNFVKAINAIQK 14 1659.89 1659.99 218.5 Cathepsina C (170-183)
YPKSLHMYANRLLDHR 16 2013.36 1008.08(+2) 250.9 Apolipoproteina B (1200-1215)
AGLLSTYRAFLSSH 14 1521.73 1522.1 203.2 Col-lagen cadena a 1 (XV) (1244-1257)
YGGELRFTVTQRSQPG 16 1794.97 1795.2 206.4 Heparan Sulfat Proteoglican (1005-1020)

Taula 7: Llistat dels peptids sintetitzats en el TPIMS pel metode de les bosses de te

Per la sintesi es va utilitzar la resina 4-methylbenzhydrylamina hydrachloride, MBHA-HCI (Chem Impex
Internactional, Substitucié= 1,15mmol/7g) i L-aminoacids protegits per un grup t-butiloxicarbonil (t-
BOC). A cadascuna de les bosses de nilé s'afegien 100mg de resina. La resina es rentava amb DCM

(CH,CI, Diclorometa) durant 1min. EI DCM el que fa es obrir la resina i fer-la més accessible.

Posteriorment es neutralitzava la resina amb 5% DIEA (Diisopropliletilamina)/CH,Cl,. Un cop fets
aquests dos primers passos es procedia a la sintesi dels péptids. Els passos de la sintesi eren els

seguents: acoblament, rentat, desprotecci6 i neutralitzacié (Figura 17). Aquests passos es repetien les
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vegades necessaries fins a finalitzar la sintesis dels peptids. En primer lloc es ressuspenien els
aminoacids amb CH,Cl, o DMF (Dimetilformamida) en funci6 de la seva solubilitat. La Asn i la GIn es
ressuspenien amb DMF, la His, Lys, Arg, Trp amb 10% DMF/ CH,Cl,, la resta amb CH,Cl,. Els
aminoacids s'activaven amb DIC (Diisopropilcarbodiimide) que s’afegia a continuacié. Per saber la
guantitat que se n’havia d'afegir es seguia la formula seglent: 1,15 mmol/g X 0,1 g/bag X 1 bag X 6
excés X 126,2 mg/mol X ml/0,806 mg X 1 ml/1000 z = 0,108 ml. Per tant, per saber els ml que haviem
d’'afegir es multiplicava aquest valor pel nimero de bosses que s’introduien a cada una de les botelles
dels aminoacids (aa).

1. Neutralitzacio
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Figura 17: Passos de la sintesis dels peptids

En el pas d’acoblament cada una de les bosses es posava dins la botella de I'aminoacid que tocava i
es deixava incubant almenys durant una hora, després d’aquest pas es feien dos rentats d’'un minut
primer amb DMF i després amb DMC. El pas posterior de desprotecci6 es feia perqué els aa estan
bloguejats per un grup BOC i s’havia d’eliminar abans del posterior pas d’acoblament. Aquest pas
consistia en un rentat d’'un minut amb DCM i una incubacié durant 30 min amb 55% TFA /45% CH,Cl,.
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Per parar la desproteccid es feien un seguit de rentats: 1 min DCM, 1 min Isopropanol, 1min
Isopropanol, 1 min DCM, 1 min DCM, 3X 2 min 5%DIEA/ CH,Cl, , 2X 1 min DCM.

Molts dels aminoacids tenien cadenes laterals protegides perqué no competissin pel lligand. Un cop
acabada la sintesi i abans del procés de separaci6 de la resina, aquests grups havien de ser eliminats.
Posteriorment els peptids eren liofilitzats i la identitat i puresa de cada péptid es verificava per

espectrometria de masses amb una interfase HPLC de fase reversa.

14. LINIES CEL-LULARS

BLS (Bare lymphocyte syndrome): Cel-lules limfoblastoides d’'un pacient amb BLS (HLA classe I
negatiu) transfectades amb les molécules DR15 (DR2b, DRA1*0101/DRB1*1501) o DR51 (DR2a,
DRA1*0101/DRB5*0101) de I'haplotip DR2 (Norrby-Teglund, Nepom et al. 2002). Aquestes cél-lules es
van obtenir de la Dra. Clemencia Pinilla del TPIMS de san Diego, California i es van utilitzar pels

assaigs d’'unié peptidica a MHC. Les cél-lules es creixien amb medi RPMI suplementat amb 10% FCS.

721.127: linia limfoblastoide de cél-lules B hemizigotes per DR3 (DeMars, Chang et al. 1983). Aquesta
cél.lula expressa només un haplotipo d’'HLA (Al; B8; Cw7; DR3; DQ2; DP4). Es va utilitzar pels
assajos d'unio peptidica per citometria de flux. Les cél-lules es creixien amb medi RPMI suplementat
amb 10% FCS.

JHAF: Linia cel-lular limfoblastoide B (B-LCL) del banc de céllules i gens International
Histocompatibility Working Group (IHWG) (Jaraguemada, Ollier et al. 1983). Aquesta linia es va
utilitzar per l'estudi dels péptids presentats per l'al-lel DRB1*0407, ja que és homozigota per
DRB1*0407. Les cel-lules es creixien amb medi RPMI suplementat amb 10% FCS.

FN-86: Cel-lules limfoblastoides generades en el nostre laboratori a partir de PBL d'un donant
homozigot per I'al-lel DRB1*0801. El tipatge complet del donant és: HLA-A*0301,*1101; B*0702,*4402;
Cw*0102,*0702; DRB1*0801; DQB1*0402. Es van utilitzar per I'analisi dels péptids presentats per
HLA-DR8 (DRA1*0101/DRB1*0801). Les cél-lules es creixien amb medi RPMI amb 10% FCS.

14.1. Produccio de linies limfoblastoides transformades amb el virus d’Epstein Barr

La linia limfoblastoide (LCL) FN-86 es va obtenir transformant PBL de sang periférica d’'un donant amb
el virus d’Epstein Barr. Es va buscar un donant homozigot per I'al-lel DRB1*0801, es va separar la
poblacié limfocitaria fent un gradient de densitat amb ficoll hypaque, i els PBL obtinguts van ser els

que es van transformar.

El virus es va obtenir del sobrenedant del cultiu de la linia cel-lular B95.8 (marmoset cell line) que es

creixia fins a la saturacié durant 8-10 dies en medi RPMI complet a 37°C i en atmosfera rica en CO,
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(5%). El sobrenedant dels cultius es centrifugava, es filtrava (0,45 um de porus) i es mantenia amb N,

liquid. Aquest sobrenedant ric en EBV s'anomena “soup”.

Transformacié: En un tub conic (per afavorir el maxim contacte cel-lular) en el qual teniem un boto
cel-lular d’aproximadament 10’ PBLs s'afegia 1 ml de “soup” intentant no desfer el botd cel-lular.
S’incubava durant 1h a 37°C en atmosfera rica en CO, (5%) i posteriorment, sense desfer el boto
s’afegien 9 ml de medi RPMI complet complementat amb 20% de FCS i 4 pg/ml de ciclosporina A
purificada cedida per Sandoz. Es deixava en cultiu durant tres setmanes canviant la meitat del medi
cada 7 dies evitant sempre ressuspendre el botd cel-lular. La tercera setmana es ressuspenien les
cel-lules i es cultivaven en plaques de 24 pous per tal d’expandir les linies obtingudes que, a partir

d’aguest moment, es cultivaven en medi RPMI complementat amb 10% de FCS.

15. ASSAIGS D'UNIO PEPTIDICA

15.1. Assaig d’'uni6 sobre extractes cel-lulars

El métode utilitzat per mesura la capacitat d’'unié de peptids sintétics a les molécules de MHC es va
establir basant-se en un protocol desenvolupat anteriorment (Arndt, Vogt et al. 2000). Aquests assaigs
es van realitzar en el TPIMS. Es van utilitzar cel-lules BLS (Bare lymphocyte syndrome) transfectades
amb un al-lel de DR, HLA-DR15 (DRA1*0101/DRB1*1501) o HLA-DR51 (DRA1*0101/DRB5*0101),

ambdos part de I'haplotip DR2. L'assaig es duia a terme en plagues de polipropilé de 96 pouets.

Aquest assaig de competéencia consistia en la incubacié dels péptids que es volien testar en presencia
d’'un péptid biotinilat (peptid “reporter”) que s’'unia de manera especifica a les molécules HLA-DR51 o
HLA-DR15 expressades a la superficie de les cél-lules BLS. Els péptids “reporter” que es van fer servir
per aquests haplotips eren MBP(83-99) i MBP(85-98) per DR15 i DR51, respectivament. S’incubaven
un milié de cél-lules per pou, a 37°C, durant tres hores amb el peptid “reporter” a 15 uM, 50 pl/pou i
amb el péptid competidor a una concentracio final de 100 ug/ml (aproximadament 90 uM, unes 6
vegades més de peptid competidor). Com a control positiu s'incubaven les cél-lules amb el péptid

biotinilat sense competidors i com a control negatiu les cél-lules sense peéptids.

Després de dos rentats amb PBS les cél-lules es lisaven amb tampé Tris 1% IGEPAL, amb inhibidors
de proteases (cocktail complet, Roche). Un cop lisades, el sobrenedant, que contenia els complexes
HLA-DR-péptid, es recuperava per centrifugacioé. Un cop arribat a aquest pas es podia parar, guardant

el sobrenedant en plaques de polipropilé a 4°C fins a 48 hores.

Els complexes HLA-DR-peptid biotinilat es quantificaven per ELISA fent servir un marcatge amb
Europium-streptavidin per fluorimetria resolta per temps (time-resolved fluorometry). El sobrenedant
del lisat s'incubava en plaques de polietilé de 96 pous incubades la nit anterior amb L243 (50 ul/pou

d’anticos a 3 pg/ml, en PBS a 4°C). Es bloquejava la placa durant 1 hora a 37°C amb BSA al 3% (100
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ul/pou) i després s’afegien 30 pl del sobrenedant amb 20 ul de PBS 1% BSA i s’incubava durant 3
hores a temperatura ambient. Per la deteccié es feien 6 rentats amb PBS/tween amb un rentador
automatic de plaques i després s’afegien 50 ul d'estreptavidina-Eu (1:1000) (Perkin-Elmer), diluida
amb el tamp6 d’assaig inclos també dins el sistema DELFIA de Perkin-Elmer. S'incubava 45 minuts a
TA d'acord amb el protocol del fabricant. Per revelar es feien 9 rentats amb PBS/tween amb el
rentador de plaques i després s'afegia 75 ul de solucié d’augment de fluorescéncia es deixava 10
minuts i un cop passat aquest temps i abans d’'una hora es quantificava la fluorescencia amb el
contador Victor? 1420 multilabel HTS (Perkin Elmer). La capacitat d'unié de cada péptid es mesurava
com el percentatge d'inhibicié de la unid del peptid control, seguint la formula: % inhibicio= valor

mostra-control negatiu/control positiu-control negatiu

15.2. Assaig d’'unié directe

L'assaig d'uni6 directa es feia per desplacament dels péptids ja units a les molécules de MHC de la

superficie cel-lular amb un peptid problema biotinilat.

Un cop teniem les cél-lules necessaries per cada experiment, aquestes es rentaven dues vegades
amb PBS amb 1% de FCS. Les cel-lules que es van utilitzar per aguests assajos van ser les BLS
transfectades amb HLA-DR15 o HLA-DR51 o sense transfectar, i la linea 721.127 hemizigota per DR3.
Les cél-lules es ressuspenien en medi RPMI 1640 1%FCS i s'incubaven amb diferents concentracions
de péptid biotinilat durant 4 hores a 37°C en plaques de 96 pouets a rad de 5x10° cél-lules/pouet. Les
incubacions dels péptids es feien a pH5,5 o pH7 per estudiar quin era el pH més adequat per produir-
se l'intercanvi entre el péeptid biotinilat i els peptids units de manera natural a les molécules de MHC.
Els péptids s’incubaven a concentracions seriades diluides a la meitat comencant per 0,1 ug/ul
(aproximadament 50 uM) fins a 0,003125 ug/ul. A continuacio, es feien un parell de rentats amb PBS
1%FCS i s'incubaven durant 30 minuts a 4°C amb 0,005 mg/ml Streptavidin-R-Phycoeritrin.
Posteriorment es feien dos rentats amb PBS 1%FCS i es ressuspenien en 300 ul de PBS amb 0,005%
de ioduro de propidi (Sigma), per excloure les celllules mortes de l'analisi. La fluorescéncia es
detectava i s’analitzava per citometria de flux amb un FACScalibur. Com a control negatiu s'utilitzaven
cel-lules incubades en les mateixes condicions perd sense el péptid i la linea BLS-1, que al no estar

transfectada no expressa cap molécula de DR.

15.3. Assaig d’uni6 peptidica REVEAL™

El sistema de Proimmune REVEAL™

, €s un assaig d'uni6 peptidica lliure de cel-lules que ja s’ha usat
en altres publicacions (Blancou, Mallone et al. 2007). Es van testar un total de 25 péeptids, 7 peptids de
tiroglobulina i la resta péptids control. Aquests controls eren péptids associats a DR en tiroides
autoimmunes i es van escollir tenint en compte que eren sequéncies que s’havien pogut assignar a un
al-lel d’'HLA-DR mitjancant el programa ProPred, i per tant podriem valorar si les assignacions del

programa eren fiables o no. Els péptids més llargs de 17 aminoacids es sintetitzaven com a péptids
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solapats, ja que 17 aa és la mida maxima permesa pel sistema. Aquest va ser el cas de dos dels
péptids de la tiroglobulina el Tg(2224-2241) i el Tg(726-743).

L'assaig es va fer en dues tandes, una primera amb les molécules DR15 i DR3, i una segona amb
DR407, DR8 i DR51. Es va haver de fer aixi ja que quan vam comencar a realitzar aquests assajos,
els al-lels DRB1*0407, *0801 i *DRB5*0101 no estaven disponibles.

Com a controls interns del sistema s'incloien un epitop T amb capacitat d'unié baixa (afinitat limit o
borderline), que ens donava el valor de pass/fail; un control negatiu, que no donava cap senyal
(aquests valors no es mostren en els resultats); i un control positiu per cada al-lel testat, hCMV
pp65(109-123)  (MSIYVYALPLKMLNI)  per DR15, M. tuberculosis Ab  85B(14-27),
(PSPSMGRDIKVQFQ) per DR3 i Hemaglutinina(307-319) (PKYVKQNTLKLAT) per DR407 i
DRB5*0101. L’assaig es duia a terme amb molécules de DR solubles i buides, que s’'incubaven amb
cadascun dels péptids que es testaven. La capacitat d'unié del péptid es mesurava en funcié de la
seva capacitat d’estabilitzar la molécula de classe Il. La detecci6 dels complexes estables pHLA-DR es
feia mitjancant un anticos monoclonal conformacional, que només reconeix complexes estables.
L'analisi es va fer per comparacio entre el valor d’'uni6 de cadascun dels péptids a cadascun dels
al-lels amb el peptid limit (valor 100), anomenat peptid pass/fail. Cada experiment es va dur a terme
dues vegades i amb dues dilucions diferents, d’aquesta manera s’obtenien 4 dades per cada reaccio
(peptid/al-lel). Els valors fins a 0 eren negatius, els valors entre 0 i 100, per sota el nivell de pass/fail,

eren considerats de baixa uni6 i valors per sobre del 100 es consideraven positius.
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CAPITOL 1:

DEFINICIO DELS MOTIUS D'ANCORATGE DELS PEPTIDS DELS
AL-LELS HLA-DRB1*0407 | DRB1*0801

OBJECTIUS:

- Definici6 del motiu d’ancoratge de [lal-lel HLA-DRB1*0407 i
comparacio del motiu d’ancoratge de DR407 amb altres variants de
DR4

- Definicié del motiu d'ancoratge de l'al-lel HLA-DRB1*0801 en el
context de la seva associacid6 amb la malaltia autoimmunitaria

diabetis mellitus de tipus 1
ARTICLES:

Muixi et al. Use of naturally processed peptides for the identification
of the binding motif of HLA-DRB1*0407 (manuscrit en preparacio)

Muixi et al. The binding motif of HLA-DR8 shares structural features

with other type 1 diabetes-associated alleles (enviat a Diabetologia juny
del 2009)
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ANTECEDENTS

La immunitat cel-lular duta a terme per cel-lules T depén del reconeixement especific de péptids
immunogeénics presentats per les molécules de MHC a la superficie de les APC. En el cas de les
molécules de MHC de classe Il els péptids que presenten tenen longituds variables i s'uneixen via
interaccions de diferents tipus (hidrofobiques, ponts d’hidrogen, ponts salins), amb diferents “butxaques”
del solc d'unié. Aquestes butxaques estan formades per residus polimorfics, que fan que cada al-lel
acomodi un grup de residus especifics a cada una de les butxaques determinant I'afinitat pels diferents
péptids (Bondinas, Moustakas et al. 2007). Aixi cada al-lel de classe Il uneix i presenta un grup diferent
de péptids en funcié dels residus aminoacidics que conformen les butxaques d'unié al péptid. Fins el
moment hi ha descrits els motius d’ancoratge d’algunes molécules d’'HLA-DR i HLA-DQ, pero encara n’hi
ha molts que es desconeixen. Aquest és el cas de les molécules DR407 (DRA1*0101 DRB1*0407) i DR8
(DRA1*0101 DRB1*0801).

Els métodes de prediccio de la unio d’'un peptid a una determinada molécula de MHC sén importants per
poder identificar aquells segments d’'una proteina que seran presentats a les cél-lules T, i per tant sén
utils a I'hora de generar vacunes peptidiques o pel desenvolupament de terapies antigen especifiques.
S’ha desenvolupat molts métodes computacionals diferents per predir la unié MHC-péptid, des de analisi
simple de seqiiéncies (Hammer 1995; Rammensee, Bachmann et al. 1999; Sturniolo, Bono et al. 1999),
a matrius quantitatives (Marshall, Wilson et al. 1995), o matrius virtuals (Sturniolo, Bono et al. 1999) etc.
L'Gs de llibreries peptidiques expressades per fags (Hammer, Valsasnini et al. 1993; Hammer, Bono et al.
1994), juntament amb I'estudi estructural dels complexes HLA-DR-péptid aporten també una base per la
caracteritzacié de les interaccions MHC/peptid. Aquest treball s’ha realitzat a partir de lligands naturals
de les dues molécules estudiades. L'Us de lligands naturals és preferible a I'Gs de llibreries peptidiques ja
gue els péptids usats seran sempre productes fisiologics del processament i presentacioé d'antigens. Fa
un parell d'anys E. Unanue va crear un programa computacional per predir epitops peptidics presentats
per molécules de MHC-II diabetogéniques, a partir d'una base de dades de péptids naturals (Chang, Suri
et al. 2007), que els permetia assignar valors d’'unié alts i baixos a péptids que s’'unien amb alta o baixa
afinitat respectivament. Aquests algoritmes, generats a partir de péptids naturals de classe Il, poden ser
també una eina molt potent per futurs analisis d'epitops d’antigens diana desconeguts, en malalties

immunitaries.

La generacid de programes de prediccio d’epitops de classe | va comencar molt abans que els de classe
Il ja que la seva caracteritzacié és més senzilla. Aixo és degut a que les molécules de classe | uneixen
péptids més petits, normalment de entre 8-10 aa de longitud, ja que el solc d’'unié al peptid esta tancat i
no permet que els lligands pengin pels extrems. La unié del péptid s’estabilitza mitjangant la interaccié
dels seus extrems N i C-teminals amb els extrems invariants del solc d’'uni6 al peptid de les molecules de
MHC de classe |. D'aquesta manera predir els motius d’ancoratge es pot aconseguir simplement alineant
les seqiiencies (Engelhard 1994; Rammensee 1995). Per contra, les molecules de classe Il presenten

peptids de longituds variables i molts es seleccionen com a families de péeptids (nested sets). Aquests
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ligands tan llargs dificulten molt el procés d’identificacié del segment de 9 residus que fa de core o de

zona central del péptid que interacciona amb ell lloc d'unié al péptid de les molécules de MHC-II.

L'objectiu d’aquest capitol de la tesis era estudiar els motius d’ancoratge de les molécules HLA-DR407
(DRA1*0101 DRB1*0407) i DR8 (DRA1*0101 DRB1*0801), al-lels expressats en dues de les mostres de
tiroides estudiades, i de les quals no hi havia dades clares. Coneixer els motius d’ancoratge d'aquestes
molécules ens permetria I'assignacié d’al-lel als péptids eluits d’aquestes mostres. Un altre dels motius
per estudiar aquests dos al-lels era la seva associacié amb determinades malalties. DRB1*0801 es troba
associat a la susceptibilitat a artritis juvenil idiopatica (Van Kerckhove, Melin-Aldana et al. 1990;
Runstadler, Saila et al. 2003), cirrosis biliar primaria (Charatcharoenwitthaya and Lindor 2005; Mullarkey,
Stevens et al. 2005) i I'haplotip DRB1*0801-DQB1*0401-DQB1*040 s’ha vist que després dels haplotips
DR3 i DR4 és el que més predisposa a diabetis de tipus 1 (Erlich, Valdes et al. 2008). L’al-lel DRB1*0407,
per altra banda, és un al-lel de resisténcia a artritis reumatoide (AR). El motiu de DR407 s’havia descrit
en un treball previ. En aquest treball (Davenport, Godkin et al. 1997) feien seqiienciacié en pool i per tant
la prediccié del motiu d'ancoratge era poc acurada. A més a més en el nostre laboratori, en una

publicacié anterior ja s’havia caracteritzat el motiu d’ancoratge de I'al-lel DRB1*1001 associat a AR.
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MOTIU D’ANCORATGE DE LA MOLECULA DR407 (DRA1*0101 DRB1*0407)

1. ESTUDIDE L'AL-LEL DRB1*0407

HLA-DRA4 i els seus diferents subtipus estan ben estudiats, ja que inclouen molts al-lels associats amb la
susceptibilitat a artritis reumatoide (AR), com HLA-DRB1*0401, *0404 i *0405, i d’altres com *0402, 0403
i 0407 que no estan relacionats amb la malaltia (Wordsworth, Lanchbury et al. 1989). La comparaci6 de
les sequéencies d’aquests al-lels i dels altres al-lels associats a AR, DRB1*0101 i *1001 va descriure
I'existéncia d'un epitop compartit (EC) entre les molécules associades a la malaltia. Es va postular que
els aminoacids de les posicions 67, 70, 71 i 74 de la cadena p de 'HLA-DR jugaven un paper crucial en
la susceptibilitat a la malaltia (Taula 8), suggerint que la carrega de I'aminoacid DRB71, o 374 era critica
per la discriminaci6 entre les molécules lligades a la susceptibilitat a la malaltia. L'estructura
cristal-lografica de la molécula DR4 (DRB1*0401) unida al péptid de collagen, CIlI1263-270
(GIAGFKGEQGPKGEB), mostrava la formacié d'un pont sali entre la Lys B71 i 'Asp del péptid en P4
(Dessen, Lawrence et al. 1997), aix0 indicava que aquesta posicié era critica en la seleccio dels péptids
que s’unien a DR4, i permetia unir-se péptids amb residus carregats negativament (Asp i Glu) en aquesta
posicid. L'al-lel no associat *0402 no permet la unié d’Asp o Glu en aquesta posicié ja que conté dues
carregues negatives a la posicio p70 i B71 (Figura 18). Aquest també seria el cas de *0407, un altre dels

al-lels no associats amb 'AR, que conté un Asp en posicio 74, també dins de la butxaca on es situa P4.

Epitop Reumatoide Compartit

Preséncia de Susceptibilitat a a e P1
Al-lel DRB1 EC AR Be7x  Brox  PBra* P74 Bse*
DR*0401 + ++++ L Q K A G
DR*0402 - | D E A \%
DR*0403 - L Q R E \Y
DR*0404 + +++ L Q R A \%
DR*0405 + +++ L Q R A G
DR*0407 - - L Q R E G

Taula 8: Comparaci6 de seqiiencies de DR4. *Posicions dins la cadena  de 'HLA-DR

Assajos d'unié peptidica i de mutagénesis dirigida (Hammer, Gallazzi et al. 1995) suggereixen que la
carrega electrostatica de B71 té una forta influencia en I'especificitat d'unio peptidica. Péeptids amb la
posici6 P4 carregada positivament s’uniran molt millor a subtipus de DR4 no associats a AR
(DRB1*0402), que als associats a AR (DRB1*0401,*0404), presumiblement degut a una

complementarietat de carrega entre la carrega positiva de P4 i el Glup71.
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DRACH{1168-1180) Hypothetical DRB1 0402

Figura 18: Interaccio de la butxaca P4 de HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0401 i DRB1*0402. A. Contactes
interatomics entre DR4/CI1(1168-1180). Es formen sis ponts d’hidrogen; B. Model hipotétic del P4 de DRB1*0402
(adaptat de Dessen et al, 1997).

La posicié P6 no varia entre les diferents variants al-leliques de DR4, la butxaca que es forma és més
profunda que la de DR1 degut a la menor cadena lateral de la posici6 11, que és una Val a DR4 mentre
gue a DR1 és una Leu (Dessen, Lawrence et al. 1997). Aquesta butxaca per tant uneix preferentment, en

tots els subtipus, els residus Ser, Thr, Asn i Val, tot i que accepta altres aminoacids com la GIn i I'Arg.

2. DESCRIPCIO DEL REPERTORI DE PEPTIDS ASSOCIATS A HLA-DR407 (DRA1*0101; B1*0407)

2.1 Processament de les mostres i identificacio dels espectres del repertori de peptids
associats a HLA-DR407 (DRA1*0101; B1*0407)

L'analisi del repertori peptidic de DR4 es va fer per seqienciacié dels péptids eluits de la linia HLA
homozigota JHAF, de la qual es van créixer 10° cél-lules. L'estudi es va fer mitjangant LC-pESI-ITMS",
utilitzant un espectrometre de masses de trampa ionica LTQ. Els espectres generats, uns 4700, es van
identificar mitjancant la cerca en una base de dades humanes target/decoy utilitzant el programa de
cerca en bases de dades SEQUEST (Bioworks v3.3, ThermoFisher, San Jose, CA). La validaci6 de les
assignacions s’explica detalladament a I'apartat 10.1 del material i métodes. Com a control de qualitat es
van comprovar manualment almenys un espectre de cada familia de peptids i tots els espectres de
sequencies Uniques. Després de tot aquest procés es van obtenir un total de 151 lligands naturals de
DR407 (Taula 9).
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2.2. Analisi del repertori peptidic de DR407

Es van confirmar un total de 151 seqléncies. La gran majoria formaven part de families de péptids, tret
caracteristic dels péptids presentats per les molécules de classe Il (Falk, Rotzschke et al. 1991;
Rammensee, Friede et al. 1995). La mida dels péeptids presentava una distribucié normal, dins un rang
de entre 11 i 27 aminoacids, la gran majoria (96%) amb la mida estandard dels péptids de classe Il, entre
12 i 20 aminoacids (Rudensky, Preston-Hurlburt et al. 1991; Chicz, Urban et al. 1992; Chicz, Urban et al.
1993) (Figura 19).

% de péplids

112 13 14 15 16 17 180 19 0 21 2 3 M % % I7

L "
W i aa

Figura 19: Distribucié de mides dels peptids aillats de DR407

Els péeptids provenien de 59 proteines diferents, de diferents compartiments cel-lulars. Per evitar
redundancies, s'usava la localitzaci6 més comu per aquelles proteines que es podien trobar en diferents
compartiments. Tal i com era d'esperar, les proteines font seguien un patré6 comu a altres repertoris de
péptids de cel-lules B: la majoria de péptids provenien de proteines exdgenes, de membrana o residents
a la via endocitica, perd també trobavem casi un 20%, de proteines del citosol (Muntasell, Carrascal et

al. 2002; Alvarez, Collado et al. 2008), aixi com nuclears o d’altres organel-les (Figura 20).

Com a molts altres repertoris peptidics, es van identificar moltes sequéncies de molecules del MHC i
d'altres proteines de membrana, aixi com també catepsines. Un fet a destacar va ser la presencia d’'un
nombre elevat de péptids de la cadena invariant (14/151), fet que ja s’havia observat en el repertori de

DRB1*0402, I'altre al-lel no associat a AR (Kirschmann, Duffin et al. 1995).
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Referéncia L* Ne Id Scan Peptid :a MH+ DeltaM z P (pep) XC D(e:zlr:a Sp RSp lons D
40S ribosomal protein S17 C P08708 2303 LDFGSLSNLQVTQPTVGMNFKTPRGPV 27 2903.51 081 3 5.65E-12 6.3 04 2421.0 1 42/104  6.62
60 kDa heat shock protein m P10809 2419 DARALMLQGVDLLAD 15 1600.84 034 2 3.96E-07 42 03 1276.2 1 20/28  5.87
60 kDa heat shock protein m P10809 2663 DARALMLQGVDLLADA 16 167187 -015 2 6.92E-08 47 04 1780.0 1 22/30  6.30
60 kDa heat shock protein m P10809 2942 DARALMLQGVDLLADAV 17 1770.94 0.24 2 112E-09 48 0.3 15143 1 22132 6.13
60S ribosomal protein L31 C P62899 1947 VTYVPVTTFKNLQTVNVDEN 20 2281.17 0.12 2 b566E-10 41 04 743.6 1 21/38 5.93
60S ribosomal protein L6 C Q02878 1245 HQKFVIATSTKID 13 1487.82 0.48 2 831E-06 34 04 747.7 1 17/24 5.68
60S ribosomal protein L6 C Q02878 1248,1239 THQKFVIATSTKID 14 1588.87 -0.36 2 9.79E-08 43 05 1187.7 1 19/26 7.05
Actin C P62736 2422 GSILASLSTFQQM 13 1382.70 -0.27 2 7.47E-07 3.7 04 19284 1 21/24 6.47
Actin C P62736 2558 IGGSILASLSTFQQM 15 1552.80 1.00 2 1.11E-01 31 03 8225 1 20/28

Actin C P62736 2918 GSILASLSTFQQMW 14 1568.78 -0.38 2 1.37E-07 35 04 4983 1 17/26  6.02
Actin C P60709 1009 EQEMATAASSSSLEK 15 1568.71 020 2 2.09E-08 49 04 2647.4 1 25/28  7.03
Adipocyte-derived leucine aminopeptidase ER Q9NZ08 1210 KYQFSLSSTEKSQ 13 1532.76 0.35 2 1.26E-06 4.4 0.3 1486.5 1 20/24 6.35
Adipocyte-derived leucine aminopeptidase ER Q9NZ08 1449 KYQFSLSSTEKSQIE 15 1774.89 1.31 2 457E-09 50 0.3 14540 1 22/28 5.98
Apolipoprotein B-100 E Q13787 2551 TPDFIVPLTDLRIPS 15 1683.93 0.30 2 3.65E-06 43 04 1199.9 1 22/28 6.57
Beta-1,4-galactosyltransferase 1 g P15291 2002 LNSLTYQVLDVQRYP 15 1808.95 0.32 2 148E-10 46 0.2 950.3 1 21/28 5.31
Beta-1,4-galactosyltransferase 1 g P15291 2414 GLNSLTYQVLDVQRYPL 17 1979.06 1.28 2 242E-07 34 03 802.6 1 20/32 4.46
Beta-1,4-galactosyltransferase 1 g P15291 2529 DGLNSLTYQVLDVQRYPL 18 2094.09 037 2 1.46E-07 49 04 1016.6 1 22/34  6.18
Beta-hexosaminidase alpha chain Lys P06865 2029 SDQRYVLYPNNFQFQYD 17 2197.00 023 2 214E-09 37 04 8207 1 21/32  5.62
Beta-hexosaminidase alpha chain Lys P06865 2102 SDQRYVLYPNNFQFQY 16 2081.97 1.88 2 6.32E-10 49 04 739.8 1 20/30 6.05
Calmodulin N Q96HK3 2167 IAEFKEAFSLFDKD 14 1659.83 0.99 2 161E-07 33 03 913.5 1 18/26 4.55
Calsyntenin-1 ER 094985 1359,1350 KATVHIQVNDVNEY 14 1629.82 0.34 2 474E-13 36 03 866.5 1 18/26 5.20
Carboxypeptidase D M 075976 1127 RNKFVLSGNLHGGS 14 1485.79 0.28 2 535E-10 3.7 0.2 10412 1 19/26 4.87
Carboxypeptidase D M 075976 1140 RNKFVLSGNLHGG 13 1398.76 0.25 2 1.25E-03 33 0.2 627.0 2 16/24 4.23
Carboxypeptidase D M 075976 1189,1294 VPGTYKITASARGYN 15 1597.83 0.28 2 5.24E-04 38 04 575.9 1 19/28 5.89
Carboxypeptidase D M 075976  1299,1309 VPGTYKITASARGYNP 16 1694.89 029 2 5.34E-09 40 03 1009.4 1 20/30  5.65
Carboxypeptidase D M 075976  1321,1330 RNKFVLSGNLHGGSV 15 1584.86 136 2 3.72E-09 36 0.2 926.1 1 19/28  4.38
Carboxypeptidase D M 075976 1434,1440 VPGTYKITASARGYNPV 17 1793.95 -0.31 2 243E-09 47 04 14020 1 22/32 4.82
Cathepsin D Lys P07339 2168 NIFSFYLSRDPDAQPGGE 18 2012.93 143 2 206E-06 3.7 02 9151 1 22/34  3.62
Cathepsin H Lys P09668 2139 GIPYWIVKNSWGPQ 14 1644.85 1.41 2 5.16E-05 4.1 0.2 1286.1 1 20/26 4.48
Cathepsin H Lys P09668 2420 GIPYWIVKNSWGPQWG 16 1887.95 -0.486 2 3.8%%235E 3.7 0.2 1099.2 1 18/30 4.44
Cathepsin H Lys P09668 2487 GIPYWIVKNSWGPQW 15 1887.95 049 2 3.82E-09 37 02 1099.2 1 18/30  3.56
Cathepsin Z Lys Q9UBR2 2302 GTEYWIVRNSWGEPW 15 1830.93 0.44 2 111E-083 32 0.1 915.7 1 16/28 6.00
Cathepsin Z Lys Q9UBR2 2341 DGTEYWIVRNSWGEPWG 17 205192 -0.06 2 6.49E-07 35 04 664.9 1 19/32  5.62
Cathepsin Z Lys Q9UBR2 2392 DGTEYWIVRNSWGEPW 16 1879.88 -053 2 3.72E-07 40 04 6820 1 18/28  6.85



CD109 antigen

CD109 antigen

Ceramide glucosyltransferase
Ceramide glucosyltransferase
Ceramide glucosyltransferase
Cochlin

Cytochrome c oxidase subunit 5A
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1
Dipeptidyl-peptidase 1

Elongation factor 1-alpha 1
Elongation factor 1-alpha 1
Elongation factor 1-alpha 1
Flotillin-1.

Flotillin-1.

Flotillin-1.

Flotillin-1.

Fructose-bisphosphate aldolase A
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock cognate 71 kDa protein
HLA class |, A-1 alpha chain

HLA class |, A-1 alpha chain

HLA class |, A-1 alpha chain

HLA class |, A-1 alpha chain

HLA class |, A-1 alpha chain

HLA class |, A-2 alpha chain

HLA class I, A-1 alpha chain

T 2T L2 =2 2000022222000

Q8TDJ2
Q8TDJ2
Q16739
Q16739
Q16739
043405
P20674
P53634
P53637
P53638
P53639
P53640
P53641
P53642
P53643
P53644
P53648
P53635
P53646
P68104
P68104
P68104
075955
075955
075955
075955
P04075
P11142
P11142
P11142
P30443
P30443
P30443
P30443
P30443
Q9TQH5
P30443

1182
1200, 1209
1236
1459
1462
2023
2192
1552
1811
1819
1858
1993
2021
2040
2049
2057
2363
1682,1755
2087,2073
1567
1533,1535
1532,1531
1113
1297
1317
1377
1367
1442
1324,1332
1348,1358
1431
2050
2148
1910,1911
2047,2051
1409
1974

KAYFLGSKSSMAVH
KAYFLGSKSSMAVHS
HPRYYISANVTG
HPRYYISANVTGFK
SHPRYYISANVTGFK
SPNKNFLVIVTDGQSYDDVQ
VIQELRPTLNELGISTP
KKVVVYLQKLDTAYD
GPQEKKVVVYLQKLDTAYD
GPQEKKVVVYLQKLDTAYDD
KKVVVYLQKLDTAYDDLG
KVVVYLQKLDTAYDDLG
GMDYWIVKNSWGTG
SGMDYWIVKNSWGTG
KVVVYLQKLDTAYDDL
YDHNFVKAINAIQKSW
SGMDYWIVKNSWGTGWG
KVVVYLQKLDTAYDD
GPQEKKVVVYLQKLDTAYDDLG
INIVVIGHVDSGKSTT
INIVVIGHVDSGKS
INIVVIGHVDSGKST
EEQRVQVQVVERAQQ
TKQQIEEQRVQVQVVE
TKQQIEEQRVQVQWV
EEQRVQVQVVERAQQV
KGGVVGIKVDKGVVP
GILNVSAVDKSTG
GILNVSAVDKSTGK
GILNVSAVDKSTGKE
KDYIALNEDLRS
EPRFIAVGYVDDTQF
EPRFIAVGYVDDTQFV
KDYIALNEDLRSW
DGKDYIALNEDLRSWTA
DDTQFVRFDSDAASQR
GKDYIALNEDLRSWTA

14
15
12
14
15
20
17
15
19
20
18
17
14
15
16
16
17
15
22
16
14
15
15
16
15
16
15
13
14
15
12
15
16
13
17
16
16

1525.78
1612.82
1377.69
1652.85
1739.89
2239.09
1880.05
1783.00
2194.18
2309.20
2068.13
1940.04
1613.74
1700.77
1883.02
1933.99
1943.87
1769.93
2479.31
1639.90
1437.81
1538.85
1825.95
1941.04
1812.00
1925.02
1451.89
1260.68
1388.77
1517.82
1436.74
1756.85
1855.92
1622.82
1966.95
1857.84
1851.92

0.29
0.35
0.17
1.24
0.04
0.34
0.10
1.33
-0.17
1.03
1.37
0.33
0.40
1.08
0.77
1.40
1.58
1.49
0.03
1.07
0.63
-0.18
0.22
1.15
0.37
0.22
1.63
0.48
-0.09
-1.17
0.00
1.35
0.32
1.54
1.14
-1.28
0.47
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7.11E-09
1.26E-09
2.27E-05
4.24E-05
3.94E-10
2.58E-06
5.14E-06
2.33E-10
1.22E-06
1.55E-07
3.18E-08
7.44E-14
2.61E-06
2.22E-05
1.05E-08
1.43E-05
1.64E-06
2.94E-07
2.33E-14
7.58E-04
4.35E-10
1.95E-10
1.03E-10
1.14E-08
1.94E-04
5.77E-05
5.05E-04
6.10E-04
5.20E-08
4.32E-08
2.10E-06
9.87E-05
8.76E-02
1.08E-05
1.94E-08
2.32E-06
6.10E-09

3.9
4.3
2.3
4.0
4.1
5.0
3.8
4.9
3.5
4.6
3.3
4.7
3.7
3.4
4.0
5.7
4.4
3.1
5.3
3.7
4.7
4.9
3.2
4.6
2.8
25
3.5
3.4
3.8
4.7
3.9
3.7
4.4
5.1
5.3
3.1
4.5

0.4
0.4
0.1
0.3
0.3
0.5
0.3
0.5
0.5
0.4
0.3
0.4
0.4
0.4
0.3
0.4
0.4
0.3
0.4
0.4
0.5
0.5
0.3
0.3
0.2
0.1
0.2
0.3
0.4
0.4
0.2
0.3
0.3
0.3
0.4
0.1
0.2

1111.8
903.9
361.2
877.4

1530.7

1441.9
448.4

1194.5

1141.9

1359.5
441.4

1401.0

1355.6
667.4

1192.5

3347.0

1546.7
944.9

1017.9
530.2

2206.3

2441.0
2144
714.9
327.6
234.9
692.6
726.5

1024.3

1400.6

1544.4
840.1

1408.5

2743.7

1654.0
421.2

1640.1
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22/26
21/28
13/22
19/26
21/28
23/38
19/32
21/28
32/72
32/76
28/68
23/32
19/26
16/28
32/60
37/60
23/32
29/56
22/42
17/30
21/26
22/28
13/28
19/30
14/28
13/30
22/28
19/24
19/26
22/28
19/22
18/28
23/30
30/48
22/32
17/30
21/30

5.98
5.69

5.59
5.68
6.85
4.93
7.44
6.24
6.16
4.41
6.70
6.21
5.39
5.16
6.61
5.89
4.53
6.66
5.76
4.25
7.03
4.00
5.63

5.36
4.88
6.41
5.18
521

6.29
3.62



HLA class |, alpha chain E

HLA class |, B-7 alpha chain

HLA class |, B-7 alpha chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Invariant chain

Interleukin-21 receptor

Interleukin-21 receptor

Interleukin-21 receptor

Interleukin-6 receptor subunit beta

Interleukin-6 receptor subunit beta

Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor

Lysosomal alpha-mannosidase
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P13747
P01889
P01889
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P04233
P01903
P01903

QIMY13

Q9MY13

Q9MY13

Q9HBES5

Q9HBES5

Q9HBE5
P40189
P40189
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
P06734
000754

1640
1513
1534
2445
2524
2564
2575
2577
2741
2753
2508,2494
2656,2646
2736,2739
2609,2610
2429
1279
2096
1481
1540
1415,1405
1914
2107
2212
2403
2406
1583
1827
1828
1840
1976
1996
2035
2044
2085
2098
2153
2030

LRSWTAVDTAAQISE
LRSWTAADTAAQIT
LRSWTAADTAAQITQ
ATPLLMQALPMGALPQ
ATPLLMQALPMGALPQGPMQ
MATPLLMQALPMGALPQ
ATPLLMQALPMGAL
ATPLLMQALPMGALP
MATPLLMQALPMGALP
MATPLLMQALPMGAL
ATPLLMQALPMGALPQGP
MATPLLMQALPMGALPQGPMQ
MATPLLMQALPMGALPQGPM
MATPLLMQALPMGALPQGP
TPLLMQALPMGALPQ
AQGALANIAVDKAN
EAQGALANIAVDKANLEIMT
EEYVRFDSDVGEYR
HQEEYVRFDSDVGEY
HQEEYVRFDSDVGEYR
EDPAFYMLKGKLQYE
EDPAFYMLKGKLQYELQ
EDPAFYMLKGKLQYEL
IEVWVEAENALGKVT
IEVWVEAENALGKVTS
EQQRLKSQDLELSWN
EQQRLKSQDLELSWNLN
AEQQRLKSQDLELSWNLN
AEQQRLKSQDLELSWNLNG
EQQRLKSQDLELSWNL
LRAEQQRLKSQDLELSWNLNGLQAD
AEQQRLKSQDLELSWNLNGLQ
RLKSQDLELSWNLNGLQAD
KSQDLELSWNLNGLQ
KSQDLELSWNLNGLQAD
KSQDLELSWNLNGLQA
VDYFLNVATAQGRYY

15
14
15
16
20
17
14
15
16
15
18
21
20
19
15
14
20
14
15
16
15
17
16
15
16
15
17
18
19
16
25
21
19
15
17
16
15

1647.83
1504.78
1632.83
1651.89
2065.06
1782.93
1426.78
1523.83
1654.87
1557.82
1805.97
2196.10
2068.05
1937.01
1580.85
1355.73
2072.07
1763.79
1872.80
2028.90
1831.89
2073.04
1944.98
1657.88
1744.91
1873.94
2101.07
2172.10
2229.13
1987.02
2925.52
2470.27
2200.14
1744.89
1930.95
1815.92
1779.87

-0.30
0.32
1.44
1.45

-0.07
0.21

-0.09
1.50
0.29
0.74
0.52
0.24
0.33
0.92
0.54
1.20
1.05
1.31
0.39
1.19
0.47
0.14
0.53
1.30

-0.47
0.43
0.43

-0.39
0.14
1.63
1.39
0.05

-0.04
0.32
1.17
1.47
1.42
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1.41E-05
4.72E-06
1.13E-07
8.35E-06
1.75E-10
2.91E-06
4.75E-07
1.97E-05
2.74E-05
9.75E-05
2.16E-03
5.83E-11
1.48E-08
1.05E-08
6.05E-05
8.46E-05
6.69E-10
1.46E-06
6.44E-09
3.44E-11
5.16E-04
9.48E-05
5.29E-06
2.12E-08
8.06E-09
1.10E-06
2.18E-06
2.09E-10
2.03E-09
1.89E-07
3.56E-10
8.91E-09
8.41E-12
6.86E-09
5.66E-10
1.11E-07
1.08E-09

33
36
43
3.7
41
3.8
35
3.4
3.3
26
42
48
5.3
45
3.1
3.8
49
3.4
3.8
3.5
43
36
3.8
3.7
35
40
40
40
41
41
4.4
3.4
47
48
47
44
41

0.4
0.3
0.4
0.2
0.5
0.3
0.4
0.2
0.3
0.2
0.3
0.4
0.3
0.3
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.3
0.1
0.2
0.4
0.3
0.3
0.4
0.4
0.3
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.3
0.4

764.3
895.6
2329.0
909.5
1111.1
1113.8
1353.6
749.3
935.4
632.2
1080.4
1418.1
1443.6
1474.0
829.3
1058.2
643.0
9345
1027.4
1115.0
779.4
517.1
498.1
883.9
896.2
4755
344.4
563.3
746.3
806.2
1526.7
584.4
1314.5
1940.3
1860.0
1272.4
1944.0

N e T = = T T T = S e N S e e e e S e = T S T e e S

17/28
19/26
25/28
20/30
26/38
22/32
20/26
18/28
21/30
16/28
30/68
28/40
28/38
26/36
22/28
18/26
21/38
18/26
20/28
22/30
19/28
16/32
17/30
21/28
19/30
18/28
17/32
17/34
17/36
18/30
35/96
18/40
23/36
20/28
22/32
19/30
23/28

5.48
5.31
5.88
4.25
6.50
5.44
5.97

5.05

4.88
6.42
5.65
5.25
3.90
4.70
5.76
4.69
5.28
4.90
5.03
5.09
3.69
4.56
5.58
5.33
5.09
6.08
5.89
5.15
5.31
5.18
6.67
6.69
6.05
5.08
6.24



Lysosomal-associated transmembrane protein 5

Major vault protein (MVP)

Neural cell adhesion molecule L1-like protein

Niban protein

Niban protein

Nuclear pore membrane glycoprotein 210

Nuclear pore membrane glycoprotein 210

Pleckstrin, Platelet p47 protein
Protein disulfide-isomerase
Protein disulfide-isomerase
Pyruvate kinase isozymes M1/M2
Rab GTPase-activating protein 1
Ras-related protein Rab-9
Ras-related protein Rab-9
Ras-related protein Rab-9
Ras-related protein Rab-9
Ras-related protein Rab-9
Semaphorin-7A

Semaphorin-7A

Semaphorin-7A

Serum albumin

Signal transducing adapter molecule 1
Heat shock 70 kDa protein 13
TNF receptor-associated factor 1
TNF receptor-associated factor 1
Toll-like receptor 7
Transcobalamin-2

Transferrin receptor protein 1
Transferrin receptor protein 1
Transferrin receptor protein 1
Transferrin receptor protein 1
Transferrin receptor protein 1
Transferrin receptor protein 1
Transferrin receptor protein 1
Transthyretin (Prealbumin)
Uncharacterized protein C190rf10
Uncharacterized protein C190rf10
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Q13571
Q14764
000533
Q9BZQ8
Q9BZQ8
Q8TEM1
Q8TEM1
Q9H8W4
P07237
P07237
P14618
Q9Y3P9
P51151
P51151
P51151
P51151
P51151
075326
075326
075326
QoP1I7
Q92783
P48723
Q13077
Q13077
QINYK1
P20062
P02786
P02786
P02786
P02786
P02786
P02786
P02786
P02766
Q969H8
Q969H8

3134,3141
1504
2105
1401
1156
1853
1891
1775
1208
1249
1021
1343
2211
2247
2248
2320
2327
1394
1329,1323
1357,1365
1773
1380,1372
2250
1148
1195
2219
1710
1458
1487
1548
2120
2304
2334
1351,1360
1728
1095
1183

FPLMTLQLLDF
TDVITIETADHARLQ
VPTIIKQSKVQVAFPF
WKERYVVVKNDYAVES
KERYVVVKNDYAVE
SPLELKIQALDSEGN
SPLELKIQALDSEG
MFVFKITTTKQQDHF
GSEIRLAKVDATEE
EGSEIRLAKVDATEE
GAIIVLTKSGRSAH
VGKISVSSDSVSTLN
FPFVILGNKIDISERQ
FPFVILGNKIDISER
PFVILGNKIDISER
FPFVILGNKIDISERQV
FPFVILGNKIDISERQV
ESELYTSDTVMQNPQ
NPQFIKATIVHQDQ
NPQFIKATIVHQDQA
RHPDYSVVLLLR
GPPPSGAYLVAGNAQMSH
LPLPTPKVIGIDLGTT
ASHLALATSIHQSQ
EASHLALATSIHQSQ
LEELDISKNSLSFLPS
LPPYRQSISVLAGST
GGYVAYSKAATVTGKL
YVAYSKAATVTGKLV
NPGGYVAYSKAATVTGKLVH
LKAFTYINLDKAVLG
SQLLSFVRDLNQY
ATWTIQGAANALSGDV
YVAYSKAATVTGKL
EGIYKVEIDTKSYWK
KTEEFEVTKTAVAHRPG
TEEFEVTKTAVAHRPG

11
15
16
16
14
15
14
15
14
15
14
15
16
15
14
17
17
15
14
15
12
18
16
14
15
16
15
16
15
20
15
13
16
14
15
17
16

1337.72
1682.87
1802.06
1985.01
1711.90
1613.84
1499.80
1870.95
1517.78
1646.82
1409.82
1492.79
1876.03
1747.97
1600.91
1975.10
1975.10
1741.76
1638.86
1709.90
1467.84
1753.83
1634.97
1463.76
1592.80
1791.94
1588.87
1585.86
1570.88
2033.08
1665.96
1582.82
1574.78
1471.82
1858.96
1899.99
1771.90

-0.01
0.88
1.08
1.19
1.33
1.22

-0.18
0.87
0.36
1.26
0.24
1.43
1.44
0.72
1.02
121
0.18

-0.19
1.35
1.43
1.19
1.22
0.65
1.19
0.27
0.29

-0.43
0.29
0.00
0.61
0.42
0.71
0.55
1.33
0.89
0.13
1.23
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1.37E-05
2.43E-08
1.01E-04
9.77E-10
4.81E-09
1.83E-08
2.26E-06
7.51E-07
1.29E-03
6.82E-05
1.78E-04
1.06E-06
2.87E-11
5.75E-09
3.12E-08
1.02E-08
1.23E-08
1.63E-03
5.30E-09
3.90E-09
1.27E-05
9.44E-14
2.48E-05
2.14E-06
2.39E-04
1.35E-04
2.77E-06
4.91E-08
3.97E-05
1.09E-05
5.53E-06
1.74E-08
8.15E-05
1.18E-10
4.88E-07
1.01E-09
1.41E-10

2.8
4.5
3.2
3.0
3.7
4.7
2.9
4.0
3.0
2.8
3.9
3.4
51
4.9
4.8
51
3.5
3.5
4.8
4.4
4.7
5.9
2.8
5.0
3.2
3.6
3.0
4.5
4.0
51
3.8
3.8
3.8
4.6
3.7
4.3
4.1

0.3
0.4
0.2
0.2
0.3
0.4
0.4
0.3
0.3
0.2
0.3
0.4
0.3
0.3
0.4
0.3
0.4
0.3
0.3
0.4
0.3
0.5
0.4
0.5
0.4
0.4
0.3
0.5
0.3
0.4
0.3
0.3
0.4
0.4
0.3
0.4
0.4

877.6
1618.0
547.9
601.5
694.5
2122.2
1248.9
846.9
481.3
378.5
1345.2
1274.8
2224.2
1922.9
1970.0
2090.7
1058.6
1101.4
1493.4
1420.5
2204.1
1977.0
428.3
2343.0
511.8
542.9
956.6
2406.7
1077.9
1574.6
454.2
1088.0
1262.5
2504.7
1176.7
1635.1
1385.4

17/20
20/28
19/30
16/30
17/26
23/28
18/26
25/56
16/26
16/28
18/26
20/28
34/60
33/56
32/52
33/64
20/32
20/28
19/26
18/28
30/44
26/34
15/30
21/26
16/28
18/30
17/28
24/30
19/28
35/76
18/28
17/24
21/30
22/26
30/56
21/32
20/30

6.07
3.99

5.00
6.11

5.55
4.74

5.46
5.05
5.98
6.29
6.64
5.62
5.47
5.32
6.07
6.03
591
7.63

7.47
5.13
5.47
4.82
7.12
5.54
6.14
5.24
5.69
6.16
6.32
5.04
6.33
5.62



Vacuolar ATP synthase subunitd 1 End P61421 1436 DLKLHLQSTDYGN 13 1503.74 0.31 2 488E-07 2.7 03 678.2 1 16/24

Vacuolar ATP synthase subunitd 1 End P61421 2038 EDLKLHLQSTDYGNFL 16 1892.94 1.11 2 7.73E-07 46 04 783.1 1 17/30 6.02
Vacuolar ATP synthase subunitd 1 End P61421 2110 DLKLHLQSTDYGNFL 15 1763.90 1.36 2 6.33E-08 39 04 12445 1 19/28 5.83
Vacuolar protein sorting-associated protein 13C End  Q709C8 2267 IAEIKIQGLDSSLSL 15 1586.90 -041 2 1.25E-07 35 05 1236.6 1 19/28 6.24
WD repeat-containing protein 1 C 075083 1817 APSGFYIASGDVSGKL 16 1568.80 0.45 2 461E-10 53 05 2808.1 1 25/30 7.83
Zinc finger CCCH type antiviral protein 1 C Q7Z2W4  1240,1250 SQEFLASASASAER 14 1453.69 1.25 2 2.00E-07 5.0 05 27337 1 23/26 7.34

Taula 9: Llistat dels péptids aillats de DR407. L*: Localitzaci6 de la proteina font. DeltaM: és I'error que hi ha en la mesura de I'ié precursor, és a dir la diferéncia entre el que
s’ha mesurat en el espectrometre i la massa teorica de la sequéncia identificada; Z: carrega del peptid; P (pep): probabilitat del péptid/proteina que representa estadisticament
la probabilitat de trobar un altre identificacié bona per atzar; XC (cross-correlation score): correlacio del péptid candidat per I'arxiu aportat com a resultat, com més gran és el
valor millor és la identificacio; Delta Cn: Es una mesura de com de semblants son les identificacions (hits), indica quant millor és el primer hit respecte el segon. Sp (preliminary
score): Valor preliminar del péptid candidat, com més elevat és el valor millor. RSp; (Ranking Sp) Classificacio del valor preliminar entre els péptids candidats per una
determinada identificacid. lons: mostra el nombre de ions que s’'ajusten per cada arxiu .dta; D: Calculat seguint la formula descrita a I'article de Carrascal M et al. 2008
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Figura 20: Localitzacié de les proteines origen dels péptids aillats de DR407 en la linea homozigota JHAF.
Distribucioé cel-lular de les fonts proteiques en funcié de la seva via de processament, E: via endocitica (barres
negres); C: via citosolica (barres blanques). Aquests dos grups es separen en el grafic de la dreta en funcié de la
seva localitzacio cel-lular. M, membrana plasmatica; Lis/End, lisosomes o endosomes; E, exdgenes; EM, matriu

extracel-lular; g, Golgi; C, citosol; mit, mitocondria; ER, reticle endoplasmic; N, nuclear.

3. DESCRIPCIO DEL MOTIU D’ANCORATGE DE DR407 (DRA1*0101; B1*0407)
3.1. Identificacio dels nonamers d’unié a DRB1*0407

3.1.1 Comparacio de les sequéncies de les cadenes g dels diferents al-lels

El métode que hem utilitzat per determinar els motius d’ancoratge de la molécula d’'HLA-DR, es basa
en la idea que els perfils de les butxaques sén gairebé independents de la resta del solc d’'unié del
péptid (Hammer, Gallazzi et al. 1995). Aixi, un cop s’ha determinat el perfil d’unié d’una butxaca in vitro,
aquest pot ser compartit per altres al-lels sempre i quan els aminoacids que formen part de la butxaca
siguin identics (Sturniolo, Bono et al. 1999). Existeixen una gran varietat d'al-lels de DRB1, fins al
moment n’hi ha descrits 453 (Holdsworth, Hurley et al. 2009), amb només 2 al-lels de DRA. Es
important remarcar pero que tot i el gran polimorfisme d’aquests gens, hi ha regions que no presenten
gaire variacio i per tant si aquestes zones més conservades formen part d’alguna butxaca d'uni6 al
péptid, es pot assumir que aquells al-lels idéntics uniran en aquella posicid els mateixos tipus
d’'aminoacids. Aquest és el cas de la regi6 de I'HLA-DR que conté els residus on es situa la posicié 1
del peptid, que esta molt conservada entre els diferents al-lels. Aquest mateix sistema ja es va utilitzar
en un treball previ del nostre laboratori per la descripcié del motiu d’ancoratge de I'al-lel HLA-DR10
associat a AR (Alvarez, Collado et al. 2008).

Aixi el primer que es va fer va ser analitzar quins eren els aminoacids de la cadena beta de la
molécula de MHC de classe Il implicats en la formaci6 de les butxaques d’'unié al péptid, i per fer aixo
es va revisar la bibliografia que hi havia publicada fins al moment, i les estructures cristalografiques de

les diferents molecules de DR. A la figura 21 es mostren en diferents colors els aminoacids que formen
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les diferents butxaques d'interaccié amb els péptids. La butxaca on es col-loca la posicié 1 del péeptid
(P1), del residu 80 al 91, com ja hem comentat, és una zona comu a molts al-lels, i aquest és el cas de
I'al-lel DR B1*0407 (Figura 21) que té exactament la mateixa seqiiéncia que DRB1*0101 i *0401 dos
al-lels molt estudiats i del qual es coneixen perfectament els motius d’ancoratge. Per tant vam assumir
que DRB1*0407 unia a P1 els mateixos residus que DRB1*0101 i que altres variants de DR4, és a dir
aminoacids amb cadenes laterals hidrofobiques o aromatiques, preferentment Phe, lle, Leu, Val, Tyr,
Trp, tot [ que també acceptaven Ala i Met
(http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/FindY ourMotif.htm).

També es va comparar DRB1*0407 amb les altres variants de DR4 (Figura 22). El que es va veure és
que DRB1*0407 presentava molt poques variacions respecte a les altres variants de DR4. Entre *0407
i *0403 només hi havia un aminoacid diferent i aquest es trobava formant part de la butxaca P1, les
diferencies amb els al-lels B1*0401 i B1*0405 eren de dos residus, que en el cas de *0401 es trobaven
formant part de la regié que forma la butxaca P4 i en el cas de *0405 les diferencies es trobaven a P9 i
P4. Val a dir que I'al-lel amb el qual es diferenciava més era B1*0402, I'altre al-lel no associat a AR,

amb el qual hi havia 5 residus de diferencia.

3.1.2 Selecci6 dels nonamers

Abans de seleccionar els nonamers s’eliminaven les seqiéncies repetides, és a dir, dels grups de
families peptidiques ens quedavem només amb la regié comu entre tots els péptids que la formaven.

D’aquesta manera dels 151 lligands identificats es van definir 68 sequencies centrals diferents.

Un cop sabiem els aminoacids que podien localitzar-se a la posicié P1 del solc d'unid, fixant aquesta
posicié, es definien tots els possibles nonamers dins de cada sequencia. Per fer aixd de forma
automatica es va dissenyar una eina informatica (motifs v0.9) que seleccionava tots els possibles
nonamers d'un conjunt de seqiéncies, definint els residus de la posicié 1. Aquest programa va ser
dissenyat pel Dr. Joaquin Abian del laboratori de Protedmica CSIC-UAB, i esta disponible a

http://code.google.com/p/mhc-laia-motifs/. El programa motifs v0.9, calculava també una matriu de

freqiéncies i una segona matriu de freqiiéncies normalitzades respecte la frequéncia mitja de cada
aminoacid dins el proteoma huma. Els resultats es podien visualitzar en una fulla d’'excel, i també
graficament. En funcié del nombre de residus aromatics i hidrofobics i de la longitud, cada un dels
péptids podien generar diferent nombre de cores de 9 aminoacids. Només 3 dels 68 peptids no tenien
un possible residu P1. Seguint aquest model es van obtenir 223 nonamers.
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DRB1*010101
DRB1*040701

DRB1*010101
DRB1*040701

DRB1*010101
DRB1*040701

B1 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100
GDTRPRFLWQ LKFECHFFNG TERVR LERC IYNQEESVR DSDVGEYRAV TELGRPDAEY WNSQKDLLE RA VDT CR HNYGVGESFT VQRRVEPKVT fulles beta
———————— E- VoHommmmmm oo oFoD-Y FoHomoYomo oo o | e e ——_ - —--Y-E-- IR
2 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
VYPSKTQPLQ HHNLLVCSVS GFYPGSIEVR WFRNGQEEKA GVVSTGLIQN GDWTFQTLVM LETVPRSGEV YTCQVEHPSV TSPLTVEWRA RSESAQSKI[E
e N mmmmmmmmmm T e L mmmmmmmmmm o

210 220 230 240

SGVGGFVLGL LFLGAGLFIY FRNQKGHSGL QPTGFLS
-------------------------------------

Figura 21: Seqiiencies de les cadenes B dels al-lels DRB1*0101, *0407. Amb diferents colors s’indiquen els aminoacids implicats en la formacié de les butxaques P1

(vermell), P4 (en taronja o subratllat), P6 (verd), P7 (rosa) i P9 (blau), implicades en la unié amb el péptid.

DRB1*040101
DRB1*0402
DRB1*040301
DRB1*0404
DRB1*040501
DRB1*040701

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GDTRPRFLEQ VKHECHFFNG TERVRFLDRY FYHQEEYVRF DSDVGEYRAV TELGRPDAEY WNSQKDLLEQ KRAAVDTYCR HNYGVGESFT VQRRV
------------------------------------------------------------------ [ R = /AR
---------------------------------------------------------------------- R-—E-—m—mm —mmmVmmom —mme
______________________________________________________________________ = J S | S
________________________________________________________ < S
______________________________________________________________________ T

Figura 22: Sequiéncies del domini 1 de les variants de DR4. Subratllat, I'epitop reumatoide compartit. Codi de colors com a la figura 21.
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3.2. Generaci6 de les matrius per la caracteritzacié del motiu d’'unié a DR407

A partir dels 223 possibles nonamers es generava la primera matriu de frequéncies, calculant la
freqiiéncia de cada un dels 20 aminoacids a cadascuna de les 9 posicions. Les matrius es corregien
per la frequéncia dels aminoacids dins els conjunt de proteines humanes

(http://www.ebi.ac.uk/integr8/StatsAminoPage.do?orgProteomeld=25). A partir d’aqui, s'anaven

generant matrius cada vegada més restringides en funcié dels resultats que s'anaven obtenint, o de

dades préviament publicades sobre altres subtipus de DR4.

Comparant les seqiiéncies dels diferents al-lels de DR4, es va veure que la posicid 6 era comu per
totes les variants. Per tant, per restringir el nombre de nonamers i generar la segona matriu es van
seleccionar els cores que contenien en P6 els residus comuns per aquesta posicid: Ser, Thr, Asn, GIn,

Arg o Val (http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/FindYourMotif.htm). Aixi, quan una seqiiéncia

generava més d’'un possible nonamer perd entre aquests només un presentava un P6 correcte, es
seleccionava aquest i s’eliminaven els altres. D’aquesta manera es va limitar el nombre de nonamers a
159 (Figura 23).

Per fer la seglient seleccié ens vam basar en les dades descrites per Davenport (Davenport, Godkin et
al. 1997), que demostraven que a la posicio P4 es veuen desafavorits els aminoacids amb carrega
negativa, tal i com passava també en els altres al-lels no associats a AR (DRB1*0402 i *0403). Per tant
la seguent seleccio va ser d’aquells cores que no contenien Asp ni Glu en posicié 4, quedant-nos amb
147 nonamers per fer la tercera matriu. En aquesta matriu observavem un afavoriment evident d’Asp
en posicié 7, i aquest va ser el criteri que vam seguir per fer la quarta matriu, vam seleccionar els
cores amb Asp en P7, aixi ens quedavem amb 131 nonamers (Figura 23). A la quarta matriu es feia
evident la preséncia de GIn en posici6 9. Aquest afavoriment ja s’havia observat anteriorment
(Davenport, Godkin et al. 1997). Seleccionant els cores amb GIn en P9 ens vam quedar amb 124
seqliéncies per construir la cinquena matriu. | la ultima matriu la vam fer seleccionant un Unic core per
sequencia, aquesta seleccié la vam fer valorant, a partir de la Gltima matriu realitzada, quin dels
nonamers donava un valor més elevat d’'unié. Aquesta Ultima matriu definia el motiu d’ancoratge de
DR407.

Un cop teniem la matriu de freqiiéncies final, es normalitzava respecte la freqiéncia mitja de
I'aminoacid dins el proteoma utilitzant una distribucié Xi-quadrat i s’aplicava la correccié de Bonferroni.
A la figura 24 es mostra la freqliiéncia de cada aminoacid en cada una de les posicions i el seu
augment o disminucidé respecte a l'abundancia relativa dins el proteoma huma. A continuacié es
comenten els residus augmentats o disminuits de manera significativa en cadascuna de les posicions:
La posicid 1 (P1) estava ocupada principalment per Phe i Tyr (incrementades més de 7 vegades
respecte al proteoma huma), en aquesta posicidé també trobavem augmentades significativament la
Leu i lle (2.5 3.5 vegades respectivament). A la posicié 3 trobavem augmentada la presencia de lle

3.5 vegades més que en el conjunt de proteines humanes. La butxaca P6 semblava ser, juntament
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bans de fer la correcci6 de Bonferroni,

amb P1 una de les més restringides, s'observava un augment significatiu d’Asn Thr i Val amb

augments de 7.2, 3.6 i 3.5 vegades respectivament. L’Asp en la posicié 7 estava augmentat 5.4

vegades i en P9 la Gly es veia incrementada 3.4 vegades. A part d’'aquests augments significatius, hi
0 nomeés a

aquests residus es van considerar residus d'ancoratge secundaris. D'aquesta manera s'observava un

augment significatiu de Val en P2, Ala en P4 i P7, Ser en P6, Trp en P8 i GIn en P9.

havia aminoacids que es veien incrementats per
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Figura 23: Matrius sequencials obtingudes en la generaci6é del motiu d'ancoratge de DR407. M1: Matriu
eliminat els cores amb una residu acid en posici6 4 (147 nonamers); M4: Selecci6 dels cores amb Asp en posicio

amb els 223 nonamers possibles; M2: Matriu seleccionant la posicio 6 (159 nonamers); M3: Matriu generada
7 (131 nonamers); M5: Matriu generada afavorint la preséncia de GIn en P9; M6: Matriu final generada

seleccionant un
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Figura 24: Descripci6 del motiu d’ancoratge d’HLA-DR407. Per cadascuna de les posicions del core del péptid
(P), s’ha calculat el percentatge de freqiiencia de cada aminoacid (RF: Freqiiéncia del Residu). Els valors
normalitzats s’han calculat com el nombre de vegades que cada RF estava incrementada o disminuida en relacié
amb la freqiiéncia mitja del corresponent residu dins el proteoma huma (desviacié respecte a la mitja del
proteoma:DMP). Els valors de DMP es mostren representats en histogrames. Les barres verdes mostren els
valors incrementats i les vermelles disminuits significativament després de la correccio de Bonferroni, en verd fluix

es mostren els valors augmentats significativament abans de la correccié de Bonferroni.

3.2.1 Control del sistema de generacid de les matrius

Per comprovar que el sistema per generar les matrius no era massa subjectiu i que el fet de
seleccionar determinades posicions des d’un principi no esbiaixava els resultats obtinguts vam generar
les matrius seguint diferents criteris i els resultats que es van obtenir van ser molt semblants en tots
els casos. La majoria dels cores seleccionats a la matriu final eren els mateixos, seguint el criteri que

seguissim.

Com a exemple es mostren els resultats obtinguts fent les seleccions basant-nos exclusivament en els
resultats que anavem obtenint. D’aquesta manera després de la primera matriu el primer que es feia
evident era I'elevada preséncia d’Asp en P7 i aquesta era la primera seleccié que féiem. Després
s'evidenciava un enriquiment d’Asn en P6 i de GIn en P9, per Ultim en tots els casos estudiats es
seleccionava un core per sequéncia valorant en funcié de la Udltima matriu obtinguda quin dels
possibles cores donava un valor d’'unié més alt. Els resultats de la freqiiéncia de cada aminoacid per
cada posicié seguint aquest criteri, es mostren a la figura 25. Tot i que si que s'observa un increment
de la importancia de la posicié seleccionada en primer lloc, en conjunt els residus que es veuen
significativament incrementats, son els mateixos. Altres combinacions, com la no restriccid a la posicio

6 0 a la posici6 4, donaven els mateixos resultats (dades no mostrades).

3.3. Comparacio dels resultats amb les dades préviament publicades

El motiu d’ancoratge descrit per DRB1*0407 en aquest treball (figura 26) es compara amb el motiu
publicat al 1997 per Davenport et al. (Davenport, Godkin et al. 1997). Aquest treball es va realitzar
mitjancant analisi de sequiencies en pool i amb 10 peptids individuals, entre els quals tres pertanyien a
una familia de péptids (taula 10). Aquest motiu es pot trobar on line a la base de dades SYFPEITHI

(http://www.syfpeithi.de/). En el programa ProPred, encara no hi ha matriu descrita per aquest al-lel.
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Figura 25: Descripci6 del motiu d’ancoratge de DR407 seguint uns criteris diferents als anteriors, per

comprovar la validesa dels resultats. Veure peu de la Figura 24.
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Residus
principals

Residus
secundaris

Figura 26: Motiu d’ancoratge de DR407. Representacio esquematica dels percentatges de cada aminoacid en
cada una de les posicions, de P1 a P9, normalitzats respecte la freqiiéncia de cada aminoacid dins el conjunt del
proteoma. A baix, motiu d'ancoratge de DR4, els residus principals sén aquells que es veien incrementats
significativament després de la correccié de Bonferroni. Els residus secundaris eren aquells que estaven

augmentats significativament inicament abans de la correccié de Bonferroni.

Butxaca 1 (P1): Els resultats per aquesta posicié concorden. Tot i aixo a 'article de Davenport et al.
(Davenport, Godkin et al. 1997) deien que en P1 es veien afavorits els residus aromatics per sobre
dels hidrofobics degut a la preséncia d'una Gly a la posicié6 86 de la cadena B de I'HLA-DR, i els
nostres resultats mostren una major preséncia de Tyr i Phe, perd la Leu i lle també estan
significativament incrementades respecte al proteoma. Aquesta butxaca esta molt conservada entre
les diferents molécules de DR, tot i aix0, existeix un dimorfisme a la posicié 86 pel qual alguns al-lels
entre ells DRB1*0402, *0403 i *0404 presenten Val enlloc de Gly. La preséncia de Val si que s’ha vist
gue modifica els residus acceptats en aquesta posicid, ja que te una cadena lateral més gran que la
Gly i per tant la mida de la butxaca disminueix i aminoacids amb cadenes laterals grans com els

aromatics no hi caben.

Butxaca 4 (P4): Els nostres resultats no mostren preferéncia clara per cap residu en aquesta posicio.
La Ala només esta augmentada significativament abans de la correccio de Bonferroni, per tant és un
residu secundari. En el motiu descrit en el SYFPEITHI, mostren en P4 preferéncia per Ala, Val i Lys.
Tots els treballs de caracteritzacié de motius d’ancoratge de variants de DR4 descriuen la posicio 4
com una de les més importants. En canvi, els nostres resultats indiquen que aquest no és el cas de

DR407. Aquesta diferéncia podria ser important en la manca d’associacié d’aquest al-lel amb RA.
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Butxaca 6 (P6): Els nostres resultats i els de la bibliografia coincideixen en la preséncia afavorida en
P6 de Asn, Thr, Ser i Val. Segons les nostres dades, la preséncia d’Asp en posicié 6 a la matriu
definida per Davenport podria ser conseqiiéncia de la seqienciacié en pool, i realment aquest

afavoriment d’Asp en P6 que ells observen, correspondria a la que nosaltres detectem en P7.

Butxaca 7 (P7): Davenport et al. descriuen que en aquesta posicié es localitzen residus polars, alifatics
i carregats, i que per tant molts aminoacids son acceptats, de manera semblant al que passa amb els
al-lels de DR4 associats a AR. A la seva matriu, la posici6 7 sembla ser irrellevant. Els nostres

resultats sén més restrictius per aquesta posicié i s'observa dominancia significativa d’Asp o Ala.

Butxaca 9 (P9): En aquesta posicio els nostres resultats mostren com a residu principal la Gly i com a
residu secundari la GIn. D’acord amb els nostres resultats, la bibliografia diu que en P9 s’afavoreixen

la GIni'Asn. L’Asn a les nostres dades també es veu augmentada, perd no de manera significativa.

Seqliencia Referencia
YDHNFVKAINATQKS Cathepsin C 146-160
VDDTQFVRFDSDAA HLA-B*1501 28-41
DLRSWTAADTAAQI HLA-Cw*1402 129-143

DRB1*0407

DLRSUTAADTAAQIT: - -
[P1 p2 p3lpal ps el P7 s [Pe QITQ  HLA-Cw*1402 129-144
LRSWTAADTAAQIT  HLA-Cw*1402 130-143

F A N Q

v v - N MRYFYTAVSRPG HLA-Cw*17 5-16

W K b SGTDFTLTISRLEPE Ig kappa chain precursor 88-102
s GPTTYKVTSSLQIKE IgM heavy chain 173-187

LPSYEEALSLPSKT LAMP 236-249
YPTQRARYQWVRCNPDSNS  PGSG 1-19

Taula 10: Motiu d’ancoratge i llista de les seqiiencies que es troben a la base de dades de SYFPEITHI

4. UNIO TEORICA DELS LLIGANDS NATURALS DE DRB1*0401 A ALTRES VARIANTS DE
DR407, ASSOCIADES O NO AMB AR, | COMPARACIO DELS REPERTORIS

Utilitzant el programa ProPred (veure material i métodes) vam voler definir de manera teodrica, quants
dels lligands de DR407 podrien unir-se a les altres variants al-leliques de DR4. Gairebé un 42% dels
lligands podien unir-se a DRB1*0401, més d'un 27% a *0404 i gairebé un 36% a *0405. Un 25% dels
lligands podia unir-se tedricament a I'altre al-lel de DR4 no associats amb AR, DRB1*0402.

Per estudiar els solapaments de repertoris entre els diferents al-lels de DR4, associats 0 no a AR, es
va comprovar si algun dels lligands que haviem seqlienciat, s’havia vist associat a alguna altra variant
en publicacions previes. Aixi, dels 151 lligands naturals de DRB1*0407 identificats, 33 eren idéntics o
variants de longitud de lligands de DRB1*0401 (Lippolis, White et al. 2002; Muntasell, Carrascal et al.
2004; Dengjel, Rammensee et al. 2005; Dengjel, Schoor et al. 2005), 3 de *0404 (Kirschmann, Duffin
et al. 1995) i 4 de *0405 (Kinouchi, Kobayasi et al. 1994), en canvi no es va trobar cap lligand igual
gue els previament publicats per *0402. Val a dir que el nombre de lligands publicats per *0401 és deu

vegades més alt que el de qualsevol de les altres variants.
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MOTIU D’ANCORATGE DE LA MOLECULA DR8 (DRA1*0101 DRB1*0801)

Els resultats obtinguts en aquest apartat es presenten en forma d'article enviat a publicacio el juny a la

revista Diabetologia.

L'al-lel DR8 és un al-lel relativament poc freqiient a la majoria de poblacions, encara que esta associat
amb algunes malalties autoimmunitaries com la cirrosis biliar (Mullarkey, Stevens et al. 2005;
Donaldson, Baragiotta et al. 2006) o I'artritis juvenil idiopatica (Runstadler, Saila et al. 2003). També
s’ha demostrat recentment que I'haplotip DRB1*0801-DQA1*0401-DQB1*0402 esta associat amb la
susceptibilitat a diabetis de tipus 1 (T1D) (Erlich, Valdes et al. 2008). Aquesta associacié fa
particularment important la definicié del seu motiu d’ancoratge peptidic, ja que els seu coneixement
podria afegir informacio a la recerca d’epitops diabetogénics dels autoantigens. L’haplotip DR8 té una
peculiaritat respecte als altres haplotips de DR, ja que només un dels gens de DRB (DRB1) esta
expressat i per tant no hi ha interferéncia d'altres molécules de DR al estudiar els péptids associats,
sempre que s'utilitzi una cél-lula homozigota. El nostre treball utilitza una linia cel-lular generada a
partir de la sang d'un donant DR8 homozigot. A més hem pogut utilitzar una tecnologia
multidimensional que ens ha permes obtenir un gran nombre de sequiéncies identificables a la base de
dades. El resultat demostra que el motiu d’'unié de peptids a DR8 és molt restringit i t¢ semblances
importants amb els motius d’'unié de dos dels al-lels del MHC associats a diabetis, HLA-DQ8 en
humans i I-A?" en el ratoli NOD. Aquesta molécula podria ser, per tant, la que dins I'haplotip confereix

associacié amb T1D.
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ABSTRACT

Obijective. The aim of this study was to characterize the binding motif of the MHC class Il DR8
molecule included in the type 1 diabetes (T1D)-associated haplotype DR8-DQ4, and compare it
with that of other T1D-associated MHC class 11 alleles.

Research Design and Methods. The DR8-bound peptides were eluted from an HLA-DR
homozygous lymphoblastoid cell line. Characterization of the repertoire was done by peptide
sequencing using a LTQ ion trap mass spectrometer coupled to a multidimensional liquid
chromatography system. The software SEQUEST was used to determine the peptide sequences
from the MS/MS data.

Results. A total of 486 natural HLA-DR8 peptide ligands were identified that permitted the
definition of the HLA-DRS8 binding motif by analyzing the data on the bases of serial alignments
of all possible cores. The DR8 motif showed a strong similarity to the peptide binding motifs of
DQ8 and I-A%. Some DR8 peptides were identical to peptides previously identified as DQ8- or I-
AY ligands.

Conclusions. The data show that DR8 is likely the susceptibility molecule of the DRB1*0801
(DR8)-DQA1*0401/DQB1*0402 (DQ4) haplotype, since, like other MHC class Il T1D-
associated alleles HLA-DQ8 and mouse I-AY, preferentially bind peptides with an acidic residue

at position P9 of the binding core, indicating possible sharing of their repertoires.
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MHC class Il (human HLA-II) molecules are transmembrane glycoproteins that bind mostly
exogenous peptides to be presented to CD4" T lymphocytes and are composed of an o and a
chain, where a is essentially monomorphic, but the B chain is highly polymorphic.

Peptides bound to MHC-II are of variable length and interact with different pockets within the
binding groove of the molecule. These pockets contain most polymorphic residues, making
different alleles to bind a specific group of residues in each pocket (1). Peptides bind with the
corresponding pocket residues of the binding groove, via specific interactions of the core residues
at relative positions P1, 4, 6 and 9 (anchor residues). For every MHC class |1 allele, each pocket
has a specificity for different residues, determining the binding affinity of the peptides (2).
HLA-DR8 has been associated with the susceptibility to some autoimmune diseases (3-5) and the
DRB1*0801 (DR8)-DQA1*0401/DQB1*0402 (DQ4) haplotype is after the high-risk DR3 and
DR4 the next most predisposing haplotype to type 1 diabetes (T1D) (6). The major susceptibility
alleles are HLA-DQ2 and DQ8, of the DR3 and DR4 haplotypes, respectively, as well as their
homologous in NOD mice I-A% (7; 8). The mouse I-AY and the human DQ2 and DQ8
diabetogenic class 1l MHC molecules all share the expression of a non-Asp amino acid at
position 57 of the beta chain, whereas most other MHC class Il alleles contain a conserved Asp
residue at this position (9). The absence of Asp at 357 is related to the preference of these alleles
for the binding of acid residues in the P9 pocket (10-13). This common feature, known to be
involved in clinical disease (14; 15), is also found in HLA-DRS, with Ser at 57 but not in the
DQ4 (DQA1*0401/DQB1*0402) molecule of the DR8 haplotype, that has an Asp at 357.

The crystal structure of 1-AY" (16), DQ8 (17) and DQ2 (18), together with peptide binding data
and studies of naturally processed peptides selected by these T1D associated molecules (12; 19),
permitted the description of the peptide binding motifs for these alleles. However, the HLA-DR8

peptide repertoire has only been partially described (20) and the binding motif remains unknown.
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In the present report, we define the DR8 peptide binding motif from the analysis of 486 unique
natural ligands, that are the physiological products of antigen processing and presentation (11).
Knowing if a peptide would bind to a specific MHC molecule is useful for vaccine or antigen-
specific therapy development to rapidly point those most likely MHC-binding peptides and to
screen out those peptides that won’t bind. Similar to other diabetogenic class Il molecules, the
main feature of the HLA-DRS8 peptide binding motif is that it binds peptides with acidic residues

at the P9 pocket.

RESEARCH DESIGN AND METHODS:

Cell lines and antibodies. FN86 is a HLA-DR8 homozygous lymphoblastoid cell line. It was
generated in our laboratory by Epstein-Barr virus transformation of B lymphocytes from fresh
blood of a DRB1*0801 homozygous donor, following standard procedure (21). The complete
HLA typing for the FN86 cells was: HLA-A*0301,*1101; B*0702,*4402; Cw*0102,*0702;
DRB1*0801; DQB1*0402. Transformed cells were grown in roller bottles in RPMI (Sigma-
Aldrich, ST Louis, MO) with 10% fetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA), washed twice
in cold phosphate buffered saline, and stored as frozen pellets at -80°C until use.

Anti-HLA-DRB mouse 1gG2b mAb B8.11.2 (kindly provided by Dr F. Koning,
Immunohaematology Dept, Leiden University, The Netherlands), was used for affinity

chromatography.

Immunoaffinity purification of HLA-DR-peptide complexes. Peptide-HLA-DR complexes were
purified as described (22; 23), with some modifications. Briefly, 10° cells were lysed in 50mM
TrisHCI pH 7.6, 150mM NaCl, 0.5% Nonidet P40 (Surfact-Amps NP40) with protease inhibitors
(Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche Diagnostics, Germany) at 4°C for 1 hour. Lysates

were centrifuged for 15 minutes at 1,500g, and supernatants ultracentrifuged for 1 hour at
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100,000g and precleared using Tris-blocked sepharose beads. HLA-11-peptide complexes from
the lysate were purified by affinity chromatography using 1ml sepharose bead columns with 5 mg
purified mAb B8.11.3.

HLA-II-peptide complexes were eluted with trifluoroacetic acid (TFA) 0.1%, following standard
procedures (24). Eluted class Il-peptide mixtures were spun through 10,000 Da cut-off

ultrafiltration filters (Centriprep 10; Amicon, Beverly, MA) and collected from the flow-through.

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MSn) Analysis. Samples were evaporated to
dryness, redissolved in 1 ml 1% TFA and desalted using C18 solid phase extraction cartridges (3
ml, 15 mg support, Varian, Lake Forest, USA). The desalted mixtures were concentrated to 5 pl
and diluted to 40 pl with 1% formic acid. Samples were analyzed by multidimensional liquid
chromatography electrospray tandem mass spectrometry (MDLC-pESI-ITMS/MS), using a
linear LTQ ion trap equipped with a microESI ion source (ThermoFisher, San Jose, CA). Peptide
separations were performed on an Agilent 1200 HPLC system composed of a capillary pump, a
binary pump, a thermostated microinjector and a microswitch valve. An ion exchange Zorbax
Bio-SCX 11 column (3.5 um, 35 x 3 mm) was used for the first LC dimension. Absorbed peptides
were eluted using seven salt steps of 0, 10, 25, 50, 100, 500 and 2000 mM ammonium acetate. A
Zorbax 300SB-C18 preconcentration cartridge (5 pum, 5x0.3 mm, Agilent Technologies,
Barcelona, Spain) was used to concentrate and desalt each peptide fraction prior to the second
LC dimension. Capillary reversed-phase liquid chromatography was performed using a 10-cm
long, 150-um i.d. Vydac C18 column (Vydac, IL, USA). Separation was done at 1 pl/min using
a linear acetonitrile gradient from 3 to 40% in 120 minutes (solvent A: 0.1% formic acid, solvent
B: acetonitrile with 0.1% formic acid). The scan range for full MS was m/z 400-2000. A full

scan followed by 8 MS/MS for the most abundant signals were acquired using the automatic
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data-dependent mode of the instrument. In order to minimize the redundant selection of

precursor ions, dynamic exclusion was set to 1 MS/MS scan for each time window of 5 min.

Database search. MS/MS fragmentation spectra were searched using SEQUEST (Bioworks
v3.3, ThermoFisher, San Jose, CA) against a combined target/decoy database consisting of the
Human UniProt database (SwissProt release 08/04/2008), to which its reversed or pseudo
reversed copy was appended. The decoy database was constructed by reversing the sequence of
the proteins in the human SwissProt databases. Search parameters were: peptide mass tolerance,
2 Da; fragment tolerance, 0.8 Da; no enzyme restriction; static modifications,
carbamidomethylated cysteine (+57 Da); dynamic modifications, methionine oxidation (+16
Da). Correct peptide sequence identifications were evaluated using both the Xcorr score from
SEQUEST and the D value, which was calculated as described (25). Correct identifications were

those with scores within the area defining a false discovery rate (FDR) of less than 1%.

Matrix generation. The core sequences of the peptides were identified using the software
program Motifs 09, created by Dr. Joaquin Abian (software available online at

http://code.google.com/p/mhc-laia-motifs/). Fixing the amino acids at P1 (based on the similarity

of the P1 pocket of most DR alleles), the software identified all the possible cores within the
peptide list. The aligned core sequences generated a 20x9 matrix with the percentage of every
amino acid at each position. A statistical analysis was then performed as previously described
(26). Briefly, the frequency of each amino acid residue in a given peptide position was
normalized against the mean frequency of that residue among human proteins

(http://www.ebi.ac.uk/integr8/StatsAminoPage.do?orgProteomeld=25), using the chi-square test

with Yates’ correction. Bonferroni correction (P value x 20) was then applied. P values of less

than 0.01 before and after correction were considered significant.
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Modeling of HLA-DR8 with human peptide IFTVYGLLDKAQDLFG. The interaction between
HLA-DQ8 and the melanotransferrin 635-650 peptide (IFTVYGLLDKAQDLFG) was modeled
by means of the software Modeller (27), using as template the crystal structure of H-2I-A°
complexed with the CLIP (PVSKMRMATPLLMQA) peptide (1muj) (28). Our peptide sequence
was generated by single residue substitutions of the CLIP sequence (29) and then its interaction
with the peptide binding groove of HLA-DR8 was simulated. The quality of the resultant
complexes was then evaluated with the Verify3d program (30). The best solution of a docking
performed with ArgusLab 4.0.1 (Mark A. Thompson, Planaria Software LLC, Seattle, WA.

www.arguslab.com) was selected according to the interaction energy. The detailed interactions of

the modeled complex and the original template (1muj) were directly calculated using PIC (31).
At the end, both interaction tables were compared to assure the reliability of the model. Graphical
representation of the complex was done using the Chimera software (32) and the electrostatic

potential surface of the DR8 molecule was generated by APBS (33).

RESULTS

Description of the repertoire of peptides bound to HLA-DR8 (DRA1*0101/B1*0801). Analysis of
the DR8 peptide repertoire was done by sequencing of the bound peptides by MDLC-uESI-
ITMS/MS, using a LTQ ion trap mass spectrometer. Over 40,000 MS/MS spectra were acquired
from 2 samples and the data were searched against a protein target/decoy human database (25).
The target/decoy strategy is based on the principle that incorrect matches have an equal
probability of being derived from either the target or the decoy database (34; 35). In contrast,
spectra with relevant sequence information will match their corresponding sequence in the target
database but not in the decoy database. As quality control, manual checking of at least one

spectrum from each peptide family and all single spectra was done, after which a total of 486
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different natural DR8 ligands were identified (see Table 1, supplementary Table). Most peptides
were present as “peptide families” or “nested sets”, where all the members share a common
sequence with varying flanking residues along the C- and the N-termini, as is usual for MHC
class Il peptides (4; 35). Thus, peptides eluted from DR8 were grouped into 230 different sets, of
which 124 were composed by a single peptide and 106 contained 2-34 different peptides. The
peptide size showed a normal distribution (figure 1) with sizes ranging from 9 to 43 amino acid
length, most (88.7%) within the standard class Il size range, 12 to 22 aa (20; 36). Peptides
derived from 192 different proteins localized to several cell compartments. To avoid redundancy,
the most common localization was assigned to peptides belonging to several compartments. As
expected, the proteins followed a pattern common to other B cell line repertoires (24; 37), most
were exogenous, membrane proteins or residents of the endocytic pathway, but there were also a
significant number of proteins from the cytosol (30.7%), as well as the nucleus and other cellular

organelles (figure 1).

Definition of the HLA-DR8 binding motif. Our method to predict the DR8 binding motif was
based on the hypothesis that the different pockets are independent from the rest of the peptide
binding groove (38; 39). Thus, once the binding affinity of a pocket has been determined, this can
be common to other HLA-DR alleles as long as identical residues contribute to the pocket (37;
38).

As shown in figure 2, the B1 domain sequences of HLA-DR8 and -DR1 differ in 15 residues,
none in the region where position 1 (P1) of the peptide is anchored. Consequently, peptides
bound to DR1 and DR8 should contain the same aromatic or hydrophobic residues at P1 (Tyr,
Phe, Trp, Leu, Ile, Ala, Val or Met)

(http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/FindYourMotif.ntm). Thus we defined the

peptide cores assigning an aromatic or hydrophobic residue to P1 so that, depending on the
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number of these residues and on the sequence length, each peptide could have different cores.
According to this model, only 4/228 sequences analyzed did not have a permitted P1 residue.

A frequency analysis of the amino acid residues occupying each of the 9 core positions was
performed, defining a frequency matrix that included all possible cores for each sequence without
repeated sequences. Thus from 486 peptides, 228 different central sequences were defined
(always using the common sequence within a family of peptides). From these central sequences,
789 different P1-P9 cores (nonamers) were obtained to build the frequency matrix. This
experimental frequency was normalized over the mean frequency of the same residue among
human proteins.

This first matrix showed a clear preference for acid residues in P9 (28% of the nonamers) (see
supplementary figure 1). Therefore, when more than one core was defined for a single sequence
and only one had Asp or Glu at P9, this was selected and a new matrix was generated, limiting
the number of nonamers to 512. A clear preference for Lys in position P6 or P4 was then
observed, and cores with this feature were then selected in peptides with more than one core, to
produce a new matrix. The remaining multiple-core peptides were then narrowed down on the
basis of their best match to the previous matrix. At the end, a final matrix was generated with one
possible core for each sequence (figure 3).

Figure 4 shows the frequency of each amino acid residue for each position and their relative
increase or decrease respect to their abundance in the human proteome. The data showed that the
main significantly increased frequencies corresponded to positions P1, P4, P6 and P9. P1 was
mainly occupied by Phe and Tyr (7.2 and 10-fold increase), Lys was preferred in P4 and P6 (3.6
and 4.3-fold increase), and Asp and Glu in P9 (9.3 and 3.8-fold increase). In addition, some
residues were increased in other positions: lle was increased 2.2-fold in P3 and Ala in P7 (2.5-
fold increase), indicating preferred residues for non anchor positions. Some amino acids were

significantly decreased such as Ser in P4, Leu in P6 and Ala, Lys and Leu in P9. Residues only
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significantly increased before Bonferroni correction (figure 3) were considered secondary
residues.

Our results also showed that the main restrictive position of the DR8 binding groove was the
pocket that harbored the P9 residue. Of the total sequences analyzed, 71% had a core with the
correct P1 and an acidic residue at P9, as observed for other T1D-associated MHC alleles, 1-AY’
(10) and DQ8 (12). As for 1-AY” and DQ8, this pocket also accepted Gln, Asn and Gly (12; 38).
The decrease of Arg, Lys and Pro at P9 confirmed previous data for non-Asp 57 alleles (38),
suggesting that these amino acids at P9 would negatively interfere on the peptide binding to DRS.
An interesting result concerned positions P4 and P6, with a clear preference for Lys: 46% of the
peptides had Lys in P4 or P6. Of these, 45% (21% of the total) had Lys at P4 and 55% (25% of
the total) had Lys at P6. Interestingly, the presence of Lys at one of the two positions excluded
the presence of Lys at the other position: no peptide with Lys at both P4 and P6 was identified.
Modeling results. Figure 5 shows the model of DR8 complexed with the melanotransferrin
peptide (IFTVYGLLDKAQDLF). This peptide was selected because it was relatively small,
fitted the DR8 binding motif (Tyr at P1, Leu at P4, Lys at P6 and Asp at P9) and should therefore
be a good binder.

A docking was performed to automatically calculate the possible unions of DR8 with the peptide,
confirming our hypothesis, i.e. the most stable union that localized the peptide inside the binding
groove had the predicted P1-P9 residues.

The interactions between the peptide and the DR8 molecule where calculated with the PIC
(protein interaction calculator) software. Hydrogen bonds were detected but not enough to
stabilize the binding. Other hydrophobic and ionic interactions were also detected that would

maintain the peptide bound (data not shown).
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DISCUSSION

This study provides the first characterization of the peptide binding motif for HLA-DRS8
(DRA1*0101/DRB1*0801), part of an HLA haplotype associated to susceptibility to T1D
(DRB1*0801(DR8)-DQA1*0401/DQB1*0402(DQ4)). Although it has not been established
which of the alleles gives susceptibility to this haplotype, our results suggest that rather than
DQ4, the most likely is DR8. Indeed the HLA-DRS8 sequence contains a structural feature
common to other T1D-associated human (DQ8, DQ2) or mouse (I-A%) alleles, the absence of
Asp at position 57 of the 3 chain, not found in the DQ4 molecule. In addition, the results show a
striking similarity between the peptide binding motif for HLA-DR8 and that of the other T1D
alleles, the dominance of acidic residues at the P9 position of the peptide core. This feature is
also absent from the HLA-DQ4 peptide binding motif (40).

An immortalized homozygous HLA-DRS8 cell line carrying the T1D-associated haplotype HLA-
DR8-DQ4 (6) was used for the analysis. There is little information about peptides binding DR8
and no solid information about the peptide binding motif. So far only 50 sequences including
nested set groups (20) and two T cell epitopes have been published (41; 42). The use of naturally
processed peptides instead of synthetic peptides or phage display libraries for the identification of
peptide binding motifs to MHC Il molecules has the main advantage that the peptides had been
selected by the antigen presenting cells during the antigen processing, where a number of cellular
events influence peptide selection (43). We sequenced 486 unique naturally processed DR8-
bound peptides by MDLC-UESI-ITMS/MS. As expected, most proteins generating the ligands
were from membrane compartments, including plasma membrane, Golgi apparatus, endosomes,
lysosomes, endoplasmic reticulum, and secretion vesicles. Several peptides arose from cytosolic
proteins, consistent with previous findings for other alleles (24; 37).

Despite the high polymorphism of the B chain of the MHC class Il molecules, the region

comprising p81-f92 is common between most HLA-DR alleles, including DR8. This region
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forms the pocket where position P1 of the peptide is anchored, permitting the assumption that
DR8 will bind hydrophobic and uncharged residues in this position, as all alleles sharing this
region do. All but 4 of the sequences contained at least 1 hydrophobic or aromatic residue that
could be selected as P1. Thus, this feature was used to define the peptide core, as in the previous
definition of the peptide binding motif of RA-associated HLA-DR10 (37).

Class Il molecules have a dimorphism that has been conserved through evolution, defined by the
presence or absence of Asp at position 57 of the DR or DQ f chain. This dimorphism has been
demonstrated to play a major role in the molecule’s binding to particular peptides, showing a
preference for acid residues in P9 by non-Asp57 alleles, including DR8 (44). Three of the T1D-
associated alleles in mice and human, H-21-AY, DQ2 and DQ8, share this polymorphism, with
Ser or Ala substituting Asp at B57, as in HLA-DR8 (see supplementary table 2). Thus, the
characteristics of the P9 pocket of DR8, DQ8 and its mouse homolog 1-A? are similar and, as a
consequence, all preferentially bind peptides with acidic residues at this position. As for DQ8 and
I-AY, no positively charged amino acids at P9 were found in the DR8 peptides. HLA-DQ?2, also
associated to T1D, contains a highly positively charged binding groove where acid residues are
favored not only at P9 but at virtually all positions (19). On the other hand, the DQ4 molecule
(DQA*0401/DQB*0402) of the DR8 haplotype has Aspp57, so we can assume that it will not
have acid residue preference at P9, so the susceptibility to T1D of the DR8-DQ4 haplotype is
likely given by the DR molecule. Another interesting feature of the DR8 binding motif was the
preference for Lys at the P4 or P6 positions, not shared by other T1D associated alleles. The
preference was however restricted, since the presence of Lys in one of the positions appeared to
prevent the location of the same amino acid in the other. Thus, only one Lys was allowed in the
center of the groove, relating pockets 4 and 6. In a previous report, the binding affinity of
peptides to DQ8 was shown to be decreased if there was a Lys in position 6 or 4 (12) indicating

that this is a specific feature of DR8 peptides that may limit a possible repertoire sharing.
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MHC accounts for approximately 50% of the familiar risk for T1D (45). The identity of the 357
residue is important both for disease susceptibility and protection: Ala, Ser or Val at B57 defines
predisposing alleles such as DQ2, DQ8, I-A%” and DR8, whereas Asp is found in protective allele
DQ6. The structural explanation for the importance of 357 was obtained from the crystal
structure of I-A* and 1-A% where it was shown that Asp at 57 forms a salt bridge with an Arg at
position 76 of the a chain (homologous to position 79 on the DQ o chain). This interaction was
important for stabilizing the of3 chain complex and contributed to the integrity of the class 1l
peptide-binding groove (46). The absence of Asp at 357 resulted in the loss of the f57-a76 salt
bridge, modifying the hydrogen bond network. Without the acid residue, the Arg at o.76 shifted
slightly to form a hydrogen bond with Leu at 353 and Ser at 357 via a buried water molecule.
The result was the formation of a wider P9 pocket, permitting greater lateral freedom to the side
chain of peptide residues. The lack of Asp57 not only gives the potential to interact with peptides
containing acidic residues at P9, but also with TCRs with a negatively charged CDR3[ loop (47).
The relationship between DR8 and these alleles was further confirmed by the analysis of DR8
peptides and their theoretical capacity to binding DQ8, 1-A%” and also DQ2, using the MHC2Pred
tool for prediction of promiscuous MHC class ] binders

(http://www.imtech.res.in/cgibin/mhc2pred/mhc2pred.p). Of 216 sequences analyzed, 59 and

51%, respectively, were potential good binders to DQ8 and I-Ag7, using a very stringent
threshold of 1. No theoretical binding of any peptide to DQ2 was found (data not shown). In
addition, we analyzed a number (n=30) of well defined peptides from T1D autoantigens GADG65,
HSP60, Proinsulin and ICAB9, restricted by 1-A%, DQ8 and DR4 (B1*0401). Half the peptides
(15/30), including 6/12 restricted by DR4, showed a perfect fitting to the DR8 motif (see
supplementary table 2). On the other hand, some of the peptides isolated from DR8 had

previously been identified as DQ8 or I-A% ligands (5/486, see Table 1, supplementary data).
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The polymorphism at B57 applies both to DR, DQ and mouse Class Il beta chains, but its
relationship to T1D risk in humans is more evident within the DQ allele series. A dose effect of
this polymorphism in relation to the risk of T1D has not been established, although the highest
association corresponds to a haplotype without Asp57 in both DR and DQ chains
(DRB1*0405/DQA1*0301-DQB1*0302) (6) and the highest protection to the DR15 haplotypes,
with Asp57 in both DR and DQ B chains (DRB1*15/DQA1*0102-DQB1*06). However, the
presence of only one DQ allele lacking Asp57 appears to be enough for susceptibility, as it is the
case for DR3 and the other associated DR4 haplotypes (see supplementary table 2). In addition,
two protective haplotypes (DRB1*0701/DQA1*0201-DQB1*0303 and
DRB1*1401/DQA1*0101-DQB1*0503) carry a non-Asp DR and an Asp DQ. The HLA-DRS8
haplotype associated with the disease, DR8-DQ4, behaves differently. Here, the absence of Asp
at position 57 of the DR molecule appears to be sufficient for disease risk. The relative
importance of DR vs. DQ for peptide presentation in each haplotype is not known, but the two
non-Asp protective DR alleles have a totally different P9 pocket, whereas the DR8 P9 pocket is
virtually identical to DQ8. Therefore, the specific sequence of peptides bound to these molecules
appear to have a very important role in defining the disease risk, resulting from the unique
capacity of some non-Asp DQ and DR alleles to bind peptides with such highly specific sequence
motif. No other structural evidence common to risk haplotypes and absent in protective ones was
found within P9 pocket residues.

These data stress the importance of the peptides presented by Class Il molecules in autoimmune
disease associations and suggest that the same peptides could be presented by the different T1D

associated alleles to be recognized by disease-related T cells.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Localization and size analysis of peptides sequenced from a homozygous DR8 cell
line. (A) Peptide size (aa number) distribution of all peptides; (B) Cellular distribution of the
peptides’ source proteins, according to their processing pathway, E: endocytic pathway (black
bars); C: cytosolic pathway (empty bars); (C) Each of the two groups on B were separated,
according to their intracellular localization. Black bars, E peptides; empty bars, C peptides. M,
cellular membrane; Lys/End, lysosomes or endososomes; E, exogenous; EM, extracellular

matrix; g, Golgi; C, cytosol; mit, mitcondria; ER, endoplasmic reticulum; N, nuclear.

Figure 2: A) Sequence comparison of the p1 domains of HLA-DRB1*0101 and *0801.
Variable residues are shown for the DR8 sequence and amino acids participating in each of the
peptide binding pockets are shown in colors: P1 (red), P4 (orange), P6 (green) and P9 (blue). B)
Ribbon representation of the DR8 molecule. Backbone structure in green and localization of
the residues in the peptide binding groove that harbors the P1 (red), P4 (orange), P6 (green) and

P9 (blue) positions of the peptide.

Figure 3: Peptide binding motif of DR8 (A) Final matrix (see text); (B) Schematic
representation of the percentage of each amino acid in each P1 to P9 positions, normalized
against the frequency of each residue in the human proteome; (C) DR8 peptide binding motif.
Main anchor residues were those significantly increased after Bonferroni correction. Also shown

are secondary residues, significantly increased only before Bonferroni correction.
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Figure 4. Description of the HLA-DRS8 peptide anchor motif. For each of the peptide core
positions (P), the percent frequency of each amino acid (residue frequency [RF]) was calculated.
Normalized values were calculated as the number of times that each RF was increased or
decreased relative to the mean frequency of the corresponding residue among human proteins
(deviation from the mean in the proteome [DMP]). DMP values are also presented as histograms.
Green bars show DMP values that were significantly increased or red bars decreased (P 0.01)
after Bonferroni correction, light green bars show DMP values that were significantly increased

before, but not after, the correction, and black bars show non significant DMP values.

Figure 5: Model of DR8 with the melanotransferrin peptide IFTVYGLLDKAQDLF. A)
Electrostatic potential surface of DR8 (red region, negative; blue region positive) with the
melanotransferrin peptide IFTVYGLLDKAQDLF (magenta). Underlined, the anchor residues.
B) Putative hydrogen-bonding network (orange) between the peptide (magenta) and the residues

composing the peptide binding groove of HLA-DRS.
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Figure 2:
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AT5F1_HUMAN ATP synthase subunit b, mitochondrial
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ATP5I_HUMAN ATP synthase subunit e, mitochondrial
ATP5I_HUMAN ATP synthase subunit e, mitochondrial
ATP5L_HUMAN ATP synthase subunit g, mitochondrial
ATP5L_HUMAN ATP synthase subunit g, mitochondrial
ATPB_HUMAN ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATPD_HUMAN ATP synthase subunit delta, mitochondrial
ATPO_HUMAN ATP synthase subunit O, mitochondrial
ATPO_HUMAN ATP synthase subunit O, mitochondrial
B2MG_HUMAN Beta-2-microglobulin
B2MG_HUMAN Beta-2-microglobulin
B2MG_HUMAN Beta-2-microglobulin
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CD19_HUMAN B-lymphocyte antigen CD19
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CD97_HUMAN CD97 antigen

CD97_HUMAN CD97 antigen

CEGT_HUMAN Ceramide glucosyltransferase

CHSTB_HUMAN Carbohydrate sulfotransferase 11
COX5B_HUMAN Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial
COX7C_HUMAN Cytochrome ¢ oxidase subunit 7C, mitochondrial
COX7C_HUMAN Cytochrome ¢ oxidase subunit 7C, mitochondrial
COX7C_HUMAN Cytochrome c oxidase subunit 7C, mitochondrial
CPSF5_HUMAN Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5
CR019_HUMAN Uncharacterized protein C180rf19
DLDH_HUMAN Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
DLDH_HUMAN Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
DOCK2_HUMAN Dedicator of cytokinesis protein 2
DSC3_HUMAN Desmocollin-3

DSC3_HUMAN Desmocollin-3

DSC3_HUMAN Desmocollin-3

DSC3_HUMAN Desmocollin-3

DYN2_HUMAN Dynamin-2

ECE1_HUMAN Endothelin-converting enzyme 1

ECE1_HUMAN Endothelin-converting enzyme 1

ECE1_HUMAN Endothelin-converting enzyme 1

ECE1_HUMAN Endothelin-converting enzyme 1

ECE1_HUMAN Endothelin-converting enzyme 1

EF1B_HUMAN Elongation factor 1-beta

EF1B_HUMAN Elongation factor 1-beta

EF1B_HUMAN Elongation factor 1-beta

EF1B_HUMAN Elongation factor 1-beta

EF1B_HUMAN Elongation factor 1-beta

EFR3A_HUMAN Protein EFR3 homolog A

EHD1_HUMAN EH domain-containing protein 1
ENO1B_HUMAN Alpha-enolase, lung specific

ENOA_HUMAN Alpha-enolase

ENOA_HUMAN Alpha-enolase

ENOA_HUMAN Alpha-enolase

ENPL_HUMAN Endoplasmin

ENPL_HUMAN Endoplasmin

ENPL_HUMAN Endoplasmin

1612.92
1768.95
1670.82
1663.76
1902.87
1622.97
2132.20
2531.26
2308.20
2531.37
1202.65
1372.76
1688.96
2225.12
2110.09
1590.81
1903.98
2650.40
1744.91
1758.89
1720.94
1859.94
1548.85
1401.77
1630.84
2471.25
2770.39
3530.73
1898.94
1769.01
2180.05
1486.67
1670.75
1826.86
2042.98
1551.73
1779.83

-1.226
0.43
-0.127
0.069
0.24
-0.38
0.15
0.25
0.68
-0.88
0.01
-0.14
-0.659
-1.481
0.40
-0.52
0.36
0.89
-1.127
-0.119
-0.283
0.52
-0.46
0.16
0.22
-1.15
-1.47
131
0.43
-0.64
-0.68
0.609
0.541
0.45
1.122
-0.014
0.003
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EVTIQNVIKLVDEL
IQNVIKLVDELMEAPG
IAEDYFMAKAIADRG
FPTYAKSTRTTDEmM
ASGGGVPTDEEQATGLERE
ATPFLVVRHQLLKT
FGSAFATPFLVVRHQLLKT
SHYEEGPGKNLPFSVENKWSLL
YDNAPGYGPIISSLPQLLSRF
IGLPDSVVSILKNSQSGNALTAYAL
GPGGYVAAIKAAQ
GPGGYVAAIKAAQLG
SVENFVNLVKGLLEK
HPSTGVITTVSHYLDREVVD
HPSTGVITTVSHYLDREVV
TGVITTVSHYLDRE
TGVITTVSHYLDREVVD
IDLPGITKVPVGDQPPDIEYQIKD
EELIYHKVTAAELQT
DEELIYHKVTAAELQ
ATEIILEIKKAFEES
DEELIYHKVTAAELQT
EIILEIKKAFEES
GFGDLKSPAGLQVL
GFGDLKSPAGLQVLND
GFGDLKSPAGLQVLNDYLADKSY
GFGDLKSPAGLQVLNDYLADKSYIEG
GFGDLKSPAGLQVLNDYLADKSYIEGYVPSQAD
EEITFEALKKAIDTSGm
ANHLIKVKLEGHELPA
SPDDPSRYISPDQLADLYK
SGKYDLDFKSPDD
SGKYDLDFKSPDDPS
SGKYDLDFKSPDDPSR
FPIYVWSSKTETVEEPM
KAFYKSFSKESDD
KAFYKSFSKESDDPM

1.01E-07
3.46E-02
1.71E-09
1.27E-08
1.73E-04
4.32E-07
3.28E-07
1.02E-04
2.04E-09
1.16E-06
5.47E-04
6.85E-09
3.27E-07
8.18E-05
6.70E-09
2.06E-05
4.68E-09
9.53E-09
2.66E-05
1.09E-06
4.00E-06
4.40E-07
8.17E-06
5.55E-03
4.22E-05
1.05E-05
2.79E-05
1.30E-08
6.36E-03
9.99E-01
4.05E-06
7.13E-04
5.20E-06
7.01E-04
4.09E-05
1.64E-04
4.18E-11

3.17
3.041
2.73
2.59
4.017
3.649
3.598
4.135
3.669
4.165
3.464
4.029
3.16
3.00
3.806
3.138
3.070
3.968
3.57
3.97
2.98
3.417
3.520
2.980
4.187
3.940
3.208
3.936
3.487
4.250
3.335
2.67
3.56
3.415
3.04
2.37
3.05

0.21
0.3
0.24
0.28
0.4
0.3
0.2
0.3
0.4
0.4
0.2
0.3
0.12
0.36
0.4
0.3
0.3
0.3
0.32
0.29
0.16
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.4
0.2
0.2
0.3
0.29
0.42
0.3
0.26
0.26
0.38

658.38
603
1166.28
420.46
812

539

556
1469
445
1103
1317
1831
1219.47
749.67
602
1043
483

926
589.04
1361.83
945.56
1075
1096
1208
1733
771

527

432

460

590

205
1127.08
1008.53
1474
1279.99
287.83
689.41

17/26
19/30
19/28
16/26
23/36
16/26
18/36
33/84
18/40
22/48
18/24
21/28
18/28
28/76
26/72
18/26
18/32
33/92
18/28
20/28
16/28
19/30
17124
19/26
20/30
30/88
30/100
32/128
18/32
20/30
14/36
17/24
20/28
21/30
23/32
15/24
20/28

3.91
4.8
3.89
4.08
6.2
5.0
43
5.1
52
5.8
4.8
5.7
3.30
4.30
5.6
52
4.4
4.7
5.04
5.42
3.50
3.9
4.7
4.6
5.7
52
4.8
5.0
42
5.4
4.7
4.20
5.93
4.5
391
3.78
5.32



2426
2125
967

1681
4173
2160
2428
900

1873
815

1780
2013
2002
711

1108
2931
1566
3114
1669
1798
1783
1365
1085
2605
2978
2569
2696
2805
2668
3097
3488
3400
3839
2072
2808
3503
3426

ENPL_HUMAN Endoplasmin
ENPL_HUMAN Endoplasmin

ENTP1_HUMAN Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1

ERP29_HUMAN Endoplasmic reticulum protein ERp29
F1142_HUMAN Protein FAM114A2

F134C_HUMAN Protein FAM134C

F134C_HUMAN Protein FAM134C

FAIM3_HUMAN Fas apoptotic inhibitory molecule 3

FCG2B_HUMAN Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor 11-b

FLOT1_HUMAN Flotillin-1
FLOT1_HUMAN Flotillin-1
FLOT1_HUMAN Flotillin-1
FLOT1_HUMAN Flotillin-1

FLVC1_HUMAN Feline leukemia virus subgroup C receptor-related protein 1
FLVC1_HUMAN Feline leukemia virus subgroup C receptor-related protein 1

FOXK2_HUMAN Forkhead box protein K2
FRIH_HUMAN Ferritin heavy chain

FRIH_HUMAN Ferritin heavy chain

FUBP1_HUMAN Far upstream element-binding protein 1
FUBP1_HUMAN Far upstream element-binding protein 1
FUBP3_HUMAN Far upstream element-binding protein 3
FUBP3_HUMAN Far upstream element-binding protein 3
FUCO_HUMAN Tissue alpha-L-fucosidase

G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

2325.01
2209.98
1608.81
1950.98
2368.22
1756.81
1869.89
1794.03
1908.88
1698.80
1812.91
2026.02
1826.93
1697.85
1958.00
1568.77
1847.92
1463.75
2019.93
2183.00
1792.82
1645.76
1894.94
1527.71
1658.75
1745.78
1882.84
1298.64
1169.59
1963.88
2076.97
2295.04
2978.34
1299.60
1412.68
1963.88
2181.95

0.25
0.70
-0.199
-1.736
-1.58
1.03
0.06
-0.190
-0.56
0.036
-0.40
-0.54
0.39
0.950
-1.479
-1.62
-0.842
-0.76
0.26
0.20
0.19
1.05
0.005
0.39
0.07
0.70
-0.91
0.06
0.06
-0.03
1.10
-1.58
-0.83
0.29
0.24
0.00
0.50

DVGTDEEEETAKESTAEKDEL
VGTDEEEETAKESTAEKDEL
EHIHFIGKIQGSDAG
AEQYLKIMGKILDQGED

STISTAVQSTGKSVISGGLDALEF

DQSELSQLDPASSRSH
LDQSELSQLDPASSRSH
IKAEYKGRVTLKQYP
LmHPDALEEPDDQNRI
LSEIEMAKAQRDYE
AQRDYELKKAAYDIE
AQRDYELKKAAYDIEVN
RDYELKKAAYDIEVN
SPPEEYSYKKSIRN
SPPEEYSYKKSIRNLF
GSSGYKVGRVMPSDL
APESGLAEYLFDKHTLG
GLAEYLFDKHTLG
YAQTSPQGMPQHPPAPQGQ
YYAQTSPQGMPQHPPAPQGQ
FYGQTLGQAQAHSQEQ
YGQTLGQAQAHSQEQ
KTQHFVSAKTMPELYD
DNEFGYSNRVVDL
DNEFGYSNRVVDLM
DNEFGYSNRVVDLMA
DNEFGYSNRVVDLMAH
EFGYSNRVVDL
FGYSNRVVDL
ISWYDNEFGYSNRVVD
ISWYDNEFGYSNRVVDL
ISWYDNEFGYSNRVVDLMA

ISWYDNEFGYSNRVVDLMAHMASKE

NEFGYSNRVVD
NEFGYSNRVVDL
SWYDNEFGYSNRVVDL
SWYDNEFGYSNRVVDLmMA

3.27E-10
5.67E-03
1.00E+00
2.44E-07
3.00E-08
6.24E-11
2.84E-09
7.55E-11
1.81E-07
3.60E-03
1.33E-05
1.37E-10
1.48E-05
9.17E-05
5.07E-07
1.00E+00
4.40E-11
7.76E-05
4.07E-07
1.99E-13
2.42E-07
1.70E-04
6.04E-05
1.28E-04
2.08E-05
4.73E-06
7.58E-04
3.77E-02
6.45E-03
1.47E-09
1.16E-08
1.41E-05
4.83E-06
8.61E-04
4.83E-04
1.07E-09
2.11E-07

4.322
4.206
3.90

3.57

4.354
3.562
4.126
3.07

4.190
3.13

3.333
3.335
3.361
3.13

3.19

3.205
3.67

3.041
3.538
4.007
4.227
3.174
2.78

3.838
3.563
3.120
3.160
2.931
2.548
3.414
4.281
4.240
4.906
3.291
3.175
3.696
3.564

0.2
0.4
0.37
0.22
0.5
0.2
0.3
0.13
0.4
0.36
0.3
0.3
0.3
0.21
0.34
0.2
0.40
0.3
0.4
0.4
0.4
0.3
0.29
0.4
0.4
0.4
0.2
0.3
0.3
0.3
0.5
0.3
0.1
0.3
0.3
0.4
0.3

971
1003
931.68
1219.15
1236
981
682
415.45
998
227.55
762
633
889
321.70
715.93
346
985.61
615
624
641
1142
1165
750.38
960
942
1249
852
620
756
951
914
1112
768
541
720
1211
526
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23/40
31/76
17/28
21/32
26/46
22/30
20/32
18/28
21/30
15/26
18/28
17132
20/28
14/26
19/30
15/28
33/64
17/24
19/36
20/38
21/30
19/28
20/30
18/24
19/26
20/28
25/60
15/20
15/18
17/30
18/32
21/36
30/96
13/20
14122
19/30
17/34

4.7
55
5.77
3.94
7.2
4.4
5.7
3.41
6.4
5.25
5.0
4.7
51
3.78
4.61
3.9
5.59
51
5.7
6.1
6.7
4.9
4.28
6.6
6.1
5.0
45
4.9
4.5
4.9
6.7
5.7
4.2
45
45
6.0
4.7



2731
3287
3059
3257
2972
2040
2690
3242
2650
2505
1345
1747
1047
2347
4222
3990
1833
2291
1238
1533
2323
1721
1950
2065
4307
2742
3127
3722
4000
2298
2094
2541
2891
3940
3849
3853
3651

G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
GALT1_HUMAN Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 1

GALT1_HUMAN Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 1 acetylgalactosaminyltrans
GBF1_HUMAN Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchangefactor 1
GBRL2_HUMAN Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2

GLNA_HUMAN Glutamine synthetase

GLU2B_HUMAN Glucosidase 2 subunit beta

GNAI1_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein G(i), alpha-1 subunit
GOLI4_HUMAN Golgi integral membrane protein 4

GRN_HUMAN Granulins

GRP78_HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein

GRP78_HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein

GSLG1_HUMAN Golgi apparatus protein 1

H32_HUMAN Histone H3.2

HA22_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DQ(2) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class I histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class I histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class I histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class 11 histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA23_HUMAN HLA class 11 histocompatibility antigen, DQ(3) alpha chain
HA2Q_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha chain
HA2Q_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha chain
HA2Q_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha chain
HA2Q_HUMAN HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha chain

1763.77
1876.85
2023.89
2094.92
2231.98
1577.69
1690.77
1821.81
1908.84
2045.90
1462.74
2190.05
1839.96
2116.04
3446.91
2202.22
1554.71
2154.94
1557.85
1811.91
1084.59
1872.93
1914.00
1235.61
2016.97
1601.78
1870.88
3790.64
3937.71
1835.75
2207.88
2354.95
2518.01
1572.74
1735.80
1850.83
1978.92

0.61
0.47
-0.71
0.84
-0.56
-0.75
-1.16
0.53
-1.04
0.38
0.360
0.138
-1.046
-0.01
-0.78
-1.56
0.08
-1.87
0.017
0.137
-0.80
0.67
-0.69
-0.52
0.26
0.56
-0.61
-0.37
0.57
-1.14
0.19
-0.92
-1.35
-1.52
-0.57
-0.32
0.38

WYDNEFGYSNRVVD
WYDNEFGYSNRVVDL
WYDNEFGYSNRVVDLmM
WYDNEFGYSNRVVDLmMA
WYDNEFGYSNRVVDLmMAH
YDNEFGYSNRVVD
YDNEFGYSNRVVDL
YDNEFGYSNRVVDLM
YDNEFGYSNRVVDLmMA
YDNEFGYSNRVVDLmMAH
TGVFTTMEKAGAHL
LISWYDNEFGYSNRVVDL
LPAGDVLEPVQKPHEGPG
LPAGDVLEPVQKPHEGPGEmM
PIILNPALIEATSPVPLLATPRPTDPIPTSEVN
PSDITVAQFMWIIRKRIQ
LNETGDEPFQYKN
QTHPELDTDGDGALSEAEAQA
DAVTDVIIKNNLKD
EDFLVYKLEAQETLN
TFLARSPHVG
ESYAYSLKNQIGDKEK
SYAYSLKNQIGDKEKLG
WSYAAKVAPADG
RFQSSAVMALQEASEAYL
EDIVADHVASYGVNL
DGDEQFYVDLGRKETV

EDIVADHVASYGVNLYQSYGPSGQYTHEFDGDEQ
EDIVADHVASYGVNLYQSYGPSGQYTHEFDGDEQF

YQSYGPSGQYTHEFDG
YQSYGPSGQYTHEFDGDEQ
YQSYGPSGQY THEFDGDEQF
YQSYGPSGQYTHEFDGDEQFY
FHYLTFVPSAEDF
FHYLTFVPSAEDFY
FHYLTFVPSAEDFYD
KFHYLTFVPSAEDFYD

5.90E-11
1.57E-12
2.67E-11
2.70E-07
1.84E-04
3.60E-03
1.44E-08
2.87E-05
8.95E-08
3.52E-04
3.94E-04
2.17E-04
4.70E-09
1.09E-05
1.34E-06
2.01E-05
1.23E-04
2.10E-04
1.93E-05
6.88E-07
1.00E+00
2.67E-05
7.28E-04
5.90E-04
1.82E-05
1.30E-04
1.10E-11
4.66E-14
1.00E-30
7.36E-06
1.11E-14
2.32E-09
8.14E-04
7.54E-08
1.31E-09
8.77E-11
7.11E-14

3.798
4.225
4.239
3.915
3.721
3.231
3.892
3.697
4.307
3.439
2.82

3.10

3.70

3.918
5.084
3.574
3.730
4.145
3.21

3.45

2.507
3.546
3.029
2.710
3.547
3.139
3.573
7.356
7.519
2.952
4.793
4.866
3.568
3.272
3.445
4.101
4.090

0.4
0.3
0.4
0.4
0.2
0.2
0.4
0.2
0.5
0.2
0.38
0.22
0.34
0.4
0.4
0.3
0.3
0.4
0.25
0.24
0.4
0.2
0.3
0.3
0.4
0.3
0.4
0.6
0.6
0.3
0.5
0.4
0.3
0.4
0.3
0.4
0.4

1749
1079
894
1930
417
734
987
1205
929
458
390.84
1076.32
697.81
1093
977
811
1531
1234
1313.26
1980.36
422
651
682
1027
490
1673
741
2961
2882
586
1675
767
369
1127
666
852
1201
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21/26
18/28
19/30
24/32
18/34
16/24
18/26
20/28
19/30
17/32
16/26
19/34
20/34
33/76
36/128
27/68
19/24
24/40
19/26
22/28
13/18
19/30
25/64
18/22
17/34
22/28
18/30
46/132
47/136
16/30
23/36
17/38
14/40
20/24
19/26
20/28
24130

6.4
59
65
56
45
48
65
47
72
37
5.02
3.94
5.04
57
6.0
52
56
6.2
461
464
54
44
4.7
46
53
43
58
8.0
8.1
5.0
7.0
6.8
54
6.6
56
65
6.4



2204
4499
5138
1344
893

2215
2917
2572
2686
3175
2478
2288
2740
2732
1889
2170
2075
2362
2509
2973
2974
2906
3596
3330
3466
3802
1452
1061
4149
3198
3372
4327
2204
3041
1778
1045
1763

HCK_HUMAN Tyrosine-protein kinase HCK
HS71L_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1L
HS71L_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1L
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2
HSP7C_HUMAN Heat shock cognate 71 kDa protein
HYOU1_HUMAN Hypoxia up-regulated protein 1
HYOU1_HUMAN Hypoxia up-regulated protein 1
HYOU1_HUMAN Hypoxia up-regulated protein 1
ICAM1_HUMAN Intercellular adhesion molecule 1
IDUA_HUMAN Alpha-L-iduronidase

IFAG1_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
IFM1_HUMAN Interferon-induced transmembrane protein 1

IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region
IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region

IGSF8_HUMAN Immunoglobulin superfamily member 8

IL3RA_HUMAN Interleukin-3 receptor subunit alpha

1858.89
1858.92
1915.94
2291.07
1361.67
1476.70
1589.78
1646.80
1703.82
2209.99
1605.74
1775.84
1832.87
2076.94
1224.61
1474.75
1531.78
1718.82
1888.93
1945.95
2074.99
2190.02
2337.09
2452.12
2566.16
2948.55
1964.15
1441.83
2103.05
1928.00
1563.82
3336.68
1465.84
2313.07
1463.70
1552.85
1148.61

-0.342
-0.45
0.38
-1.657
-0.638
-1.79
-0.59
-0.75
-0.29
-1.48
-0.44
0.46
-0.62
-0.77
056
0.46
062
-0.49
0.46
-0.28
191
0.82
1.22
0.47
0.08
-1.99
-0.202
-1.230
-1.54
-051
0.62
-1.56
0.66
-0.13
-0.90
0.075
0.20

ERPTFEYIQSVLDDF
IDDGIFEVKATAGDTHLG
IDDGIFEVKATAGDTHLGG
TIEDGIFEVKSTAGDTHLGGED
GIFEVKSTAGDTH
DGIFEVKSTAGDTH
DGIFEVKSTAGDTHL
DGIFEVKSTAGDTHLG
DGIFEVKSTAGDTHLGG
DGIFEVKSTAGDTHLGGEDFD
EDGIFEVKSTAGDTH
EDGIFEVKSTAGDTHLG
EDGIFEVKSTAGDTHLGG
EDGIFEVKSTAGDTHLGGED
GIFEVKSTAGDT
GIFEVKSTAGDTHL
GIFEVKSTAGDTHLG
IEDGIFEVKSTAGDTH
IEDGIFEVKSTAGDTHLG
IEDGIFEVKSTAGDTHLGG
IEDGIFEVKSTAGDTHLGGE
IEDGIFEVKSTAGDTHLGGED
IEDGIFEVKSTAGDTHLGGEDF
IEDGIFEVKSTAGDTHLGGEDFD
IEDGIFEVKSTAGDTHLGGEDFDN
VVTVPAYFNDSQRQATKDAGTIAGLNVL
VPRVQEVLLKAVGKEELG
VQEVLLKAVGKEE
FERVPGPVQQALQSAEmMSL
FPAPNVILTKPEVSEGTE
PGPGLVYVTRYLDN
ESTPISRETGEPYRLSPEPTPLAEPILEVE
APPSTILPRSTVIN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
NNYKTTPPVLDSD
YAVFKSRVVAGEVQ
NPGTYTVQIR

3.94E-05
4.29E-13
6.82E-04
5.90E-05
8.27E-06
8.49E-10
2.18E-08
3.35E-04
3.76E-01
3.09E-05
9.08E-05
9.91E-06
1.13E-05
1.31E-04
5.63E-05
6.99E-03
1.30E-04
3.87E-06
4.56E-12
1.31E-08
1.05E-06
1.05E-09
6.09E-03
3.41E-11
1.00E-03
6.56E-07
2.34E-07
1.00E+00
1.33E-09
1.00E+00
1.00E+00
8.47E-01
6.32E-07
1.07E-05
2.11E-06
1.15E-09
8.91E-01

2.78

3.184
3.466
3.372
2.72

3.871
3.144
3.235
3.053
3.264
2.622
3.196
2.894
3.082
2.788
3.019
2.814
3.273
3.798
3.717
4.302
4.260
3.170
4.331
3.962
3.588
3.10

3.08

4.555
3.739
2.781
3.636
3.751
4.059
3.260
2.69

2.694

0.25
0.4
0.3
0.380
0.32
0.4
0.4
0.4
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.4
0.3
0.3
0.3
0.4
0.4
0.4
0.2
0.3
0.3
0.3
0.4
0.34
0.32
0.5
0.4
0.5
0.2
0.3
0.4
0.3
0.31
0.3

845.95
858
1113
878.8
1070.92
1926
1120
1120
574
519
841
1192
482
754
1666
1576
1558
841
1413
800
651
1071
606
1491
1059
727
385.51
224.03
1294
773
641
660
955
644
1162
1221.45
706

18/28
20/34
32/72
19/42
18/24
21/26
20/28
20/30
29/64
18/40
18/28
20/32
18/34
19/38
17/22
19/26
19/28
19/30
23/34
32/72
30/76
34/80
18/42
38/88
32/92
35/108
15/34
15/24
22136
19/34
17/26
28/116
18/26
20/40
19/24
20/26
16/18

3.98
53
46
4.66
452
6.8
5.4
58
42
5.0
46
49
43
43
52
48
43
52
54
57
6.4
44
45
49
45
55
477
450
72
5.9
57
42
55
6.0
54
4.43
48



1896
4434
4599
1032
3618
3475
3111
3546
3039
1758
1183
3593
3455
3527
3619 - 3620
3601
3575
4345
2116
2270
1308
2838
1926
4256 - 4257
4132
2089
4178
3199
1523
3799
2794
3863
3789
4300
3759
3635
2045

IMA4_HUMAN Importin subunit alpha-4

IMA4_HUMAN Importin subunit alpha-4

IMB1_HUMAN Importin subunit beta-1

IMB3_HUMAN Importin subunit beta-3

INGR1_HUMAN Interferon-gamma receptor alpha chain
INGR1_HUMAN Interferon-gamma receptor alpha chain
IQGA1_HUMAN Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
ITCH_HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase ltchy homolog
K1109_HUMAN Uncharacterized protein KIAA1109
KAD4_HUMAN Adenylate kinase isoenzyme 4, mitochondrial
KAPO_HUMAN cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2
LAMP2_HUMAN Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
LAMP2_HUMAN Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
LAP4A_HUMAN Lysosomal-associated transmembrane protein 4A
LAP4A_HUMAN Lysosomal-associated transmembrane protein 4A
LAP4A_HUMAN Lysosomal-associated transmembrane protein 4A
LDHA_HUMAN L-lactate dehydrogenase A chain
LDHA_HUMAN L-lactate dehydrogenase A chain
LDHB_HUMAN L-lactate dehydrogenase B chain
LDHB_HUMAN L-lactate dehydrogenase B chain
LGMN_HUMAN Legumain

LICH_HUMAN Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase
LIPH_HUMAN Lipase member H

LPXN_HUMAN Leupaxin

LRC32_HUMAN Leucine-rich repeat-containing protein 32
LRC32_HUMAN Leucine-rich repeat-containing protein 32
LRC33_HUMAN Leucine-rich repeat-containing protein 33
LYN_HUMAN Tyrosine-protein kinase Lyn

LYN_HUMAN Tyrosine-protein kinase Lyn

LYN_HUMAN Tyrosine-protein kinase Lyn

1726.85
1612.81
3742.04
1650.83
1707.88
1351.73
1735.87
1984.01
1791.83
1625.85
2005.12
2112.13
1670.95
1825.02
1954.06
2936.66
2041.10
2861.49
1798.02
1740.99
2153.10
2741.36
2086.02
1644.98
1530.94
1419.70
1659.00
1671.96
1394.63
1687.84
2886.40
1790.94
1904.99
2147.10
1697.80
1858.00
1844.87

0.222
-0.74
-1.51
-0.380
-1.92
-0.31
-1.66
0.62
-0.66
-0.25
-0.140
0.62
-0.23
-0.39
-0.32
151
0.42
-0.25
-1.169
0.553
-0.167
-1.86
-0.14
0.38
0.46
0.79
0.38
-0.38
-1.57
-1.81
-1.69
0.47
-0.58
-0.87
-0.88
-1.45
0.666
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NEDIYKLAYEIDQ
EDIYKLAYEIIDQ
ITILEKTVSPDRLELEAAQKFLERAAVENLPTF
DQQSFGIKTAGLEEK
MPQVPVFTVEVKNYG
VPVFTVEVKNYG
DDKSLNIKTDPVDIY
LPQQYLQYFDAKELEV
DVNALEMVAHISEHPN
FSNKITPIQSKEAY
IPKDYKTMAALAKAIEKN
ASDPILYRPVAVALDTKGPE
DPILYRPVAVALDTK
DPILYRPVAVALDTKGP
DPILYRPVAVALDTKGPE
DPILYRPVAVALDTKGPEIRTGLIKGSG
SDPILYRPVAVALDTKGPE
TATESFASDPILYRPVAVALDTKGPE
DELLAIRIPLNDLFR
VDELLAIRIPLNDLF
VLPTYEMAVKMPEKEPPPP
APPQYVLPTYEMAVKmMPEKEPPPP
LPTYEMAVKmMPEKEPPPP
NVNIFKFIIPNVVK

VNIFKFIIPNVVK

DDEVAQLKKSADT
NVNVFKFIPQIVK
SVRKIVSLLAASEAEV
QEQVYYVGHSQG
YDGWLGRITGLDPAGP
NVYSEAQEPKESPPPSKTSAAAQLDEL
SPLGFYTALRHLDLST
SPLGFYTALRHLDLSTN
LDDSVFEGLERLRELDLQ
ERPTFDYLQSVLDD
ITEYMAKGSLLDFLK
ERPTFDYLQSVLDDF

4.97E-02
3.08E-05
1.00E-30
4.93E-01
6.96E-07
1.40E-06
2.80E-10
4.19E-05
1.62E-05
9.18E-01
4.75E-06
8.39E-10
1.33E-04
6.88E-06
4.38E-06
1.13E-03
7.96E-06
2.66E-05
2.53E-06
6.48E-08
5.33E-10
1.06E-05
6.59E-04
1.38E-01
2.25E-08
3.03E-07
2.35E-08
1.86E-06
9.81E-01
1.71E-04
6.46E-07
2.92E-08
7.40E-09
1.46E-05
1.57E-04
5.70E-04
1.49E-05

3.15

3.337
6.346
3.44

3.354
3.617
2.764
2.816
3.417
3.550
4.09

4.697
2.940
3.773
3.556
3.887
4.427
4.067
3.26

3.04

3.29

4.727
3.545
3.129
3.480
3.033
3.615
2.708
2.604
2.988
3.690
3.367
3.187
3.111
3.461
3.725
2.73

0.21
0.2
0.5
0.21
0.4
0.4
0.3
0.4
0.3
0.3
0.31
0.3
0.4
0.3
0.3
0.2
0.2
0.3
0.15
0.27
0.22
0.4
0.3
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.4
0.4
0.3
0.2
0.4
0.1
0.26

478.61
1485
922
959.09
599
1740
629
496
588
825
891.32
1697
792
806
932
305
2067
821
977.95
666.08
1423.15
399
1190
1313
1546
750
1806
618
407
758
940
832
527
882
1004
479
1189.72

18/26
19/24
41/128
20/28
16/28
19/22
16/28
16/30
17/30
16/26
30/68
34/76
27/56
20/32
22/34
26/108
3772
30/104
26/56
19/28
23/36
25/92
31/68
19/26
19/24
17124
20/26
15/30
13/22
19/30
31/104
18/30
19/32
29/68
18/26
20/30
20/28

3.96
43
75
4.29
6.1
6.2
47
47
5.0
53
538
58
54
5.1
48
33
45
52
3.44
4.36
3.99
6.4
47
4.4
4.4
47
53
44
46
41
55
59
5.0
40
6.0
42
3.85



2222
1475
4549
1079
3766
4602
2577
2473
1818
2205
2229
1531
1575
1675
868

1252
1072
1144
4979
1581
3095
871

915

1871
1671
1507
1076
1577
1498
2227
3087
2068
2120
3029
3584
3670
4405

- 2122

LYN_HUMAN Tyrosine-protein kinase Lyn

M6PBP_HUMAN Mannose-6-phosphate receptor-binding protein 1
MDHM_HUMAN Malate dehydrogenase, mitochondrial
MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor
MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor
MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor
MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor
MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor
MOES_HUMAN Moesin

MOES_HUMAN Moesin

MOES_HUMAN Moesin

MOXD1_HUMAN DBH-like monooxygenase protein 1
MOXD1_HUMAN DBH-like monooxygenase protein 1
MPRD_HUMAN Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor
MPRD_HUMAN Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor
MPRD_HUMAN Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor
MPRD_HUMAN Cation-independent mannose-6-phosphate receptor
MPRD_HUMAN Cation-independent mannose-6-phosphate receptor
MX2_HUMAN Interferon-induced GTP-binding protein Mx2

NDUS1_HUMAN NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial

NICA_HUMAN Nicastrin

NID1_HUMAN Nidogen-1

NID1_HUMAN Nidogen-1

NID1_HUMAN Nidogen-1

NMD3_HUMAN 60S ribosomal export protein NMD3
NOTC1_HUMAN Neurogenic locus notch homolog protein 1
NOTC1_HUMAN Neurogenic locus notch homolog protein 1
NOTC1_HUMAN Neurogenic locus notch homolog protein 1
NPC1_HUMAN Niemann-Pick C1 protein

NPC1_HUMAN Niemann-Pick C1 protein

NPC1_HUMAN Niemann-Pick C1 protein

OBRG_HUMAN Leptin receptor gene-related protein
OBRG_HUMAN Leptin receptor gene-related protein
P4K2A_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha
P4K2A_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha
P4K2A_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha
P4K2A_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha

2108.98
1665.78
3072.85
1590.86
2028.08
4611.46
1703.95
1850.98
1705.79
1519.72
1648.76
2123.04
2415.15
1525.74
1448.74
1724.89
2081.07
1838.93
1800.96
1322.63
1710.85
1514.72
1693.78
1778.83
1662.73
1793.87
1461.72
1679.83
1809.83
2142.20
1621.75
1845.95
2018.03
1762.83
1875.91
1946.95
2060.03

-1.328
-0.49
-0.35
0.203
0.30
-1.92
-0.47
-0.41
-0.65
0.07
031
0.675
-0.737
-0.189
-0.599
-1.067
0.055
-0.916
-0.48
0.34
-0.60
-1.066
-0.072
0.39
0.43
-0.970
-0.205
-0.374
0.230
-0.616
-0.11
0.44
-0.05
-0.21
131
-1.15
0.08

ERPTFDYLQSVLDDFYT
DVASVQQQRQEQSY
AKVAVLGASGGIGQPLSLLLKNSPLVSRLTL
KPPQYIAVHVVPDQ
IVNTNVPRASVPDGFLSEL
IVNTNVPRASVPDGFLSELTQQLAQATGKPPQYIAVHVVPDQL
KPPQYIAVHVVPDQL
KPPQYIAVHVVPDQLM
AVEWQQKAQMVQED
WQQKAQMVQEDL
WQQKAQMVQEDLE
TPLDPHYVLLEVHYDNPT
TPLDPHYVLLEVHYDNPTYE
SNWIMLIYKGGDE
GAYKVETKKYDF
GAYKVETKKYDFYI
KNGAYKVETKKYDFYIN
GAYKVETKKYDFYIN
VEPALSMLQKAMEIIQ
PTAGAGTDLRSNY
DTGVIHVVEKEEDLQ
DLHSYVVMNHGRS
DLHSYVVMNHGRSY
DLHSYVVMNHGRSYT
HISQDATGEEGASMLT
EGSYETAKVLLDHFAN
EGSYETAKVLLDH
EGSYETAKVLLDHFA
GPPVYFVLEEGHDYTS
VPFGPPLDIQILHQVLDLQ
GPPVYFVLEEGHDY
SPIPHFIAKRVTYDSD
SPIPHFIAKRVTYDSDAT
FPEDPEFEAVVRQAE
FPEDPEFEAVVRQAEL
FPEDPEFEAVVRQAELA
FPEDPEFEAVVRQAELAI

1.05E-06
1.65E-05
2.07E-11
7.78E-07
6.85E-10
1.61E-09
8.90E-07
5.07E-07
3.18E-07
3.90E-03
1.26E-04
1.81E-13
4.00E-10
5.28E-07
2.14E-07
1.00E-09
3.48E-07
1.67E-09
5.17E-04
1.11E-05
1.69E-06
4.66E-05
1.97E-07
1.14E-04
7.40E-12
5.12E-04
3.10E-06
5.27E-04
3.51E-11
1.89E-10
8.32E-04
2.15E-03
7.95E-11
7.41E-08
9.46E-08
1.41E-10
1.91E-05

3.51
3.986
6.278
2.36
3.831
4.043
3.450
3.652
4.023
3.186
3.532
3.24
3.58
3.63
2.80
331
2.97
3.12
3.958
3.141
3.706
2.79
2.83
3.132
3.599
3.08
291
2.83
2.45
3.39
3.008
3.033
3.863
3.709
4.105
4.404
3.648

0.23
0.3
0.5
0.32
0.4
0.4
0.4
0.3
0.3
0.2
0.3
0.32
0.16
0.15
0.33
0.32
0.25
0.29
0.2
0.3
0.3
0.22
0.37
0.3
0.3
0.26
0.23
0.36
0.33
0.32
0.3
0.3
0.4
0.4
0.2
0.4
0.3

911.76
1114
1080
576.84
962
778
603
783
961
969
1104
876.26
1352.18
1711.93
553.81
615.16
420.93
470.76
687
1053
1007
899.70
865.11
1294
1963
193.16
740.48
692.78
709.70
634.24
628
417
694
1128
1477
1169
678
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18/32
19/26
40/120
19/26
26/36
36/168
19/28
19/30
17/26
17/22
19/24
20/34
22/38
19/24
16/22
16/26
18/32
18/28
20/30
19/24
18/28
25/48
19/26
20/28
23/30
17/30
17124
18/28
18/30
19/36
15/26
16/30
18/34
20/28
23/30
22132
18/34

4.10
55
7.0
3.93
5.9
59
56
5.4
56
43
5.1
4.65
3.60
4.30
4.79
4.87
4.14
441
43
46
5.2
3.74
4.98
4.9
5.1
3.45
4.21
4.78
412
4.69
5.0
4.2
6.1
58
5.4
6.4
46



4726
1727
1658
2979
1247
1538
1549
2173
1473
835

2127
2150
2154
2871
3192
3001
3273
3167
3651
1836
3569
3891
3884
961

3592
3860
4987
4204
3950
2486
4094
1963
1401
3936
3043
3960
4925

-2981
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P4K2A_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha
P4K2B_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-beta
P4K2B_HUMAN Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-beta
PARK7_HUMAN Protein DJ-1

PCBP2_HUMAN Poly(rC)-binding protein 2

PCDGH_HUMAN Protocadherin gamma-B5

PCDGH_HUMAN Protocadherin gamma-B5

PDIA1_HUMAN Protein disulfide-isomerase

PDIA3_HUMAN Protein disulfide-isomerase A3

PDIA4_HUMAN Protein disulfide-isomerase A4

PDIA4_HUMAN Protein disulfide-isomerase A4

PDIA4_HUMAN Protein disulfide-isomerase A4

PDIA4_HUMAN Protein disulfide-isomerase A4

PDIA6_HUMAN Protein disulfide-isomerase A6

PDIA6_HUMAN Protein disulfide-isomerase A6

PDIA6_HUMAN Protein disulfide-isomerase A6

PDIA6_HUMAN Protein disulfide-isomerase A6

PLOD1_HUMAN Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1
PLOD1_HUMAN Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1
PLSL_HUMAN Plastin-2

PPGB_HUMAN Lysosomal protective protein

PPGB_HUMAN Lysosomal protective protein

PPGB_HUMAN Lysosomal protective protein

PROF1_HUMAN Profilin-1

PSMD1_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1
PSMD1_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1
PSMD3_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3
PSMD3_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3
PSMD3_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3
PTBP1_HUMAN Polypyrimidine tract-binding protein 1
PTH2_HUMAN Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial
PTPRS_HUMAN Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S
PYR1_HUMAN CAD protein

PYR1_HUMAN CAD protein

RAB7A_HUMAN Ras-related protein Rab-7a

RAB7A_HUMAN Ras-related protein Rab-7a

RAB7A_HUMAN Ras-related protein Rab-7a

2189.08
1718.88
1605.80
2376.39
1283.59
1776.99
1632.93
2480.01
1339.62
1561.89
1866.04
1923.06
2010.09
1705.92
1984.01
1762.94
2041.03
1399.74
1569.84
1908.91
1770.97
2084.10
2183.17
1579.83
3089.46
3432.60
2174.10
1930.03
2059.07
1666.91
3800.07
1264.64
1550.90
2242.30
1766.90
2060.03
1604.87

-0.46
-0.244
0.187
-0.64
0.85
-0.037
0.607
-0.69
0.23
0.774
0.32
0.69
0.74
-0.54
-0.63
-0.45
0.43
0.16
-0.89
-0.381
-0.62
0.28
-1.69
0.070
0.29
-0.21
0.13
0.55
0.33
0.87
-1.79
0.17
-0.138
0.26
-1.69
-0.88
-1.55

FPEDPEFEAVVRQAELAIE
IDDEEFLIKIAAIDN
DDEEFLIKIAAIDN
AIVEALNGKEVAAQVKAPLVLKD
VRLSSETGGMGSS
VPGTLIALIKIHDQDSG
VPGTLIALIKIHDQD
EEAEEPDMEEDDDQKAVKDEL
ESRISDTGSAGLmM
IKILKKGQAVDYEG
YPTIKILKKGQAVDYE
YPTIKILKKGQAVDYEG
YPTIKILKKGQAVDYEGS
FPTIKIFQKGESPVD
FPTIKIFQKGESPVDYD
GFPTIKIFQKGESPVD
GFPTIKIFQKGESPVDYD
AQFFNYKIQALG
AQFFNYKIQALGLG
YAFVNWINKALENDPD
KPLAAFTMFSRFLNK
PTDKPLAAFTMFSRFLNK
VPTDKPLAAFTMFSRFLNK
GAPTENVTVTKTDKT
LVEPVAAHGPKIEEEEQEPEPPEPFEY
LVEPVAAHGPKIEEEEQEPEPPEPFEYIDD
DSPEDAEFIVAKAIRDGVIE
SPEDAEFIVAKAIRDGVI
SPEDAEFIVAKAIRDGVIE
LVSNLNPERVTPQSL
IQDAGRTQIAPGSQTVLGIGPGPADLIDKVTGHLKLY
GPYQIKEDITT
APALALAQKLAEAGAR
RPPIIDAPALALAQKLAEAGAR
ADFLTKEVMVDDRLV
DPENFPFVVLGNKIDLEN
FPFVVLGNKIDLEN

8.03E-07
7.03E-07
1.21E-07
1.00E+00
9.19E-05
2.36E-11
4.58E-06
4.80E-05
7.50E-04
1.58E-05
5.56E-06
1.33E-11
8.88E-15
1.89E-05
1.79E-08
1.04E-08
8.01E-05
7.05E-05
5.32E-09
2.39E-07
4.26E-04
2.95E-05
8.93E-07
6.41E-05
3.12E-04
3.34E-09
2.10E-08
2.75E-09
6.21E-09
6.93E-07
1.24E-09
1.00E+00
5.34E-07
6.85E-09
9.91E-01
1.22E-06
1.00E+00

3.625
3.15

3.03

4.168
2.951
3.60

3.36

3.901
3.202
2.43

3.756
4.039
4.150
3.317
3.917
3.660
3.517
2.941
3.416
3.63

3.312
3.438
3.609
3.37

3.858
4.042
3.533
4.275
5.208
3.008
6.237
3.005
3.19

4.569
3.137
3.569
3.325

0.2
0.29
0.26
0.1
0.5
0.40
0.32
0.3
0.4
0.29
0.3
0.3
0.3
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.36
0.3
0.4
0.2
0.29
0.4
0.4
0.3
0.2
0.4
0.4
0.4
0.3
0.41
0.3
0.3
0.2
0.2

850
1684.61
1519.70
653
1377
1303.63
1779.11
998
1375
578.45
753

915
1012
839

875
1199
752

437

851
1543.97
364
1204
842
692.41
901

677

724
1502
1765
669
2055
513
2343.62
2920
441

760

847
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20/36
21/28
22/26
27/88
19/24
19/32
20/28
22/40
21/24
18/26
20/30
20/32
20/34
17/28
19/32
19/30
18/34
14/22
19/26
22130
24/56
32/68
30/72
19/28
35/104
36/116
19/38
34/68
25/36
19/28
45/144
14/20
23/30
38/84
15/28
19/34
18/26

4.1
4.70
4.42
3.8
5.6
5.82
4.96
5.2
5.6
3.77
51
51
51
4.2
53
5.0
51
4.8
53
5.52
5.2
53
4.6
4.90
53
52
4.7
4.4
6.9
4.9
6.9
4.4
5.56
55
4.7
4.5
4.9



1791
2025
3716
4039
4118
3813
3607
2066
2119
2114
2385
1474
2836
2275
5826
3370
1300
3296
3173
1698
2792
3110
3199
1761
4915
4080
3740
2771
3714
1008
1031
1131
2894
2792
2358
2458
1257

RAB9A_HUMAN Ras-related protein Rab-9A
RAB9A_HUMAN Ras-related protein Rab-9A
RAB9A_HUMAN Ras-related protein Rab-9A
RAN_HUMAN GTP-binding nuclear protein Ran
RAN_HUMAN GTP-binding nuclear protein Ran
RAP2A_HUMAN Ras-related protein Rap-2a
RAP2A_HUMAN Ras-related protein Rap-2a
RBGP1_HUMAN Rab GTPase-activating protein 1
RBGP1_HUMAN Rab GTPase-activating protein 1
RBGP1_HUMAN Rab GTPase-activating protein 1
RL30_HUMAN 60S ribosomal protein L30
RL31_HUMAN 60S ribosomal protein L31
RL31_HUMAN 60S ribosomal protein L31
RL7_HUMAN 60S ribosomal protein L7
RM12_HUMAN 39S ribosomal protein L12, mitochondrial
RM49_HUMAN Mitochondrial 39S ribosomal protein L49
RS13_HUMAN 40S ribosomal protein S13

RS13 HUMAN 40S ribosomal protein S13
RS13_HUMAN 40S ribosomal protein S13
RS13_HUMAN 40S ribosomal protein S13
RS13_HUMAN 40S ribosomal protein S13
RS13_HUMAN 40S ribosomal protein S13
RT31_HUMAN 28S ribosomal protein S31, mitochondrial
RTN4_HUMAN Reticulon-4

S35F4_HUMAN Solute carrier family 35 member F4

S38A5_HUMAN Sodium-coupled neutral amino acid transporter 5

S39AE_HUMAN Zinc transporter ZIP14

SAMS50_HUMAN Sorting and assembly machinery component 50 homolog
SC61G_HUMAN Protein transport protein Sec61 subunit gamma

SEM7A_HUMAN Semaphorin-7A
SEM7A_HUMAN Semaphorin-7A
SEM7A_HUMAN Semaphorin-7A
SEM7A_HUMAN Semaphorin-7A
SEM7A_HUMAN Semaphorin-7A
SEPT9_HUMAN Septin-9
SEPT9_HUMAN Septin-9
SEPT9_HUMAN Septin-9

1835.01
2034.04
2190.14
2648.31
2947.46
2140.01
2227.04
1549.75
1879.87
1765.82
2288.11
1273.64
1381.77
1405.78
3103.70
2489.13
2046.16
2274.27
2331.29
1575.91
2248.22
2418.32
2276.16
2296.87
1814.05
1859.03
1718.00
2144.01
1747.06
1638.86
1709.90
1987.99
2488.25
2616.31
1736.98
1866.02
1994.12

-0.736
-0.444
0.19
-1.06
-1.66
-1.33
-0.03
-1.23
0.59
0.31
0.27
-0.74
0.34
-0.41
-1.09
-0.35
-1.140
-0.53
-1.55
0.50
0.34
0.63
0.59
0.26
-1.20
-0.65
-0.92
-0.89
-0.51
-1.141
0.726
-0.160
-131
0.65
1.30
-0.45
-0.346

SFPFVILGNKIDISER
EPESFPFVILGNKIDISE
EPESFPFVILGNKIDISER

VAMPALAPPEVVMDPALAAQYEHDL
VAMPALAPPEVVMDPALAAQYEHDLEVA

DPTIEDFYRKEIEVDSSP
DPTIEDFYRKEIEVDSSPS
DFVLVSRQGDETPS
NSEDFVLVSRQGDETPS
SEDFVLVSRQGDETPS
AlIDPGDSDIIRSMPEQTGEK
KNLQTVNVDEN
VTYVPVTTFKNL
NGTFVKLNKASIN

LAGAPLDNAPKEYPPKIQQLVQDIASLTL

SQTQGPPDYPRFVESVDEYQF
DVKEQIYKLAKKGLTPSQ
DDVKEQIYKLAKKGLTPSQI
DDVKEQIYKLAKKGLTPSQIG
EQIYKLAKKGLTPS
SDDVKEQIYKLAKKGLTPSQ
SDDVKEQIYKLAKKGLTPSQIG
FAKQLATVNEQPLQNGFEEL
FVREPEDEEEEEEEEEED
AAVDLLKQEVIFNVVR
LPSIFYLRIVPSEVEP
LQQLKALLNHLDVGVG
RSLEPLPSSGPDFGGLGEEAE
FVKLIHIPINNIIVGG
NPQFIKATIVHQDQ
NPQFIKATIVHQDQA
NPQFIKATIVHQDQAYD
LPDQQPIPTETFQVADRHPEVA
LPDQQPIPTETFQVADRHPEVAQ
IPKTIEIKSITHDIE
IPKTIEIKSITHDIEE
IPKTIEIKSITHDIEEK

2.84E-09
1.04E-03
1.25E-08
1.25E-10
8.37E-13
5.15E-07
1.07E-04
3.59E-06
1.04E-10
1.11E-05
3.54E-04
1.35E-03
1.86E-02
1.20E-04
1.06E-05
1.28E-06
1.17E-05
2.95E-07
9.03E-03
3.33E-03
7.60E-05
6.92E-10
6.53E-05
1.26E-06
9.93E-01
7.94E-07
9.54E-08
2.55E-14
4.36E-07
2.60E-06
1.91E-05
3.31E-12
7.48E-03
3.92E-03
4.58E-10
1.50E-03
5.12E-08

4.49

3.32

3.032
4.798
4,584
2.927
3.622
3.362
4.502
3.269
3.227
3.265
3.329
2.993
4.108
3.287
3.62

3.996
3.183
3.157
3.719
4,028
3.375
4.409
3.082
3.547
3.236
4676
3.159
3.11

2.86

3.90

3.785
3.720
3.863
3.550
3.94

0.46
0.42
0.3
0.5
0.4
0.2
0.3
0.3
0.4
0.3
0.3
0.1
0.3
0.2
0.4
0.4
0.36
0.2
0.3
0.2
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.5
0.2
0.24
0.22
0.34
0.3
0.3
0.3
0.1
0.40

1586.29
950.95
675
604

881

214
325
724
1455
483
404
1490
740
718
476

248
1018.19
973
701
671
1031
1340
599
1582
871

437
445
2305
509
434.97
998.60
1503.13
528

608

901

908
1562.38

22/30
20/34
19/36
25/48
23/54
15/34
18/36
19/26
23/32
16/30
21/40
17/20
17122
16/24
31/112
13/40
30/68
32/76
28/80
17/26
29/76
22142
18/38
22/34
16/30
18/30
17/30
29/40
17/30
15/26
17/28
21/32
29/84
31/88
20/28
26/60
24132

6.80
5.47
4.4
6.9
6.6
4.2
5.1
52
6.3
4.8
4.2
4.3
4.8
4.1
5.9
4.6
5.10
4.8
5.2
4.0
4.4
4.5
4.0
4.9
41
43
53
7.3
4.1
4.10
3.73
5.52
5.0
45
4.8
3.7
5.98



3768
4000
3880
1623
2020
2404
2293
3168
3391
2432
3473
2588
3038
2986
1943
4905
4683
4974
5017
1746
1852
1962
4940
1641
2058
2209
888

1658
1132
625

1473
1521
1949
1966
1783
1715
1644

- 2406

SFXN2_HUMAN Sideroflexin-2

SMD1_HUMAN Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1

SNX17_HUMAN Sorting nexin-17
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
SORL_HUMAN Sortilin-related receptor
STML2_HUMAN Stomatin-like protein 2
STML2_HUMAN Stomatin-like protein 2
STML2_HUMAN Stomatin-like protein 2
SUCA_HUMAN Succinyl-CoA ligase

SUGT1_HUMAN Suppressor of G2 allele of SKP1 homolog
SUGT1_HUMAN Suppressor of G2 allele of SKP1 homolog
SYCC_HUMAN Cysteinyl-tRNA synthetase, cytoplasmic

SYV_HUMAN Valyl-tRNA synthetase
TAXB1_HUMAN Tax1-binding protein 1
TAXB1_HUMAN Tax1-binding protein 1

TCPD_HUMAN T-complex protein 1 subunit delta
TCPD_HUMAN T-complex protein 1 subunit delta
TCTP_HUMAN Translationally-controlled tumor protein
TERA_HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase
TERA_HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase

TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1

2502.30
1343.75
1801.88
1621.88
1708.84
1821.93
1892.97
1564.86
1867.85
1764.77
2010.91
2986.46
3472.66
3231.51
1660.89
1881.00
1996.02
1891.00
1515.73
1676.86
1903.99
1244.67
2800.58
1203.55
1809.98
1881.02
2049.95
1668.93
1952.92
1822.82
2112.03
2209.09
1627.80
1684.82
1822.82
1936.86
1298.64

-0.05
-0.52
-0.76
0214
0.39
-1.50
0.65
141
0.13
-0.49
-1.34
0.73
-0.89
0.28
031
-0.68
-1.39
-0.93
-1.82
0.58
0.49
-1.35
-0.16
0.19
-0.44
0.48
-0.091
-1.458
-0.050
-0.085
-0.128
0.038
0.13
0.33
-0.56
-1.69
-0.71

PPGTQVEQLLYAKKLYDSAFHP
FILPDSLPLDTL
EDGAFSFVRKLQEFE
DKYMFATKVVHLLG
AAQFVTRHPINEYY
AAQFVTRHPINEYYI
AAQFVTRHPINEYYIA
DKYMFATKVVHLL
EPSGYSTVFRSTDFFQ
HPINEYYIADASEDQ
HPINEYYIADASEDQVF

GALTKAPVPGTPDSLSSGSSRDVQGTDASLD
GALTKAPVPGTPDSLSSGSSRDVQGTDASLDEELD
TKAPVPGTPDSLSSGSSRDVQGTDASLDEELD

LPVENTVKEAKEQTG
DPQAALEELTKALEQKP
DPQAALEELTKALEQKPD
VPEIVNFVQKIVDNGYG
LVSFAYKVQGSDSD
DNYKELKRSLENPA
VQDNYKELKRSLENPA
LVELSKAQDIE
VSVSALTLATETVRSILKIDDVVNTR
QETSFTKEAY
GPPGTGKTLIARAVANETG
GPPGTGKTLIARAVANETGA
NENSYVPREAGSQKDENL
VAGQFVIKLTHDVEL
EPDHYVVVGAQRDAWGPG
ENSYVPREAGSQKDEN
NDRVMRVEYHFLSPYVS
NDRVMRVEYHFLSPYVSP
ENPGGYVAYSKAATVT
ENPGGYVAYSKAATVTG
NENSYVPREAGSQKDE
NENSYVPREAGSQKDEN
NPGGYVAYSKAAT

8.35E-08
1.00E+00
2.05E-05
3.58E-09
5.98E-07
8.72E-06
7.17E-10
1.25E-09
1.00E+00
1.06E-05
5.81E-13
3.13E-04
2.11E-14
1.61E-03
1.00E+00
9.38E-04
6.93E-09
2.25E-09
1.00E+00
7.62E-06
7.89E-03
1.00E+00
1.94E-10
1.00E+00
3.18E-11
1.89E-14
3.98E-08
1.46E-06
5.73E-03
6.13E-02
3.19E-02
8.93E-04
1.38E-02
3.37E-06
9.94E-09
9.89E-06
3.68E-08

3.529
2.957
3.459
2.70

3.286
2.918
3.024
3.117
3.057
3.564
4.070
4.198
5.578
3.582
3.382
3.602
3.693
3.870
2.480
3.713
3.732
3.283
3.855
2.850
4.540
3.920
3.96

3.09

2.70

2.78

3.16

3.12

2.928
3.846
2.794
2971
3.113

0.4
0.3
0.3
0.22
0.4
0.3
0.4
0.3
0.4
0.4
0.4
0.3
0.5
0.3
0.2
0.2
0.2
0.4
0.3
0.3
0.3
0.2
0.3
0.4
0.3
0.2
0.34
0.27
0.33
0.35
0.33
0.38
0.3
0.4
0.3
0.2
0.3

911
806
308
595.67
932
332
499
1124
526
2094
887
779
1087
648
537
960
1166
1010
357
618
450
992
1566
478
1628
1641
900.26
674.53
889.49
250.49
189.77
242.93
611
588
424

1053

35/84
18/22
14/28
18/26
19/26
14/28
19/30
19/24
15/30
23/28
18/32
34/120
42/136
32/124
17/28
21/32
24/34
20/32
15/26
17/26
17/30
16/20
34/100
14/18
24/36
26/38
20/34
17/28
22/34
15/30
15/32
17/34
17/30
17/32
16/30
16/32
20/24

5.4
47
4.4
3.75
5.6
4.4
4.8
53
55
5.9
6.7
4.9
7.3
4.2
4.2
4.2
4.9
6.2
4.8
53
4.9
5.0
45
5.8
55
4.4
5.55
3.96
4.33
4.68
4.72
5.15
4.4
5.7
4.4
4.4
51



1836
1852
1828
3563
4608
3545
3600
4700
4130
1791
2135
2604
6399
3650
4379
4097
4753
2268
3541
2816
2236
1950
4257
2185
2172
2191
2056
2091
1289
2441
2475
2250
2285
2738
2609
2663
2991
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TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TIMP1_HUMAN Metalloproteinase inhibitor 1
TM87B_HUMAN Transmembrane protein 87B

TNAP3_HUMAN Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
TNF11_HUMAN Tumor necrosis factor ligand superfamily member 11

TNIP1_HUMAN TNFAIP3-interacting protein 1

TNR8_HUMAN Tumor necrosis factor receptor superfamily member 8
TNR8_HUMAN Tumor necrosis factor receptor superfamily member 8
TR10B_HUMAN Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B

TRFM_HUMAN Melanotransferrin
TRFM_HUMAN Melanotransferrin
TRFM_HUMAN Melanotransferrin
TRFM_HUMAN Melanotransferrin

TXND4_HUMAN Thioredoxin domain-containing protein 4

UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin
UBIQ_HUMAN Ubiquitin

1498.75
1555.78
1441.73
1666.87
1555.85
2224.21
1319.68
1416.81
1287.77
914.53

1027.61
1140.70
1788.99
1406.72
1519.80
1632.88
1837.93
1877.94
2072.96
1670.91
1956.98
1843.89
2054.07
1799.96
2030.01
1914.98
1801.90
1918.96
1863.05
1968.05
2025.08
2181.18
2282.23
2395.31
2482.34
2597.37
2760.43

-0.72
-0.02
0.20
-1.34
-0.66
0.15
-1.41
-0.93
0.27
0.26
-0.05
0.49
-1.68
-1.45
-0.40
-0.74
-0.52
0.39
0.16
-0.25
0.00
-0.05
0.67
-0.377
0.136
-1.877
-0.927
-0.271
0.028
-0.62
-0.50
-0.75
0.73
0.11
0.63
0.46
-0.10

NPGGYVAYSKAATVT
NPGGYVAYSKAATVTG
PGGYVAYSKAATVTG
SPLLYTLIEKTMQN
VAGQFVIKLTHDVE
VARAAAEVAGQFVIKLTHDVE
EEFLIAGKLQDG
EFLIAGKLQDGLL
FLIAGKLQDGLL

IAGKLQDGL

LIAGKLQDGL

LIAGKLQDGLL
RSEEFLIAGKLQDGLL
SEEFLIAGKLQDG
SEEFLIAGKLQDGL
SEEFLIAGKLQDGLL
IFIVSIKTENTDASWN
DSHHFVPLVTLKDSGPE
DPDQDATYFGAFKVRDID
EKEIQRLNKALEEA
LSVEEEGKEDPLPTAASGK
SVEEEGKEDPLPTAASGK
DTLYTMLIKWVNKTGRD
IFTVYGLLDKAQDLFG
IFTVYGLLDKAQDLFGDD
IFTVYGLLDKAQDLFGD
FTVYGLLDKAQDLFGD
EGLPFLILFHMKEDTE
FVKTLTGKTITLEVEPS
IPPDQQRLIFAGKQLED
IPPDQQRLIFAGKQLEDG
IPPDQQRLIFAGKQLEDGR
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRT
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTL
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSD
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDY

4.50E-07
4.88E-03
5.41E-03
4.82E-04
1.21E-03
5.57E-02
3.95E-05
6.56E-02
4.00E-05
1.60E-04
1.53E-05
3.11E-01
2.13E-04
7.03E-07
2.36E-07
7.60E-05
9.99E-01
2.08E-07
2.40E-02
1.00E+00
2.54E-05
5.08E-08
1.00E+00
7.92E-05
6.86E-07
1.28E-07
9.51E-07
1.31E-06
4.18E-08
1.30E-06
3.67E-13
5.10E-08
1.56E-06
6.49E-05
2.41E-04
1.53E-06
6.02E-03

3.866
3.319
3.935
3.519
3.352
3.638
2.897
3.226
3.545
2.597
2.940
3.080
2.919
3.068
3.625
3.621
3.501
3.683
4.026
3.228
4.020
4.070
2.957
2.82

3.42

3.53

2.81

2.84

3.43

3.568
4.147
3.752
4.494
3.589
3.415
3.756
4.197

0.4
0.4
0.4
0.3
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.2
0.3
0.2
0.3
0.2
0.1
0.4
0.4
0.3
0.2
0.3
0.3
0.3
0.29
0.35
0.31
0.29
0.31
0.15
0.3
0.4
0.3
0.4
0.3
0.3
0.3
0.3

984
686
2422
944
938
670
540
497
1745
842
616
1030
882
551
1548
946
501
991
865
423
960
1456
656
260.49
1148.87
1193.87
631.40
958.99
753.37
471
703
777
1058
357
689
1042
1137
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22/28
19/30
22/28
16/26
18/26
29/80
15/22
17/24
19/22
14/16
16/18
18/20
20/30
14/24
20/26
19/28
16/30
21/32
28/68
17/26
31/72
24/34
25/64
15/30
20/34
22/32
16/30
19/30
22132
17/32
19/34
30/72
33/76
17/40
27/84
33/88
32/92

6.4
55
6.2
53
52
40
47
41
4.4
46
44
52
43
53
48
3.9
5.7
6.1
53
42
5.1
56
43
418
5.17
4.48
4.07
442
3.82
5.0
6.0
54
57
40
4.2
48
5.0



2849
3141
2958
1158
2200
1013
2174

UBIQ_HUMAN Ubiquitin

UBIQ_HUMAN Ubiquitin

UBIQ_HUMAN Ubiquitin

VAOD1_HUMAN Vacuolar proton pump subunitd 1
VCAM1_HUMAN Vascular cell adhesion protein 1
VPS4A_HUMAN Vacuolar protein sorting-associating protein 4A
YKT6_HUMAN Synaptobrevin homolog YKT6

Table 1: Sequences of peptides eluted from HLA-DR8 molecules. The sequences in red are identical to peptides previously isolated from

DQ8, DQ2 or I-AY

2874.47
3115.62
3372.75
2074.94
1929.07
1831.95
1440.76

0.30
-0.20
-0.01
-0.828
0.49
-0.960
-0.213

N D NN W w w

IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQ
IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKE
RADDYEQVKNVADYYPE
VPETWIILKKKAETGDT
GPPGTGKSYLAKAVATEAN
FTLLEKVLDEFS

6.38E-03
6.53E-10
1.24E-03
3.10E-09
3.36E-09
1.59E-05
9.53E-07

5.014
5.360
4.074
3.53
4.016
2.78
2.64

0.4
0.3
0.3
0.40
0.3
0.32
0.23

1657
1241
581
1545.11
756
237.80
1217.71

I I e T T S =

39/96
37/104
29/112
22/32
22132
16/36
19/22

5.8
5.8
4.9
5.48
5.0
3.81
3.96



Susceptibility haplotypes

DRB1*0405 Serf57 DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8) Alaps57
DRB1*0401 Aspp57 |DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8)  Alaps7
DRB1*0301 Aspf57 |DQA1*0501-DQB1*0201 (DQ2)  Alaps57
DRB1*0402 Aspp57 |DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8)  Alaps7
DRB1*0404 Aspp57 |DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8)  Alaps7

DRB1*0801 SerP57 |DQA1*0401-DQB1*0402 (DQ4.2) AspB57

Protective haplotypes

DRB1*0701 ValB57 |DQA1*0201-DQB1*0303 (DQ9.2) Aspp57
DRB1*1401 Alaf57 |DQA1*0101-DQB1*0503 (DQ5)  Aspf57
DRB1*1501 Aspp57 |DQA1*0102-DQB1*0602 (DQ6.2) Aspp57
DRB1*1104 Aspp57 |DQA1*0501-DQB1*0301 (DQ7)  Aspf57

DRB1*1303 AspB57 |DQA1*0501-DQB1*0301 (DQ7) Aspp57

Table 2: Susceptibility or protective T1D haplotypes and their relation with the

presence or absence of Asp in position 57 of the beta chain
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Peptide Restriction Sequence Reference

Proinsulin 73-90 B1*0401 GAGSLQPLALEGSLQKRG (Durinovic-Bello, Rosinger et al. 2006)

GADS65 206 - 220 I-AY TYEIAPVFVLLEYVT (Lieberman and DiLorenzo 2003; Kim, Tarbell et al. 2004)
GADS65 221 - 235  |-AY LKKMREIGWPGGSG (Chao, Sytwu et al. 1999; Lieberman and DiLorenzo 2003)
GADS65 286 - 300 I-AY KKGAAALGIGTDSVI (Chao, Sytwu et al. 1999; Lieberman and DiLorenzo 2003)
GADG65 401-415 I-AY PLQCSALLVREEGLM (Chao, Sytwu et al. 1999; Lieberman and DiLorenzo 2003)
GADG65 561-575 1-AY ISNPAATHQDIDFLI (Chao, Sytwu et al. 1999; Lieberman and DiLorenzo 2003)
GADG65 116-130 DRB1*0401 MNILLQYVVKSFDRST (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 271-285 DRB1*0401 PRLIAFTSEHSHFSL (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 356-370 DRB1*0401 KYKIWMHVDAAWGGG (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 376-390 DRB1*0401 KHKWKLSGVERANSV (Patel, Cope et al. 1997)

GADG5 481-495 DRB1*0401 LYNIIKNREGYEMVF (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 511-525 DRB1*0401, I-A¥  PSLRTLEDNEERMSR (Patel, Cope et al. 1997; Lieberman and DiLorenzo 2003)
GADG65 546-560 DRB1*0401 SYQPLGDKVNFFRMV (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 551-565 DRB1*0401 GDKVNFFRMVISNPA (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 556-570 DRB1*0401 FFRMVISNPAATHQD (Patel, Cope et al. 1997)

GADG65 566-580 DRB1*0401 ATHQDIDFLIEEIER (Patel, Cope et al. 1997)

GADG5 274-286 DRB1*0401 IAFTSEHSHFSLK (Wicker, Chen et al. 1996)

GADG65 115-127 DRB1*0401 MNILLQYVVKSFD (Wicker, Chen et al. 1996)

P1-1(47-64) I-AY SPGDLQTLALEVARQKRG (Levisetti, Lewis et al. 2008)

GADG5 524-543 I-AY SRLSKVAPVIKARMMEYGTT (Dai, Jensen et al. 2008)

INSULIN 9-23 I-AY PHLVEALYLVCGERG (Lieberman and DiLorenzo 2003)

ProinsulinB24-C36 DR0301 FFYTPKTRREAED (Oling, Marttila et al. 2005)

GADG65 121-140 DQ8 YVVKSFDRSTKVIDFHYPNE (Liu, Purdy et al. 1999)

GADG65 201-220 DQ8 NTNMFTYEIAPVFVLLEYVT (Liu, Purdy et al. 1999)

GADG65 231-250 DQ8 PGGSGDGIFSPGGAISNMYA (Liu, Purdy et al. 1999)

GADG65 471-490 DQ8 VDKCLELAEYLYNIIKNREG (Liu, Purdy et al. 1999)

GADG5 247.266 I-AY NMYAMLIARYKMSPEVKEKG (Lieberman and DiLorenzo 2003)

HSP-60 164-183 I-AY TPEEIAQVATISANGDKDIG (Lieberman and DiLorenzo 2003)

HSP-60 437-460 I-AY VLGGGCALLRCIPALDSLKPANED (Lieberman and DiLorenzo 2003)

ICA69 36.47 I-AY AFIKATGKKEDE (Lieberman and DiLorenzo 2003)

Table 3: Autoantigenic peptides described as good binders to the T1D-associated

alleles. In red, possible cores of the peptides that could theoretically bind to HLA-
DRB1*0801
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Figure 1: Sequence of intermediate and final matrixes obtained in the four steps of the

B)

Matrix done by selecting cores with Asp or Glu in P9 within all possible cores of each

HLA-DR8 matrix generation. A) Matrix done with all the 789 possible nonamers;

in

single sequence (512 nonamers); C) Matrix obtained after selection of cores with Lys

P4 or P6 within all possible cores of each single sequence (421 nonamers); D) Final

matrix: obtained by selecting just one core within each sequence (224 nonamers).
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Discussi6 1

DISCUSSIO CAPITOL 1

Aquest estudi ha permés caracteritzar acuradament el motiu d’ancoratge de la molécula d’HLA-DR407
(DRA1*0101/DRB1*0407) i fer una primera descripcido del d'HLA-DR8 (DRA1*0101/DRB1*0801). En
aquests dos treballs s’ha usat péptids naturals enlloc de péptids sintétics o de llibreries peptidiques.
Aquesta aproximacié té I'avantatge que els peptids han estat seleccionats per les cél-lules presentadors
d’antigen durant el seu processament, on un gran nombre de fenomens influencien la seleccié dels
ligands que seran presentats (Chang, Suri et al. 2007). S’ha seqienciat 151 péptids naturals de DR4
mitjancant LC-pESI-ITMS/MS de la linea HLA-homozigota JHAF del banc de cél-lules i gens IHWG, i 486
de DR8 per MDLC-UESI-ITMS/MS, de la linea limfoblastoide HLA-DR8 homozigota FN-86, generada en
el nostre laboratori. Els lligands d’ambdues cél-lules provenien majoritariament de proteines de
membrana o de compartiments membranosos com endosomes, lisosomes, el reticle endoplasmatic o
I'aparell de Golgi. També es van identificar peptids de proteines citosoliques, la qual cosa ja havia estat
descrita per altres al-lels (Muntasell, Carrascal et al. 2002; Alvarez, Collado et al. 2008). Comparant els
dos repertoris, el de DR8 presentava major frequiéncia de péptids de proteines citosoliques (48% dels
péptids) que el de DR4 (27%) i la mida dels péptids també era més heterogénia, presentant péptids de
entre 9 i 43 residus, mentre que DR4 presentava péptids de entre 11 i 27 aminoacids. Actualment s’esta
realitzant en el nostre laboratori, un treball de caracteritzacié dels péptids presentats per HLA-DR en
melsa humana. Aquest treball, dut a terme per Javier Collado, esta aportant informacié sobre els tipus de
péptids que es presenten en condicions fisiologiques i no en condicions d’hiperactivacio de I'expressio de
MHC com passa a les cél-lules transformades. Els 2/3 del total de péptids eluits d’'una melsa DR3/DR8
eren clars lligands de DR8 (n=104) ja que complien exactament el motiu descrit. Es interessant remarcar
gue el rang de mida d'aquests péptids era més limitat, de 12-20 aminoacids, que el rang de 9-43
observat en els péeptids eluits de la linea cel-lular FN-86. Aquestes dades afegeixen evidéncia en favor de
la idea que la presentacio fisiologica de péptids per classe Il no és tan permissiva alhora de seleccionar

els péptids presentats, com la presentacio en cél-lules EBV.

Tot i I'elevat polimorfisme de la cadena B de 'HLA-DR, la regi6 compresa entre els residus p81-f92 que
uneix la posicié 1 del péptid no presenta gaires variacions i és comi a molts al-lels, entre ells DR407 i
DR8. Per tant vam poder assumir que aquestes dues molecules unien residus hidrofobics o aromatics en
posicié 1, igual que DR1 i moltes altres molécules d’'HLA-DR. Aquesta caracteristica es va utilitzar per
determinar els cores dels péptids, tal i com s’havia fet en un treball anterior del nostre grup, on es definia
el motiu d’ancoratge de la molécula associada a AR, HLA-DR10 (Alvarez, Collado et al. 2008). Només 3
de les 68 seqiiencies obtingudes de DR407 i 4 de 228 en el cas de DR8 no tenien un residu hidrofobic o

aromatic que es pogués seleccionar com a possible P1.

L'artritis reumatoide és una malaltia inflamatoria cronica de les articulacions caracteritzada per la

inflamacio sinovial i I'erosié de 'os i el cartilag. S’ha vist que hi ha certs al-lels de MHC de classe Il que

129



Discussi6 1

confereixen susceptibilitat a la malaltia (Winchester 1994). El rol especific de les molecules de classe Il
en la patologia es desconeix, perd es creu que ha d'estar relacionat amb la presentacié d'antigens,
durant la selecci6 timica o a la periféeria. HLA-DR407(DRA1*0101/DRB1*0407) no esta associat a AR, a
diferéncia d'altres variants de DR4. Hi ha poca informacié sobre el repertori peptidic d’aquest al-lel,
encara que s’ha descrit parcialment el motiu d’ancoratge d’aquesta molécula per sequienciacié de peptids
en pool. Aquesta tecnica és (til per caracteritzar els motius d’ancoratge de les molécules de classe |, ja
gue els péptids que presenten tenen una mida limitada de entre 9-11 residus, pero pels de MHC de
classe Il no és prou precisa, doncs les longituds dels péptids s6n molt variables (Davenport, Godkin et al.
1997). Els nostres resultats no contradiuen els anteriorment publicats, perd hem definit més acuradament
la importancia de posicions dins els solc d’unié no descrites abans. Aquest és el cas de la posici6 7 del
péptid, on es mostra preferencia per Asp. Per tot el que hi ha publicat fins al moment sembla que la
posicié més critica per I'associaci6 amb I'AR és la posicié 4 del peptid ja que és la que més varia entre
els al-lels associats i no associats. Aquest no és el cas de *0407, ja que no semblava tenir preferéncia
clara per cap residu i a diferéncia de *0402, no uneix residus carregats positivament. Els nostres resultats

fan pensar que per *0407, P4 no és una posicio restrictiva.

A la butxaca P1 de les molecules d’HLA-DR existeix un dimorfisme a la posici6 DRB86, distribuida
igualment entre els al-lels associats i els no associats a AR. DR1, DRB1*0401, *0407 i *0405 presenten
Gly en aquesta posici6, i uneixen péptids amb cadenes laterals grans, aromatiques i no polars en P1,
mentre que altres variants de DR4 com DRB1*0402 i *0404 al expressar Valp86, la mida de la butxaca
disminueix i no permet que s’uneixin residus aromatics (Hammer, Gallazzi et al. 1995). Per tant, si hi ha
d’haver un conjunt de péptids compartits pels diferents DR associats a la malaltia, aquests no haurien de
tenir Trp ni Tyr en P1. La posicié 6 del motiu d’ancoratge també és comu a totes les variants de DR4, no
existeixen variacions en la seqiiencia de la cadena $ i diversos treballs avalen que el tipus de residus

gue s’uneixen en aquesta posicié sén basicament Ser, Thr, Asn i Val. Els nostres resultats ho confirmen.

Els al-lels associats a AR (DRB1*0401, *0404, *0405, *0101, *1001) comparteixen la seqiiéncia
d’aminoacids LLEQ[K/R]JRAA a les posicions 67-74 de la cadena DR, constituint I'anomenat epitop
compartit (EC) (Gregersen, Silver et al. 1987). S’ha proposat que tots els al-lels que comparteixen aquest
epitop indueixen l'activacio dels limfocits T autorreactius. Estudis cristal-lografics demostren que la Glu70
i 'Arg o Lys de la posici6 71 de la cadena B interaccionen directament amb el TCR, seleccionant una
poblacié especifica de limfocits T (Dessen, Lawrence et al. 1997). Altres estudis han demostrat a través
de mutagénesis dirigida, que modificacions en els residus B70-74 dels al-lels amb I'epitop compartit
poden generar canvis en el conjunt de péptids presentats i en el reconeixement per cél-lules T i per tant,
en la resposta immunitaria (Fu, Bono et al. 1995; McNicholl, Whitworth et al. 1995). Les diferéncies entre
les variants de DR4 associades i no associades a AR, estan restringides a aquesta regio, fent encara

més evident la importancia de I'epitop compartit en I'associacié amb la malaltia.
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Estudis d’unio peptidica confirmen la influéncia de la preséncia o no de I'EC sobre la seleccié de lligands.
DR402 presenta variacions a les posicions 70 (GIn a Asp) i 71 (Lys a Glu), que modifiquen la carrega
electrostatica de la butxaca que uneix P4, fent que es localitzin preferentment en aquesta posicio
aminoacids carregats positivament com Lys o Arg (Hammer, Gallazzi et al. 1995). Contrariament, els
al-lels associats a AR uneixen favorablement péptids amb Asp o Glu en P4 i dels al-lels associats, s’ha
vist que DR401 uneix de 20-50 vegades millor els péptids amb Asp o Glu en P4 que DR404. Mutant la
Lys B71 de DR401 a Arg (com DR404 i 407), la unié disminueix fins a nivells comparables als de DR404
(Hammer, Gallazzi et al. 1995). Tot aixd fa pensar que DR407, al tenir Argp71 i una modificacié en 74
(Ala a Glu) que introdueix un residu acid a la cadena 3, com DR402, no unira residus acids en aquesta
posicié. Aquesta hipotesis es confirma amb les nostres dades. Els resultats no mostren preferéncia per
cap aminoacid en P4, només per Ala, com a residu secundari. Altres residus com lle, Ser, Thr, Val i Tyr
sén acceptats, i s'observa una tendencia negativa vers I'acceptacio de residus acids, Asp i Glu, en P4,
encara que no sigui significativa. A diferéncia de DR402, no hi ha preferencia per residus carregats

positivament.

Un fet destacable de les nostres dades és que la posicié 7 també és una posicié d’ancoratge, ocupada
preferentment per Asp (un 26% de les seqiiéncies presentaven aquest residu en P7). Les publicacions
anteriors no veien cap restriccid important per aquesta posicié i indicaven que tant DR407 com els
subtipus de DR4 associats a AR (*0401, *0404 i *0405) acceptaven residus polars, carregats i alifatics en
posicié 7. Tanmateix, les nostres dades suggereixen que la diferéncia entre els péptids associats a
DR407 comparats a altres subtipus podria estar precisament en la preséncia d'un residu acid a P7.
Caldria obtenir dades de unié de peéeptids als diferents al-lels per poder confirmar aquesta hipotesi.
Finalment, les nostres dades mostren una posicié 9 ben definida amb preferencia significativa per Gly i

GIn, i Asp i Ala com a residus secundaris.

Saber si un determinat péptid pot unir-se a un molécula de MHC especifica és important alhora de
generar vacunes basades en epitops o terapies especifiques d'antigen (Melief, Offringa et al. 1996; Toes,
Offringa et al. 1996; Wang, Charoenvit et al. 1996). D'aquesta manera es poden dirigir els esforcos cap a
aquells péptids que amb més probabilitat s’unirien a les molécules desitjades i descartar aquells que no
s’hi unirien. Les vacunes basades en epitops ofereixen la possibilitat de modular la potencia d’aquests
péptids, alterant els residus d’ancoratge, els que contacten amb el TCR o ambdds. Per aquest motiu és
necessari coneixer els motius d’ancoratge de cada molécula presentadora i quins residus estan afavorits
o limitats en cada posici6. L'obstacle principal és, pero, I'elevat grau de polimorfisme de les molécules de
MHC expressades a la poblacié humana, tot i que esta demostrat que existeixen péptids capacos d’unir-
se a diferents molécules de MHC. En el cas de les molécules d’'HLA de classe |, més del 60% es poden
agrupar en 4 grans grups caracteritzats per les seves especificitats peptidiques similars (supermotius
HLA) (Sidney, del Guercio et al. 1995; Sidney, Grey et al. 1996; Sidney, Grey et al. 1996) i per les
molécules de classe Il s’ha descrit peptids capacos de ser presentats per diferents al-lels d'HLA i generar
resposta (Roche and Cresswell 1990; Ferrari, Bertoletti et al. 1991; O'Sullivan, Arrhenius et al. 1991;
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Southwood, Sidney et al. 1998). Molts dels lligands d’'HLA-DR407 podrien presentar-se per altres al-lels
que alhora comparteixen part del seu repertori amb altres al-lels. Aquest elevat grau de promiscuitat
entre els péeptids presentats per MHC-II ja estava descrit (Chicz, Urban et al. 1993; Kirschmann, Duffin et
al. 1995). Aquest fet perd no contradiu la hipotesis que I'associacié d'alguns al-lels amb determinades
patologies es deu a la unié selectiva de péptids amb aquestes molécules, ja que: a) s’ha vist que tot i
I'existencia de repertoris peptidics solapats, existeixen peptids especifics d'al-lel (O'Sullivan, Arrhenius et
al. 1991; Southwood, Sidney et al. 1998); b) els residus carregats en dues posicions clau de la cadena 3
(B71i B57) controlen les carregues permeses a les posicions P4 (f71) i P9 (B57) del peptid. Aixi, peptids
amb carrega a P4 o P9 només podran unir-se si una carrega oposada o la manca de carrega esta
present a les respectives posicions de la cadena  del MHC (Wucherpfennig and Strominger 1995). Aix0
explicaria perqué tot i el solapament de seqiiéncies entre els lligands de DR407 i les variants de DR4
associades amb AR, no es pot descartar que péptids relacionats amb la malaltia no poguessin presentar-
se per DR407 ni DR402 pero si per les variants associades. Els motius d’ancoratge de les variants de
DR4 sén molt semblants a P1 i P6 i accepten residus comuns a P9, per aix0 es troben seqléncies
comunes i molts lligands que poden unir-se tedricament a les diferents variants de DR4. S’hauria de
comprovar empiricament si els antigens que s’ha postulat com potencials iniciadors de la malaltia com
alguns antigens del CMV o de I'EBV, o proteines autdlogues presents a les articulacions com els
proteoglicans, la gp39 i el col-lagen tipus Il podrien presentar-se per DR407. Si agafem dos péptids de
I'autoantigen més estudiat en AR, el col-lagen tipus Il: ClI(1168-1180) (QYMRADQAAGGLR) i ClI(261-
273) (AGFKGEQGPKGEP), i estudiem les seves posicions d’'ancoratge, segons els nostres resultats i el
gue ja hi ha publicat podriem predir que tot i el compliment del motiu en les altres posicions, els residus
acids en P4 d’aquests dos péeptids no afavoriria la seva presentacié per DR402 ni per DR407. Encara
gue les nostres dades no mostraven cap lligand amb un residu acid en aquesta posicio, caldra fer

assajos d’'unié peptidica abans d'assegurar que la presencia d’'aa acids dificulta la unio.

El motiu d’ancoratge de DR8, comparat amb el de DR407, presenta un grau més elevat de restriccio,
resultant molt més evident, sense ambigitats i amb posicions molt ben definides. La posicié P9 és la
més restrictiva, de manera molt similar al motiu dels altres al-lels associats a diabetis de tipus 1, DQ8 i
DQ2 en humans i I-AY en ratolins. S’ha vist que tot i I'existéncia de diferéncies en els motius d’ancoratge
dels al-lels associats a T1D tots presenten una forta restricci6 per residus acids en P9 i certes
coincidencies a les altres posicions P4 i P6, la qual cosa permet, en alguns casos, cert solapament dels
repertoris. L’'afavoriment d’'una nica Lys en posicidé 4 o 6 representa una restriccié especifica de DR8
gue no es troba als altres al-lels associats a T1D. Aquesta Lys inclis disminueix l'afinitat dels péptids
pels altres al-lels. Aix0 fa pensar que el solapament de repertoris a part de ser limitat, es podria restringir

a péptids de mitjana o baixa afinitat.

A diferéncia de DR8, un fet a remarcar del repertori de DR407 és la identificacié d’'un nombre important
de péptids de la cadena invariant. Per DRS8, tot i el major nombre de péptids, no se n’ha identificat cap.

Aquest fet ja s’havia observat en un altre treball (Kirschmann, Duffin et al. 1995) sobre els repertoris
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peptidics de les diferents variants de DR4, on destacaven el fet que DR402 a diferéncia dels al-lels
associats a AR presentava molts péptids provinents de la cadena invariant i postulaven que una major
afinitat per CLIP d’aquests al-lels impediria I'associacié de péptids de baixa afinitat. Aquests péptids de
baixa afinitat estarien presumiblement involucrats en la etiologia o cronicitat de la malaltia. De fet, s’ha
demostrat que els al-lels associats a AR DR401, 404 i 405 formen complexes DR-CLIP relativament
inestables, mentre que DR402 i 403 formen complexes de vida llarga (Patil, Pashine et al. 2001). En
aquest estudi avaluen diferents caracteristiques dels complexes DR-CLIP com la seva abundancia a la
superficie cel-lular, I'estabilitat en SDS i I'estabilitat cinética in vitro i in vivo. Es possible que, al menys en
el context de DR4, una baixa afinitat per CLIP predisposi a la presentacié d’antigens propis usant vies
que per altres al-lels més estretament regulats degut a I'elevada afinitat per CLIP, no estan disponibles.
La importancia de li sobre I'habilitat de les APC per presentar antigen esta ampliament documentada
(Bodmer, Viville et al. 1994; Long, LaVaute et al. 1994; Hitzel, van Endert et al. 1995; Muntasell,
Carrascal et al. 2004).

Agquests dos treballs de caracteritzacié dels motius d'ancoratge de DR4 i DR8 indiquen que tot i el gran
solapament de repertoris entre al-lels semblants existeixen posicions determinants dins la cadena 3 on la
preséncia d’aminoacids amb carrega generaran butxaques amb especificitats concretes que restringiran

la unié de péptids amb determinats residus en aquestes posicions.
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ANTECEDENTS

En les malalties autoimmunitaries organ especifiques, com ara les malalties autoimmunitaries de la
tiroide, les dianes del dany tissular son les cél-lules epitelials endocrines del propi teixit. S’ha vist que
aquestes cél-lules sobre expressen HLA-I i expressen de manera ectopica molécules d’'HLA de classe
Il (Hanafusa, Pujol-Borrell et al. 1983; Lucas-Martin, Foz-Sala et al. 1988). En treballs previs del nostre
grup observarem que les molécules de classe Il expressades a les cel-lules tiroidals tenien una
conformacio estable (Catalfamo, Serradell et al. 1999), i per tant estaven associades a péptids
autolegs amb suficient afinitat per poder estabilitzar-se a la membrana cel-lular. Aquests complexes
MHC-péptid autdleg poden ser reconeguts per cél-lules T CD4" infiltrants. D’aquesta manera les
cel-lules fol-liculars tiroidals (CFT) podrien estar jugant un paper important en el manteniment i/o

regulacié de la resposta immune que s’esta duent a terme in situ.

Les CFT sbn cel-lules molt especialitzades que sintetitzen y secreten molécules especifiques del teixit
com les hormones tiroidals. Per tant poden haver-hi diferéncies importants en les vies endocitiques i
secretores entre aquestes cel-lules i les APC convencionals. Aquestes caracteristiques, que inclouen
I'expressid diferencial de proteases, condicionaran el repertori peptidic presentat per les molecules de
MHC-II en les CFT (Sercarz, Lehmann et al. 1993; Lanzavecchia 1995). En el nostre laboratori,
mitjancant un model experimental amb cél-lules epitelials endocrines (RINm5F, amb caracteristiques
de ceél-lules beta) transfectades amb HLA-DR, es va comparar el repertori peptidic presentat per
aquestes cél-lules epitelials, i per les cél-lules limfoides. Els resultats suggerien possibles diferencies
en els mecanismes de generacié dels péptids per la seva presentacié via classe Il (Muntasell,
Carrascal et al. 2002). La presencia o abséncia de les principals xaperones de la via de classe Il, HLA-

DM i la cadena invariant (li), també afectaven al repertori (Muntasell, Carrascal et al. 2004).

En treballs anteriors del nostre grup on s’estudiava la poblacié de cél-lules T infiltrants de la tiroide de
pacients amb GD o HT, després de caracteritzar més de 100 clons autoreactius es va poder concloure
gue la majoria de cél-lules infiltrants de I'drgan diana, que presumiblement estaven involucrades en el
procés autoimmunitari, tenien un TCR de baixa afinitat, la qual cosa dificultava molt la identificacié de

la seva especificitat (Roura-Mir, Catalfamo et al. 1997).

Normalment I'estudi dels limfocits T que participen en la resposta in situ requereix de la identificacié
dels limfocits autoreactius i posteriorment de la caracteritzacié de la seva especificitat. Les dificultats
d’aquesta aproximacio, ens va fer optar per una estratégia contraria, utilitzant el concepte de “reverse
immunology” (Paradela, Garcia-Peydro et al. 1998; Dengjel, Nastke et al. 2006; Viatte, Alves et al.
2006): primer identificar els péptids presentats in situ units a molécules d’'HLA-DR de tiroides de
pacients amb GD per després caracteritzar les cél-lules T especifiques per aquests i el seu possible rol

in situ.
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1. SELECCIO I CARACTERITZACIO DEL TEIXIT TIROIDAL

Al plantejar-nos I'estudi dels péptids presentats per MHC-II en cél-lules epitelials de tiroides afectats
per la malaltia de Graves es va descartar la idea de separar la poblacié cel-lular abans de fer I'elucié
del pool peptidic. En estudis previs del nostre grup on s’estudiava I'expressié de classe Il per les
cél-lules tiroidals (Sospedra, Obiols et al. 1995; Roura-Mir, Catalfamo et al. 1997; Catalfamo, Serradell
et al. 1999), el teixit es digeria segons el protocol descrit a I'apartat 2.2 dels materials i métodes i
posteriorment es posava en cultiu durant tota la nit per separar les cél-lules adherents (cél-lules
fol-liculars tiroidals), de les mononuclears no adherents. Tot i que la viabilitat cel-lular era del 85%,
tenint en compte que d’algunes de les mostres només disposavem d’un gram de teixit, el nombre de
cél-lules totals no hauria estat suficient per poder caracteritzar els lligands d’'HLA-Il per MS. A més a
més, durant el procés de cultiu, les cel-lules epitelials perden I'expressi6 de MHC-II i s’indueix la
degradacio proteica i per tant el repertori peptidic es pot modificar. Tenint en compte aquestes

limitacions es va decidir processar el teixit directament, partint dels blocs congelats.

Amb aquesta aproximacié6 no podiem saber quin dels tipus cellulars presents a la glandula
presentaven els péptids aillats, ja que, tot i que la poblaci6 més abundant a la tiroides son els tirocits,
dins de linfiltrat també hi trobem cél-lules B, macrofags, cél-lules dendritiques i cél-lules T activades
que com a ceél-lules que expressen MHC-II, podrien estar presentant els péeptids. En qualsevol cas, la
caracteritzacié dels péptids presentats in situ per alguna d'aquestes cél-lules pot ser rellevant per

entendre la resposta que s’'esta duent a terme.

Una de les limitacions inherents d’aquest treball és la manca de teixit disponible, ja que cada cop es
realitzen menys tiroidectomies i per tant es disposa de pogues mostres. Les tiroides que es van
utilitzar provenien del banc de teixits del laboratori d’'immunologia de I'Hospital Universitari Germans
Tries i Pujol i del departament d’endocrinologia de I'Hospital Vall d’'Hebron. Es van seleccionar les
mostres de pacients amb la malaltia de Graves-Basedow amb cél-lules tiroidals positives per
I'expressié de molécules de classe Il. Un cop escollides les mostres es van tipificar per conéixer les
variant al-léliques d’'HLA-DR i DQ que expressaven. Les caracteristiques de les mostres es detallen a
la taula 6 dels material i métodes. Les primeres mostres de tiroides que es van processar, TB190,
TB269, TB237 i TB270 van servir per posar a punt la técnica. Tot i que aquesta metodologia ja es duia
a terme en el nostre laboratori, sempre s’havia realitzat a partir de un nombre elevat de cél-lules en
cultiu i per tant s’havia d'adaptar la tecnologia al treball amb teixit. A més a més d’aquestes mostres
disposavem de molt poca quantitat de teixit i suposavem que no aconseguiriem identificar gaires
seqliéncies peptidiques. La resta de mostres TB448, TB449 i TB471, de volum superior, es van

processar per caracteritzar el maxim nombre de lligands peptidics un cop el protocol estava optimitzat.
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2. POSADA A PUNT DEL PROTOCOL

El protocol que es va utilitzar per la purificacio i fraccionament dels péptids va ser semblant al que es
feia servir per les linies en cultiu (Muntasell, Carrascal et al. 2002; Muntasell, Carrascal et al. 2004)

perd amb algunes modificacions (veure materials i métodes).

Com que el material de partida era molt limitat, s’havia d’optimitzar el protocol al maxim per obtenir el
major nombre possible de sequéncies. Era important, per tant, eliminar totes les interferéncies que
poguessin dificultar la purificacié i la posterior identificacio dels péptids. Les millores del protocol que

es van anar fent a mesura que s'anaven processant les mostres, es citen a continuacio:

- Rentats posteriors al pas del lisat: en un inici es feien rentats amb 80 i 40 ml de cadascun dels
tampons (tampd6 de rentat i Tris-HCI). Al comprovar que sortien moltes sals i que degut a la poca
abundancia de péptids s'observaven molts ions del detergent NP40, al final es van fer rentats amb
volums de 300-400 ml de cadascun dels tampons. D’aquesta manera es va millorar molt la qualitat de

la mostra.

- Mida de les columnes: en un principi s'usaven columnes de 5ml amb 5mg d'anticos, pero
posteriorment com que sempre partiem de poc material es van fer servir columnes d'Aml amb 5mg

d’anticos. Aixi disminuiem la superficie de contacte on els complexes es podien adsorbir.

- Ultracentrifugacié després de ’homogeneitzacié: amb les primeres mostres, un cop homogeneitzat el
teixit, es feia una ultracentrifugacié per recuperar les membranes. Aquest pas és important quan la
guantitat de teixit de la que es disposa és molt gran, com s’ha vist en el nostre laboratori en treballs
posteriors amb melsa, ja que s'aconsegueix netejar molt la mostra, perd amb els tiroides on la
guantitat maxima de teixit va ser d’'uns 25 grams, es va decidir eliminar aquest pas per no perdre res

de material.

- Fraccions recollides de I'HPLC: del TB190 es van recollir 40 fraccions, una fraccié cada 2 min, del
TB269 16 fraccions d'1 ml, recollides cada 5 min. i dels TB237 i TB270 26, una fraccié cada 3 minuts.
Les seguents mostres, de les quals ja disposavem de més quantitat de teixit, es van estandarditzar

totes i es recollien 80 fraccions, una fraccioé per minut.

3. PERFILS D’HPLC DELS PEPTIDS ELUITS DE LES DIFERENTS MOSTRES DE TIROIDES

Els complexes DR-péptid es van purificar per cromatografia d’afinitat en columnes de Sefarosa-L243 o
B8.11.2, seguida d'eluci6 acida. El material eluit de baix pes molecular es va separar de les cadenes a
i B de DR per ultrafiltraci6 amb un punt de tall de 10.000 Da, i es va concentrar fins al volum d’injeccié
de la microcolumna d’'HPLC de fase reversa (rp-HPLC). Les mostres es van fraccionar per rp-HPLC,

amb monitoritzacié de I'absorbancia a 214 nm. Es recollien fraccions des del minut 20 fins al minut 100.
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Figura 27: Perfils d'HPLC-UV de les mostres de tiroides. Al costat de cada figura s’indica el codi de la mostra i
la quantitat de material processat. N= nimero de fraccions recollides. En el cromatograma de la mostra TB448 el
primer pic que es veu, que té una base molt ample i elevada intensitat, €s degut a I'entrada de bombolles d’aire al

sistema.

A la figura 27 es mostren els cromatogrames obtinguts del material eluit de les tiroides. Tot els
cromatogrames mostraven perfils relativament pobres en quant al nivell de péptids presents, ja que tot
i que s’observaven pics en el cromatograma aquests tenien una intensitat massa elevada per
correspondre a péeptids. Tal com es pot veure a la figura 28, aquestes senyals equivaldrien a nanomols
de péptids, concentracions molt més altes que les que s’espera trobar en els repertoris associats a
MHC-II en el teixit tiroidal.

Analisis posteriors per espectrometria de masses van revelar que els pics majoritaris que s'observen a

partir del minut 70 corresponien a restes del detergent NP-40 utilitzat a la purificacié.
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a) Péptids estandards, 30 pmol/ peptid
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Figura 28 Comparacié dels cromatogrames d'HPLC-UV d’'una barreja de 5 péptids estandards i d'un
extracte de tiroides: a) Cromatograma d'una barreja de 5 péptids diferents (30pmol per péptid). b)
Cromatograma de I'extracte de péptids obtinguts de la purificacido per immunoafinitat de la mostra de tiroides
TB448 (des del minut 40 al 70). Els pics dels 30pmols dels péptids estandard tenen una area promig de 171,

mentre que els pics de la mostra de tiroides tenen un promig d'area 16 vegades major.

4. ANALISIDE LES MASSES DETECTADES EN CADA REPERTORI

Per identificar les diferents espécies moleculars recuperades dels eluits de les mostres de tiroides, les
fraccions recollides de 'HPLC es van analitzar per MALDI-TOF o per MALDI TOF/TOF. El rang de
masses analitzat anava de 400 Da fins a 6000 Da. La majoria de lligands de les molécules de MHC I
es trobaven entre els 1800-2100 Da, confirmant la qualitat de la mostra, ja que la longitud estandard
dels péptids va dels 15 als 18aa.

En els espectres de MALDI de les primeres tiroides processades hi havia molt soroll de fons i la relacio
senyal-soroll no era bona. Per aquest motiu es van anar ampliant els passos de rentat que es

realitzaven abans de I'elucio acida dels péptids (veure seccio 3).

A les fraccions obtingudes per MALDI (veure exemple de la figura 29) s’observaven molts més pics
dels que realment després es podien identificar, ja que o bé eren polimers, o la senyal no era prou

intensa, o en el nanoESI| aquestes masses no ionitzaven bé.
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Figura 29: Espectres del MALDI-TOF de dues fraccions de tiroides. A la figura s'indiquen amb una estrella
les espécies moleculars que s’han pogut identificar a cada fraccié. Les masses amb un interrogant son senyals
que no s’han pogut identificar. El valor de I'eix de la dreta indica la intensitat maxima obtinguda a la mostra.

5. METODOLOGIA UTILITZADA PER LA IDENTIFICACIO DELS PEPTIDS

La gran majoria de les seqiiéncies peptidiques aillades de les mostres de tiroides autoimmunes es van
obtenir per nESI-ITMS/MS. Aquesta técnica és va utilitzar per totes les mostres analitzades. De cada
fraccié obteniem tres espectres: un espectre de rastreig complet (full ms) on es mostraven totes les
masses presents a la mostra, un espectre d'alta resolucié (zoom scan) on es seleccionava la massa
que es volia fraccionar i es comprovava la carrega del pic, i per Ultim es fraccionava la massa

seleccionada i s'obtenia un espectre de fragmentacio (Full ms2) (Figura 30).

Les masses que es fraccionaven eren ions que préviament s’havien identificat en els espectres de
MALDI o pics que s’observaven en el full ms. Al fer I'espectre d’alta resolucié dels ions precursors, si
es veien les masses isotopiques podiem saber la carrega del péptid i en funcié d'aixd a I'hora de
fraccionar-lo utilitzavem una intensitat d’energia o una altra. En molts casos pero, al fer el zoom scan
d'un pic del MALDI, no es veia la massa degut a que moltes de les senyals generades pels péeptids

eren de baixa intensitat. Quan aix0 passava es fraccionava igualment I'ié a cegues.
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Figura 30: Espectres obtinguts amb I'LCQ. A) Full ms, espectre de rastreig de totes les masses presents a la
fraccio 43 de la mostra de tiroides TB471. L'asterisc mostra la massa seleccionada per fraccionar. B) Zoom Scan:

espectre d’'alta resolucié de la zona entre 650 i 660 Da, on es troba el peptid 654,8 Da. C) Full ms2, espectre de

Abundancia Relativa Abundancia Relativa

Abundancia Relativa

Full MS[50.00-2000.00] TB471 Fr43

100 - 555. 7

80 -

2735

200 400 600 800

Zoom Scan [650.00-660.00] TB471 Fr43

1000

1200 1400 1600 1800 2000

654.8

100 ~

60 -

40 -

655.3

655.7

651 652 653 654 655 656 657 658 659 660

Full ms2 655.2[180.00-1310.00] TB471 Fr43

100 - 834.4
80
60
40 997.4
. 1096.
20 42131 3122 4472 2993 096.5
267.2 376.1 572.3
‘ | I l[ I | ( I 669.5 73?4 8595 9314 1287.8
O L A} A ll ‘I A T L T A T T AJ T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

m/z

fragmentacio del péptid de massa 654,8 Da.
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Per les mostres TB448, TB449 i TB471, les fraccions obtingudes per HPLC es van passar per un
MALDI TOF/TOF que, a part de donar-nos informacié sobre les espécies moleculars que contenia
cada una de les fraccions, generava espectres de fragmentacié. Amb I'analisi per MALDI TOF/TOF, es
seleccionaven els 4 pics majoritaris de cada fraccid, per fragmentar-los. Mitjancant aquest tecnologia
també es van identificar les sequiéncies d’'alguns péptids. La mostra de tiroides TB471 es va analitzar a

més a més amb un vMALDI, (que és una font de MALDI acoblada a un detector LTQ MS).

Les primeres mostres (TB190 [1g], TB237 [1,1g], TB269 [2g], TB270 [3,3g]) es van analitzar mitjancant
nESI-ITMS/MS, pero per la resta de mostres es van obtenir seqiieéncies mitjancant nESI-ITMS/MS i
MALDI TOF/TOF, aixi, de les 19 seqliéncies identificades de TB448 [8¢], 11 van ser sequienciades per
nESI, 6 per MALDI-TOF/TOF i 2 mitjancant les dues técniques. De manera semblant, es van obtenir
47 dels 61 péptids de TB449 per nESI, 5 per MALDI-TOF/TOF i 9 amb ambdues. L'ultima mostra
processada, TB471, es va poder analitzar a més a més un vVMALDI, aixi dels 70 péptids identificats,
49 es van obtenir per nESI, 7 per MALDI-TOF/TOF i 10 per vMALDI. La resta, 22 péeptids, es van
poder detectar amb dues o les tres tecniques utilitzades (veure figura 31). Les caracteristiques de les

seqliéncies obtingudes es mostren a les taules 11 12.

A B
nESI-ITMS/MS nESI-ITMS/MS

VMALDI

MALDI-TOF/TOF MALDI-TOF/TOF

Figura 31: Namero de péptids identificats mitjangant cada tecnica: A. Peptids identificats a les mostres
TB448 i TB449; B. Peptids identificats a la mostra TB471.

Observant les nostres dades podiem dir que la técnica més resolutiva alhora d'obtenir seqiiéncies va
ser el nESI-ITMS/MS. Aquesta técnica és molt eficient, altament sensible i permet un continu feedback
entre l'usuari i la mostra, pero d’altra banda també és el métode menys automatitzable i el més lent.
D’altra banda el MALDI-TOF/TOF és menys eficient a I'hora de generar espectres interpretables pero
és una tecnica molt rapida, es poden analitzar moltes mostres a la vegada a partir de molt poca
guantitat de mostra, tot i que es gasta rapid (4-5 fragmentacions MS/MS per pou). El vMALDI-
ITMS/MS també utilitza molt poca quantitat de mostra perd a més a més la consumeix molt lentament
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permetent realitzar més de 25 MS/MS per cada pou i és molt automatitzable. Tot i aixo, també és
menys eficient que el nESI-ITMS/MS.

Es important tenir en compte que no tots els péptids responen igual als métodes de ionitzacio, de tal
manera que alguns es poden detectar amb unes técniques i amb d’altres no. Per tant es va comprovar
gue, com ja estava demostrat, per tal d'obtenir un repertori ampli que representi de manera acurada el
repertori peptidic real, és convenient combinar diferents metodologies.

6. IDENTIFICACIO | ANALISI DELS PEPTIDS AILLATS DE LES MOSTRES DE TIROIDES

En total es van aillar 162 péptids presentats per molécules de DR de 6 mostres de tiroides de pacients
amb GD: 4 sequéncies de la mostra TB190 [1 g], 1 de la TB237 [1.1 g] 3 de la TB269 [2 g], 4 de la
TB270 [3,3 g], 19 de la TB448 [8 g], 61 de la TB449 [25,5 g] i 70 de la TB471 [15 g]. Totes els péptids

eren autdlegs tal i com s’esperava i confirmant la manca de contaminaci6 d’altres fonts.
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Figura 32: Analisi de la mida dels péptids obtinguts de les 6 mostres de tiroides analitzades. Distribucié de
la mida dels péptids: de tots els péptids (barres grises), dels péptids presumiblement generats a la via endocitica

(barres negres) i els generats a la via citosolica (barres blanques)

La mida dels péptids anava dels 8 als 33 aminoacids, sent la majoria (77.6%) d'entre 12 i 22 aa,
longitud que es considera estandard pels péptids presentats per MHC-II (Figura 32). El pes mig era de
1824.76 Da (952.4-3473.6 Da). A la figura 32 es mostra la distribucié de les mides dels péptids en
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funcié de la seva possible via de generacid, considerant la via endocitica i la via citosolica de
degradacio proteica. La longitud dels péptids possiblement generats a la via endocitica estava dins de
I'estandard, tot i que s’observaven péptids molt grans, de fins a 33 aminoacids. Els péptids generats a
la via citosolica presentaven una distribucié mes heterogénia. De totes maneres tot i que es deixava
entreveure una tendéncia, no es podien treure conclusions ja que el nombre de péptids, sobretot

citosolics, no era suficient per tenir dades estadisticament valides.

Un fet a destacar era el nombre de péptids llargs de la mostra TB471. Aquest fet podia estar relacionat
amb I'al-lel expressat per aquest donant, HLA-DR8 (DRB1*0801), ja que també es van identificar
péptids llargs quan es va fer la descripcié del motiu d’ancoratge de DR8 (Muixi et al, 2009; veure

Resultats 1) i en un treball anterior de Chicz et al. (Chicz, Urban et al. 1993).

La distribucié cel-lular de les proteines de les quals derivaven els péptids, mostrava una major
preséncia de péptids generats per degradacié a la via endocitica. Tot i aixi gairebé un 30% dels
péptids s’havien generat a partir de proteines citosoliques. Dels péptids generats a la via endocitica la
gran majoria provenien de proteines exogenes, incloent un gran nombre de péptids de proteines de la

matriu extracel-lular, del col-loide i de la membrana cel-lular (Figura 33).
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% de peptids
=
:.l_.

qalh]

Figura 33: Analisi de la localitzacié de les proteines font dels peéeptids sequUenciats. Esquerra: Distribucid
cel-lular de les fonts proteiques dels péeptids; E: péptids generats per degradacié a la via endocitica, C: a la via
citosolica. Dreta: Analisis de la localitzacié cel-lular. Barres negres: péptids generats a la via endocitica; E,
exogens; Co, col-loidals; EM, de matriu extracel-lular; M, de membrana; V, vesiculars. Barres blanques: péptids

generats a la via citosolica; C, citosolics; RE/mit, reticle endoplasmatic o mitocondrial; N, nuclear

6.1. Identificacié dels péptids aillats de les mostres de tiroides de menys de 5 grams

El processament d’aquestes mostres ens va servir per posar a punt el protocol d’elucié de peptids a
partir de teixit. Es van utilitzar 4 mostres: TB270 (3,3 g), TB269 (2 g), TB237 (1,1 g) i TB190 (1 g). Tot i
la poca quantitat de mostra processada es van poder sequienciar 12 peptids per nESI-ITMS/MS (Taula
11). De la mostra TB270 es van obtenir 4 seqiiéncies, 3 de I'albimina i una provinent d’una proteina
de la matriu extracel-lular, la fibronectina. Els tres péptids de I'albimina formaven una familia de

sequencies solapades (nested sets). De les mostres TB269 i TB190 es van seqilienciar un grup de
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nested sets iguals de I'albimina; aquestes dues mostres expressen les mateixes molécules d’'HLA-DR
(DRB1*1101 i 1104), per tant es pot esperar que presentin els mateixos péptids. Per altra banda
aquests peptids d’albumina eren diferents dels de la mostra TB270, amb un tipatge d’HLA diferent. Es
va identificar una sequiéncia de la cadena 3 de la molécula DQB1*0602 de la mostra TB237. Aquesta
seqliencia procedeix d'un al-lel d’'HLA-DQ expressat per la mateixa mostra, per tant és un control de
qualitat de la correcta identificacié de seqiiéncies. Aquest mateix peptid també el vam trobar dins del
repertori de la mostra TB448 que com TB237 també és DR15" perd no al d’una altra mostra DR15",
TB449. S’ha vist en altres estudis de repertoris de linies cel-lulars transformades per 'EBV que aquest
péptid és un dels més presentats per les molécules DR15 i DR51 (Vogt, Kropshofer et al. 1994). Amb
I'estudi d'aquestes mostres de menys de 5 grams, es va poder comprovar que fins i tot a partir d’'un
gram de teixit, seguint el nostre protocol, es podien identificar péptids. Tot i aixi el rendiment obtingut

era molt baix.

0,

Pm  N° PPPPPPPPP Al-lel uni
Fenotip (Da) aa 123456789 assignat teorica Prom Proteina Neld L.
TB270 (3.30)
DRB1*0701 16009 15 AP S NLRFLATTPNSL DRB1*0701 57.76 31/51  Fibronectina (1905-1919) P02751 EM
1814.0 15 LGEYKFQNALLVRYT DRB1*0701 39.66 17/51 Albdmina serica (422-436) P02768 Co
1925.1 16 QLGEYKFQNALLVRYT DRB1*0701 39.66 17/51 Albdmina sérica (421-436) P02768 Co
2053.2 17 QLGEYKFQNALLVRYTK DRB1*0701 39.66 17/51 Albdmina serica (421-437) P02768 Co
TB190 (1g)
DRB1*1101 1569.6 15 TPTLVEVSRNLGKVG NA 0/51  Albumina serica (444-458) P02768 Co
DRB1*1104 1656.6 16 STPTLVEVSRNLGKVG NA 0/51  Albumina serica (443-458) P02768 Co
DRB3*0101 1656.7 16 TPTLVEVSRNLGKVGS NA 0/51  Albumina serica (444-459) P02768 Co
17551 17 VS TPTLVEV SRNLGKVG NA 7/51  Albumina serica (442-458) P02768 Co
TB269 (29)
DRB1*1101 1569.6 15 TPTLVEVSRNLGKVG NA 0/51  Albumina serica (444-458) P02768 Co
DRB1*1104 1656.7 16 TPTL E R N L K S NA 0/51  AlbUmina sérica (444-459) P02768 Co
DRB3*0101 1656.6 16 STPTLVEV RN L K Vv NA 0/51  Albumina serica (443-458) P02768 Co
TB237 (19)
DRB1*1501 1628.9 15 DVGVYRAVTPQGRP D DRB5*0101 27.55 0/51 DQB1*0602 B-ch.(75-89) P03992 M
DRB5*0101

Taula 11: Sequéncies obtingudes de les mostres de tiroides de menys de 5 grams de teixit. Fenotip: tipatge
HLA-DR de les mostres; Pm: pes molecular en Da; NPaa: nimero d'aminoacids del péptid. 42 columna:
seqliéncies del peptids alineades en funcié de la posicid6 d'ancoratge P1, les posicions d'ancoratge estan
marcades en negreta. Les sequéncies en cursiva no estan alineades en funcié del P1, ja que no s’han pogut
assignar amb certesa a cap al-lel d’HLA-DR. Les dues columnes seguents indiquen I'al-lel al qual s’ha assignat el
péptid i I'index d’afinitat tedric calculat amb el programa ProPred; NA: no s’ha pogut assignar a cap al-lel; Prom:
Promiscuitat, és la relacioé entre el nombre d’al-lels als quals s’uneix bé el péeptid i el total de molécules d’'HLA
analitzades. Considerem bons lligands els peptids amb un P1 adequat per I'al-lel corresponent i amb un index
d’afinitat tedrica superior al 25%. 82 columna: proteina d'origen i la posicié del peptid dins la proteina. N°ld:
namero d'identificacio de la proteina; L: localitzacié de la proteina font, EM: matriu extracel-lular; Co, col-loid; M,

membrana
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Pm  N° PPPPPPPPP Al-lel % Index
Mostra Fenotip (Da) aa 123456789 assignat  afinitat Prom. Proteina Neld L.
TB448 DRB1*1501 1770.0 15 DI PELVNMGQWKI RA DRB1*1501 41.84 27/51 Complement C3 (194-208) P01024 E
DRB5*0101 1594.0 15 AAGLLSTYRAFLSSH DRB1*1501 33.67 2/51 Col-lagen cadena a. 1 (XV) (1243-1257) P39059 ME
DRB1*0407 1522.8 14 AGLLSTYRAFLSSH DRB1*1501 33.67 2/51 Col-lagen cadena a 1 (XV) (1244-1257) P39059 ME
DRB4*0103 1687.0 13 LKKYLYEI ARRHP DRB1*1501 33.67 6/51 Albumina sérica (159-171) P02768 Co
2014.2 16 YPKSLHMYANRLLDHR DRB1*1501 55.10 19/51 Apolipoproteina B (1200-1215) P04114 E
1629.8 15 DVGVYRAVTOQGRPD DRB5*0101 68.37 7/51 DQB1*0602 cadena beta (75-89) P03992 M
1676.8 15 DVGEYRAVTELGRPD DRB5*0101 44.90 3/51 HLA Il cadena beta DRB1*4 (72-86) P13760 M
1633.0 15 GGELRFTVTQRSQPG DRB5*0101 29.59 39/51 Proteoglica heparan sulfat (1006-1020) P98160 ME
1795.0 16 YGGELRFTVTQRSQPG DRB5*0101 29.59 39/51 Proteoglica heparan sulfat (1005-1020) P98160 ME
1660.8 14 YDHNFVKAI NAIl QK DRB5*0101 54.08 19/51 Catepsina C (170-183) P53634 V
1661.0 16 RLPI I DVAPLDVGAPD DRB5*0101 13.27 (LB) 7/51 Col-lagen cadena o 1 (I) C-term Propeptide (1436-1451) P02452 ME
2030.0 18 CPTPCQLQAEQAFLRTVAQ DRB5*0101 29.59 2/51 Tiroglobulina (726-743) P01266 Co
1678.9 12 REI FNMARQRSR DRB5*0101 46.94 30/51 Apolipoproteina B (427-439) P04114 E
1720.0 16 Il RASYAQQPAESRVSG NA 0/51 Proteoglica heparan sulfat (1089-1104) P98160 ME
1827.0 16 NI FSFYLSRDPDAQPG DRB1*0407 ND 3/51 Catepsina D (227-241) P07339 Vv
1863.0 16 RPKDYEVDATLKSLNN DRB1*0407 ND 15/51 Col-lagen cadena a 2 (1) C-term propeéptid (1129-1144)  P08123 ME
1613.8 15 KPGQFI RSVDPDSPA DRB1*0407 ND 0/51 NHERF (174-188) 014745 C
14498 12 EDFRDGLKLMLL NA 3/51 o Actinina 1(57-68) o o Actinina 4 (76-87) P12814 C
1895.1 16 DVPKWI SI MTERSVPH DRB1*0407 ND 19/51 Anexina Il (208-223) P07335 M
TB449 DRB1*1501 1362.7 12 VVDLMAHMASKE DRB1*1501 19.39 (LB) 5/51 GAPDH (324-335) \P00203° C
DRB5*0101 1763.8 14 LI SWYDNEFGYSNR DRB1*1501 16.33 (LB) 0/51 GAPDH (310-323) \P00203" C
DRB1*0301 1650.2 13 I SWYDNEFGYSNR DRB1*1501 16.33 (LB) 0/51 GAPDH (311-323) \P00203° C
DRB3*0101 1779.2 14 LI SWYDNEFGYSNR DRB1*1501 16.33 (LB) 0/51 GAPDH (310-323) \P00203" C
12746 10 LLVVYPWTQ QR DRB1*1501 39.80 21/51 Hemoglobina cadena & (31-40) P02042 E
1308.2 10 LVVYPWTQRF DRB1*1501 39.80 21/51 Hemoglobina cadena § (32-41) P02042 E
1421.8 11 LLVVYPWTQOQRF DRB1*1501 39.80 21/51 Hemoglobina cadena 5 (31-41) P02042 E
2301.3 22 LVTLAAHLTAEFTPAVHASLDK DRB1*1501 24.49 (LB) 7/51 Hemoglobina cadena a (106-127) P69905 E
1687.0 13 LKKYLYEI ARRHP DRB1*1501 33.67 6/51 Albumina serica (159-171) P02768 Co
1567.0 15 TNVPPEVTVLTNSPV DRB1*1501 23.47 (LB) 3/51 HLA class Il, DR cadena a (108-122) P01903 M
1690.9 15 GNRI AQWQSFQLEGG DRB1*1501 29.60 1/51 Alfa-2-macroglobulina (172-186) P01023 E
1633.9 14 GNRI AQWQSFQLEG DRB1*1501 29.60 1/51 Alfa-2-macroglobulina (172-185) P01023 E
1522.8 14 AGLSTYRAFLSSH DRB1*1501 33.67 2/51 Col-lagen cadena a 1 (XV)(1244-1257) P39059 ME
1593.6 15 AAGLSTYRAFLSSH DRB1*1501 33.67 2/51 Col-lagen cadena a 1 (XV) (1243-1257) P39059 ME
1521.0 13 DGVI KVFNDMKVR DRB1*1501 57.10 3/51 Cofilin-1 (8-20) pP23528 C
1310.8 10 WRLEEFGRFA DRB5*0101 20.41 (LB) 0/51 HLA classe Il, DR cadena o. (68-76) P01903 M
1409.8 11 VWRLEEFGRFA DRB5*0101 22.45(LB) 1/51 HLA classe Il, DR cadena o. (67-76) P01903 M
1687.1 16 RVMTI APGLFGTPLLT DRB5*0101 34.69 4/51 3 hidroxiacil CoA deshidrogenassa tipus Il (192-207) Q99714 C
1815.0 16 DKFLASVSTVLPSKYR DRB5*0101 16.33 (LB) 4/51 Hemoglobina cadena a (126-141) P69905 E
1571.6 14 FLASVSTVLPSKYR DRB5*0101 16.33 (LB) 4/51 Hemoglobina cadena o (128-141) P69905 E
1600.9 14 RGNSI | MLEALERYV DRB5*0101 53.06 29/51 ribonucleoproteina nuclear petita G (63-76) Q15357 N
1857.0 16 I GSSYFPEHGYFRAPE DRB5*0101 32.7 2/51 Multimerina 2 (851-866) Q9H8L6 ME
1728.1 15 QLQPDNSTLTWVKPT DRB1*0301 32.63 7/51 Fosfolipassa C (883-897) Q9HBX6 M
22453 21 LAQATGKPPQYI AVHVVPDOQL DRB1*0301 23.16 (LB) 11/51  Factor inhibidor de migraci6é de macrofags (MIF) (27-47) P14174 E
1914.4 18 I VNTNVPRASVPDGFLSE DRB1*0301 36.84 23/51 Factor inhibidor de migraci6é de macrofags (MIF) (5-22) P14174 E
2305.6 21 PmFI VNTNVPRASVPDGFLSE DRB1*0301 36.84 32/51 Factor inhibidor de migraci6é de macrofags (MIF) (2-22) P14174 E
2089.6 19 PmFI VNTNVPRASVPDGFL DRB1*0301 36.84 32/51 Factor inhibidor de migraci6é de macrofags (MIF) (2-20) P14174 E
2384.6 22 I VNTNVPRASVPDGFLSELT QQ DRB1*0301 36.84 23/51 Factor inhibidor de migracié de macrofags (MIF) (5-26) P14174 E
1362.4 12 mLLI PTSFSPLK DRB1*0301  47.05  30/51 proteina NipSnap4 (236-247) Q9UFNO C
1744.0 16 WLRNGKPVTTGVSETV DRB1*0301 35.79 12/51 HLA class Il DR cadena a (146-161) P01903 M
1845.1 17 TWLRNGKPVTTGVSETYV DRB1*0301 35.79 12/51 HLA class Il, DR cadena o (145-161) P01903 M
1489.0 14 EDI VADHVASYGVN DRB1*0301 62.11 12/51 HLA class Il , DQ(2,6,3) cadena o (24-37) P04226 M



Pm Ne PPPPPPPPP Al-lel % Index

Mostra Fenotip (Da) aa 123456789 assignat afinitat Prom. Proteina Ne° Id L.
TB449 DRB1*1501 1937.1 15 EQFYVDLDKKETYV WH DRB1*0301 35.76 10/51 MHC class Il (61-75) Q95HB9 M
DRB5*0101 17309 15 FDPI I EDRHGGYKPS DRB1*0301 26.30 0/51 Creatine kinase, cadena B (89-103) P12277 (03
DRB1*0301 1643.8 14 FDPI | EDRHGGYKP DRB1*0301 26.30 0/51 Creatine kinase, cadena B (B-CK) (89-102) P12277 C
DRB3*0101 1919.3 18 RLLLPGELAKHAVSEGTK DRB1*0301 17.58 (LB) 0/51 Histona H2B K (99-116) P 62807 N
14169 13 RLLLPGELAKHAYV DRB1*0301 17.58 (LB) 0/51 Histona H2B. (99-111) P 62807 N

20312 19 AFTPEGERLI GDAAKNQLT DRB1*0301 26.32 5/51 BIP (67-85) P11021 ER

1670.0 15 LSSVVVDPSI RHFDYV DRB1*0301 49.47 16/51 Tiroglobulina (2098-2112) P01266 Co

20432 23 TGGASGLGLATAERLVGQGASAV DRB1*0301  28.11 4/51 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type Il (16-38) Q99714 C

15304 14 GTLI I RDVKESDRQG DRB1*0301 48.42 34/51 Proteoglica heparan sulfat (462-475) P98160 ME

16269 14 KEYFAI DNSGRI I'T DRB1*0301 35.79 10/51 Cadherin-5(197-210) P33151 M

1684.0 15 GKEYFAI DNSGRI I T DRB1*0301 35.79 10/51 Cadherin-5 (196-210) P33151 M

11716 11 VLSPADKTNYV DRB1*0301 15.79 (LB) 0/51 Hemoglobin a cadena (1-11) P 69905 E

15049 13 RYSVDI PLDKTVYV DRB1*0301 21.05(LB) 6/51 60s Ribosomal protein L27 P61353 (03

1175.7 10 FLENVI RDAYV NA 0/51 Histona H4 (61-70) P 62805 N

14428 14 SRAGLELGAEPETI NA 0/51 Nidogen-2 (NID-2) (1167-1180) Q14112 ME

17339 15 GELEKEEAQPI VTKY NA 0/51 hnRNP U-like 2 (611-625) Q1KMD3 N

1397.7 12 RFDSDVGEFRAYV NA 0/51 HLA class Il, DR, DP DQ cadena H (68-79) P01911 M

12576 11 FDSDVGEYRAYV NA 0/51 HLA class Il, DRB3-1 cadena H (69-79) P79483 M

1807.0 18 I YTRNTKGGDAPAAGEDA NA 6/51 Proteina ribosomal S25 (108-125) P62851 C

17144 16 AVPSPPPASPRSQYNF NA 0/51 Serin Proteasa(134-149) 043464 C

20134 19 AVPSPPPASPRSQYNEFI A NA 0/51 Serin Proteasa (134-152) 043464 C

13116 12 ASVSTVLPSKYR NA 4/51 Hemoglobina cadena H (130-141) P 69905 E

17358 14 SWYDNEFGYSNRVYV NA 0/51 GAPDH (312-325) P 04406 C

16319 16 SWNSGALTSGVHTFPA NA 0/51 Ig gammma-1 cadena C (40-55) P08157 E

1637.6 18 AKVAVLGASGGI GQPL SL NA 0/51 Malat deshidrogenasa (25-42) P40926  mit

2167.3 19 LLTEAPLNPKANREKMTAQ NA 3/51 Actina (106-124) P63261 C

1296.7 10 DRVYIlI HPFHL NA 0/51 Angiotensina (34-43) ANHU E

1543.8 13 DTNADKQL SFEEF NA 0/51 Calgranulina B (67-79) P06702 C

1004.6 9 | KEESKTAV NA Proteina del cinetocor CENP-F (2346-2354) P49454 N

TB471 DRB1*0301 3274.66 31 LTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRL DRB1*0301 48.42 3/51 Hemoglobina cadena H (1-31) P68871 E
DRB3*0101 3387.83 32 LTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL DRB1*0301 48.42 3/51 Hemoglobina cadena H (1-32) P68871 E
DRB1*0801 1308.63 10 LVVYPWTAQRF DRB1*0301 36.84 12/51 Hemoglobina cadena H(32-41) P68871 E
1956.92 18 QVTQPTVGMNFKTPRGPYV DRB1*0301 40 18/51 Proteina ribosomal 40S S17 (107-134) P08708 C

1470.73 12 YYKVDENGKI SR DRB1*0301 31.58 8/51 Proteina ribosomal 40S 27 (29-40) P 62979 C

1905.95 16 AHLLI LRDTKTYMLAF DRB1*0301 66.32 26/51 Glicoproteina acida H-1 (117-132) P02763 E

1758.92 15 AHLLI LRDTKTYMLA DRB1*0301 66.32 26/51 Glicoproteina acida H-1 (117-131) P02763 E

13746 13 KAVLTI DEKGTEA DRB1*0301 51.58 5/51 Antitripsina alfa-1 (359-371) P 01009 E

1501.8 15 KAVLTI DEKGTEAAG DRB1*0301 51.58 5/51 Antitripsina alfa-1 (359-373) P 01009 E

17376 17 VHKAVLTI DEKGTEAAG DRB1*0301 51.58 5/51 Antitripsina alfa-1 (357-373) P 01009 E

1774.09 15 KVKKI YLDEKRLLAG DRB1*0301 48 12/51 proteina SPARC-like 1 (556-570) Q14515 E

1683.87 15 GKEYFAI DNSGRI I T DRB1*0301 35.79 11/51 VE-Cadherina (196-210) P33151 M

1915.05 18 DPSPSPVLGYKI VYKPVG DRB1*0301 42.11 23/51 Col-lagen cadena H-1 (XIl) (2137-2154) Q5VYK1 ME

1448.71 14 VVAGVANALAHKYH DRB1*0301 26 (LB) 9/51 Hemoglobina cadena beta (133-146) P68871 E

2582.24 24 VGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK DRB1*0301 28.42 (LB) 6/51 Hemoglobina cadena alfa (17-40) P01922 E

1324.49 12 LI TPAVVSERLK DRB1*0301 21.79 (LB) 0/51 Proteina ribosomal 40S S25 (67-78) P62851 C

192595 18 GRMHAPGKGL SQSALPYR DRB1*0301 24.21(LB) 0/51 Proteina ribosomal 40S S13 (1-18) P62277 C

1709.88 16 TGAAPI I DVVRSGY YK DRB1*0301 12.32 (LB) 0/51 Proteina ribosomal 60S L27a (94-109) P46776 C

1688.6 16 ASGNYATVI SHNPETK DRB1*0301 14.74 (LB) 0/51 Proteina ribosomal 60S L8 (128-143) P62917 C

1457.6 15 AGNLGGGVVTI ERSK DRB1*0301 21.05(LB) 0/51 Proteina ribosomal 60S L22 (52-66) P35268 C

2094.02 18 SYELPDGQVI TI GNERFR DRB1*0301 17.89 (LB) 2/51 Actina (alpha,beta, gamma) (239-256) P60709 C

1161.4 11 EI TALAPSTMK DRB1*0301 17.58 (LB) 0/51 Actina (alpha,beta, gamma)(316-326) P60709 C

1886.93 17 GTQGKI VDLVKELDRDT DRB1*0301 13.68 (LB) 0/51 Antitripsina alfa-1 (188-204) P 01009 E



Pm Ne PPPPPPPPP Al-lel % Index

Mostra Fenotip (Da) aa 123456789 assignat  afinitat Prom. Proteina Ne Id L.
TB471 DRB1*0301 1829.9 16 TQGKI VDLVKELDRDT DRB1*0301 13.68 (LB) 0/51 Antitripsina alfa-1 (189-204) P01009 E
DRB3*0101 1613.86 14 TQGKI VDLVKELDR DRB1*0301 13.68 (LB) 0/51 Antitripsina alfa-1 (189-202) P01009 E
DRB1*0801 2953.23 33 SGNFGGSRNMGGPYGGGNYGPGGSGGSGGYGGR DRB1*0301 14.74 (LB) 4/51 hnRNP A2/B1(318-350) P22626 N
1739.83 18 DGRGALQNI I PASTGAAK DRB1*0301 24.21 (LB) 2/51 GAPDH (197-214) P04406 C
31969 31 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALER DRB1*0301 15.79 (LB) 2/51 Hemoglobina cadena alfa (1-31) P01922 E
3327.44 32 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM DRB1*0301 15.79 (LB) 2/51 Hemoglobina cadena alfa (1-32) P01922 E
33448 32 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM DRB1*0301 15.79 (LB) 2/51 Hemoglobina cadena alfa (1-32) P01922 E
3473.61 33 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF DRB1*0301 1579 (LB) 2/51 Hemoglobina cadena alfa (1-33) P01922 E
1765.8 15 EGLTFQMKKNAEELK DRB1*0801 65.1 17/51 Apolipoproteina A-1V (239-253) P06727 E
1636.78 14 GLTFQMKKNAEELK DRB1*0801 65.1 17/51 Apolipoproteina A-1V (240-253) P06727 E
1395.6 12 GLTFQMKKNAEE DRB1*0801 65.1 17/51 Apolipoproteina A-1V (240-251) P06727 E
1893.97 17 AYVRLAPDYDALDVANK DRB1*0801 30.23 8/51 Proteina ribosomal 60S L23a (136-152) P62750 C
1609.8 14 SVPRYLPRPANPDE DRB1*0801 38.37 7/51 Cadherina epitelial (E-Cadherin) (793-806) P12830 M
309554 29 AAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK DRB1*0801 28.42 (LB) 7/51 Hemoglobina cadena alfa (12-40) P01922 E
1970.94 18 QVDQFLGVPYAAPPLAER DRB1*0301 15.79 (LB) 0/51 Tiroglobulina (2224-2241) P01266 Co
1059.4 10 LSLQEPGSKT DRB1*0301 11.58 (LB) 2/51 Tiroglobulina (2756-2765) P01266 Co
1683.91 16 VLSPADKTNVKAAWGK DRB1*0301 15.79 (LB) 0/51 Hemoglobina cadena alfa (1-16) P01922 E
2690.51 23 AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQK NA 0/51 MHC class Il (78-100) P13760 M
2846.44 24 AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR NA 0/51 HLA-II , DRB1-4 cadena beta (78-101) P13760 M
274439 26 KTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM NA 2/51 Hemoglobina cadena alfa (7-32) P01922 E
2174.04 21 AAWGKVGAHAGEYGAEALERM NA 2/51 Hemoglobina cadena alfa (12-32) P01922 E
2755.38 24 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK NA 6/51 Hemoglobina cadena alfa (33-56) P01922 E
3262.68 29 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK NA 6/51 Hemoglobina cadena alfa (33-61) P01922 E
3134.58 28 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGK NA 6/51 Hemoglobina cadena alfa (33-60) P01922 E
1833.69 16 TYFPHFDLSHGSAQVK NA 0/51 Hemoglobina cadena alfa (41-56) P01922 E
2341.18 21 TYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK NA 0/51 Hemoglobina cadena alfa (41-61) P01922 E
2996.49 29 VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK NA 3/51 Hemoglobina cadena alfa (62-90) P01922 E
3427.86 32 AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR NA 3/51 Hemoglobina cadena alfa (110-141) P01922 E
279250 27 AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVL NA 3/51 Hemoglobina cadena alfa (110-136) P01922 E
1699.97 15 KFLASVSTVLTSKYR NA 4/51 Hemoglobina cadena alfa (127-141) P01922 E
1998.98 20 PAAPAAAPPAEKAPVKKKAR NA 0/51 Histona H1.4 (Histona H1b) (5-24) P10412 N
2044 21 SETAPAAPAAAPPAEKAPVKK NA 0/51 Histona H1.2 (1-21) P16403 N
21718 22 SETAPAAPAAAPPAEKAPVKKK NA 0/51 Histona H1.2 (1-22) P16403 N
1331.73 15 GAPAAATAPAPTAHK NA 0/51 Histona H1 (129-143) Q92522 N
1511.66 12 AKFEELNMDLFR NA 0/51 BIP Protein (325-336) P11021 ER
12744 12 I GSSQDDGLI NR NA 0/51 Tiroglobulina (2508-2519) P01266 Co
1220.52 11 SRTSGLLSSWK NA 0/51 Tiroglobulina (1080-1090) P01266 Co
1880.78 17 AKAVKQFEESQGRTSSK NA 0/51 Tiroglobulina (2520-2536) P01266 Co
1477.69 13 AKAVKQFEESQGR NA 0/51 Tiroglobulina (2520-2532) P01266 Co
9524 8 VHLTPEEK NA 0/51 Hemoglobina cadena beta (1-8) P68871 E
2139.11 20 FESFGDLSTPDAVMGNPKVK NA 1/51 Hemoglobina cadena beta (42-61) P68871 E
1910.88 18 FESFGDLSTPDAVMGNPK NA 1/51 Hemoglobina cadena beta (42-59) P68871 E
1528.2 15 VGAHAGEYGAEALER NA 0/51 Hemoglobina cadena alfa (17-31) P01922 E
12146 11 TVDGPSGKLWR NA 0/51 GAPDH (186-196) P04406 C
10875 9 LRVDPVNFK NA 4/51 Hemoglobina cadena alfa (91-99) P01922 E
1059.51 8 I PDWFLNR NA 0/51 Proteina ribosomal 40S S18 (79-86) P62269 C
1699.85 13 TGKNKWFFQKLRF NA 0/51 Proteina ribosomal 60S L27 (123-135) P61353 C

Taula 12: Sequéncies obtingudes de les mostres de tiroides de més de 5 grams de teixit. Veure la llegenda de la taula 1. ND: no s’ha pogut calcular el % d’index d’afinitat ja que

no hi ha la matriu en el PorPred; NA: no assignat; LB: lligands febles; E, exdgena; C, citoplasmica; ER, Reticle endoplasmatic; N, nucli; mit, mitocondrial; V, vesicular
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6.2. Identificacio dels repertoris de peptids associats a HLA-DR en tiroides autoimmunes

S’ha aconseguit seqiienciar un total de 150 péptids, aillats de tres mostres de tiroides de pacients amb
GD; TB448 (8 g), 19 seqliéncies, TB449 (25,5 g), 61 seqliéncies i TB471 (15 g), 70 sequéncies. Les

sequéncies peptidiques es mostren a la Taula 1.

6.2.1 Peéptids generats a la via endocitica

Dels 150 peéptids identificats, 103 eren péeptids generats a la via endocitica, la majoria exogens.
D’aquests, 10 derivaven de components del col-loide, 13 de la matriu extracel-lular i 59 provenien de
proteines exogenes d'altres origens. A més, 19 provenien de proteines de membrana i dos de
vesiculars. Dels péptids col-loidals, 8 pertanyien a péptids de la tiroglobulina, un de la mostra TB448,
un de TB449 i sis diferents de TB471. Aquests péeptids s’analitzen amb més detall en el punt segient
degut a la seva rellevancia. També es van trobar diferents péptids de I'albimina. L'albumina és una
proteina ubiqua perdo també és la segona proteina més abundant del col-loide, després de la
tiroglobulina (Anderberg, Enestrom et al. 1981; Baggio, Medeiros-Neto et al. 1996) i en molts
desordres de la tiroides, augmenten el nivell d’'albimina extravascular que es troba dins el fol-licle
(Netto and Rosenthal 1982).

Un nombre elevat de péptids exdgens provenien de proteines de la matriu extracel-lular: proteoglicans,
diferents molécules de col-lagen, nidogen-2 i multimerin. Diversos estudis demostren que els pacients
amb GD amb manifestacions extratiroidals, on hi ha una remodelacio dels teixits orbitals i dérmics,
presenten alteracions estructurals i funcionals de la matriu extracel-lular (Prabhakar, Bahn et al. 2003).
S’ha vist que en pacients sense complicacions extratiroidals el contingut total de glicosaminoglicans en
el serum és més alt que en controls, en concret la concentracié d’heparan sulfat que normalment es
baixa en el serum d'individus sans, es troba significativament augmentada en pacients amb GD
(Komosinska-Vassev, Winsz-Szczotka et al. 2006). La preséncia d’autoanticossos contra proteines de
la matriu extracel-lular s’ha estudiat en diferents malalties autoimmunitaries que afecten els teixits
connectius. S’ha detectat autoanticossos i cél-lules T especifiques per proteines de la matriu com
col-lagen, laminina, fibronectina en pacients amb oftalmopatia associada a GD (Kiljanski, Peele et al.
1997; Bednarczuk, Kiljanski et al. 1998). De les nostres mostres, només al pacient TB449 se li havia
diagnosticat oftalmopatia associada a GD. Moltes proteines de la matriu extracel-lular com fibronectina,
laminina i proteinases involucrades en la seva degradaci6 son dependents de la produccié
d’hormones tiroidals (Damjanovski, Puzianowska-Kuznicka et al. 2000; Ribeiro-Carvalho, Farias-de-
Oliveira et al. 2002; Trentin, De Aguiar et al. 2003). D'aquesta manera I'estimulacié cronica
caracteristica de GD, amb sobreproduccié hormonal, podria comportar un augment de les proteines de
la matriu extracel-lular i de les metaloproteases i, consequentment, una major presencia de péptids

d’aquestes proteines presentats per les molécules de HLA-DR en tiroides.

Un gran nombre de péptids exdogens provenien de I'hnemoglobina. S’ha vist que en tiroides hiperplasics

els nivells d’hemoglobina glicosilada sén significativament superiors respecte als dels controls (Kuhn,
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Rieu et al. 1983; Ford, Lim et al. 1987; Ribeiro-Carvalho, Farias-de-Oliveira et al. 2002; Mohan Kumar,
Bobby et al. 2004). Entre la resta de péptids de proteines seriques trobem diferents apolipoproteines,

proteines del complement i immunoglobulines.

També es van trobar diferents péptids del factor inhibidor de la migracié dels macrofags (MIF). MIF es
una citocina produida per diferents poblacions cel-lulars entre elles cél-lules epitelials, endotelials i del
sistema immunitari i el seu receptor es troba en molts tipus cel-lulars, depenent la seva funcio del tipus
cellular sobre el qual actua. La sobreproduccié de MIF pot potenciar la inflamacio i I'activacié de
cel-lules T autoreactives, i s’ha demostrat el seu paper mediador de diferents mecanismes patogenics
en malalties autoimmunitaries sistémiques i organ especifiques (Santos, Hall et al. 2001; Bojunga,
Kusterer et al. 2003; Foote, Briganti et al. 2004; Powell, Papenfuss et al. 2005; Radstake, Sweep et al.
2005; Sanchez, Gomez et al. 2006; Stosic-Gruijicic, Stojanovic et al. 2008). De fet, I'ls d’anticossos
anti-MIF o d’'altres quimics inhibidors de MIF s’'esta estudiant com a possible terapia en inflamacié
(Stosic-Grujicic, Stojanovic et al. 2008). Els péptids restants sén dos grups de nested sets de l'alfa-1
antitripsina, un péeptid de I'angiotensina, 2 de la glicoproteina acida alfa-1, 2 de I'alfa-2 macroglobulina i

d’una proteina tipus SPARC.

Es van sequenciar també dos péptids de catepsines. Les catepsines sén proteases molt abundants als
endosomes de les CFT, ja que son indispensables per l'alliberament de les hormones de la
tiroglobulina (Dunn, Crutchfield et al. 1991; Friedrichs, Tepel et al. 2003), de fet en els tiroides humans
la catepsina D s’ha descrit com el principal enzim involucrat en la protedlisis de la Tg (Dunn and Dunn
1982; Yoshinari and Taurog 1985). Alguns treballs mostren un augment dels nivells de catepsina D en

el teixit tiroidal de pacients amb GD (Metaye, Millet et al. 1993; Metaye, Kraimps et al. 1997).

La majoria dels péptids de proteines de membrana provenien de molécules d’'HLA de classe I, tant
HLA-DR com HLA-DQ, dos en la mostra TB448, 9/12 en la TB449 i 2/4 en la TB471. També es van

obtenir péptids de diferents cadherines, un de la fosfolipasa C i un de I'anexina Il,

6.2.2 Peéptids generats per degradacié al citosol

Els péptids presumiblement generats per la via citosolica de degradacié eren 47: 11 de proteines
nuclears, 2 del reticle endoplasmatic, una mitocondrial i 33 citosoliques. Els péptids que derivaven de
proteines nuclears provenien sobre tot d’histones (7/11), tres de diferents ribonucleoproteines i una
proteina del cinetocor, CENP-F. S’han fet estudis de la presencia d’anticossos circulants contra
antigens relacionats amb el DNA en pacients amb Graves y s'observa que una petita proporcio dels
pacients tenen ANA (antinuclear antibodies), anticossos contra DNAds o ss, i contra histones
(Katakura, Yamada et al. 1987; Loviselli, Velluzzi et al. 1992; Pedro, Romaldini et al. 2006). Els dos
péptids de proteines del reticle provenien de la xaperona BIP. En els tirocits, BIP s’associa de manera
transitoria amb la Tg durant les primeres etapes de maduracioé conformacional (Kim, Bole et al. 1992) i
també es proposa que fa de control de qualitat en el reticle endoplasmatic, aixi un augment de la unié

de la Tg amb BIP retarda la maduracié conformacional i I'exportacié6 de la Tg des del reticle
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endoplasmatic (Muresan and Arvan 1998). La degradaci6 de BIP podria també tenir lloc a la via
endocitica. L'Unic péptid provinent d'una proteina mitocondrial era un péptid de la malat-
deshidrogenasa. La resta de péptids generats per degradacié al citosol, provenien de proteines
citosoliques com la GAPDH, el factor regulador de l'intercanviador Na‘*/H* NHERF, un gran nombre de
proteines ribosomals, una serin proteasa, I'enzim creatin cinasa, la 3-hydroxyacyl-CoA
deshidrogenasa tipus I, la calgranulina B, NipSnap4, I'actina, la proteina d'unié a actina cofilin-1 i

I'alfa-actinina.

Resumint, les molecules de DR expressades a la glandula tiroides uneixen péptids autolegs de mida
estandard, reclutats de proteines abundants en el col-loide i d'altres compartiments cel-lulars, inclos el
citosol. Dins d’aquest repertori, proteines especifiques de teixit com la tiroglobulina poden generar

péptids capacos d'unir-se a les molécules d’'HLA-DR.

6.3. Péptids de tiroglobulina

Les sequencies més rellevants obtingudes en aquest estudi van ser de peptids de tiroglobulina. La
tiroglobulina és el component majoritari de la glandula tiroide, representa el 75% del contingut proteic
d'aquesta i s’ha descrit com un dels principals autoantigens, comu a totes les malalties
autoimmunitaries tiroidals (Carayanniotis and Rao 1997; Rose and Burek 2000). Fins al moment no

s’havia identificat cap peptid de tiroglobulina presentat in situ per molécules de classe II.

S’ha obtingut un total de 8 seqiiéncies, dues d’elles formen grups de segliéncies solapades i les 6
restants son péptids Unics. Els peptids de tiroglobulina Tg(726-743) i Tg(2098-2112) es van sequenciar
de les mostres TB448 i TB449 respectivament i els péptids Tg(1080-1090), (2224-2241), (2508-2519),
(2520-2532), (2520-2536) i (2756-2765) de TB471. Totes les seqiieéncies es van obtenir per nESI-
ITMS/MS excepte el péptid Tg(2224-2241) que es va obtenir per MALDI TOF/TOF i per vMALDI (Taula
13).

El péptid de tiroglobulina Tg(726-743) es va sequenciar manualment ja que al tenir un pont disulfur
entre les dues cisteines de I'extrem N-terminal el patré de fragmentacié del péptid estava modificat, i
els fragments que contenien el pont disulfur eren dues unitats de massa més petits que els de les
bases de dades.

Per assegurar que I'assignacié de la sequiéncia havia estat correcta es van sintetitzar els péptids i es
van comparar els espectres de MS dels peptids sintétics amb els obtinguts de les mostres de tiroides
(Figura 34). Els peptids sintétics es van analitzar a una concentracié de 2.45 pmol/ul. Els espectres del
péptid Tg(2224-2241) no es van poder comparar ja que 'vMALDI genera péptids monocarregats a
diferéncia del nESI que genera majoritariament peptids doblement carregats i per tant els dos métods

generaven espectres de fragmentaci6 diferents.
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Pm N° sense seq.
Mostra Fenotip (Da) Seqgiliéncia aa Péptid* Senyal** Fr. Metod.
TB448 DRB1*1501 2031 CPTPCQLQAEQAFLRTVQ 18 Tiroglobulina (726-743) (707-724)  Fr40 LCQ
DRB1*0407
TB449 DRB1*0301 1670 LSSVVVDPSIRHFDV 15 Tiroglobulina (2098-2108) (2079-2089) Fr39 LCQ
DRB1*1501

TB471 DRB1*0301 1477,7 AKAVKQFEESQGR 13 Tiroglobulina (2520-2532) (2501-2513) Fr22 TOFTOF, LCQ
DRB1*0801 1880,8 AKAVKQFEESQGRTSSK 17 Tiroglobulina (2520-2536) (2501-2517) Fr22 LCQ

TOFTOF,
1970,9 QVDQFLGVPYAAPPLAER 18 Tiroglobulina (2224-2241) (2205-2222) Fr42 vMALDI
12744 IGSSQDDGLINR 12 Tiroglobulina (2508-2519)  (2489-2500) Fr26 LCQ
1220,5 SRTSGLLSSWK 11 Tiroglobulina (1080-1090) (1061-1071) Fr35 LCQ
1059,4 LSLQEPGSKT 10 Tiroglobulina (2756-2765) (2737-2746) Fr26 LCQ

Taula 13: Sequencies de tiroglobulina obtingudes de les mostres de tiroides analitzades. *Posicié del péptid
dins la proteina; **localitzacié del peptid dins la tiroglobulina sense tenir en compte la seqiiéncia senyal; Fr:
Fraccié d’'HPLC de la qual s’ha sequenciat el péeptid, Metod: Metodologia amb la qual s’ha obtingut la seqiiéncia,
LCQ: nESI-ITMS/MS, TOFTOF: MALDI TOF/TOF.

Amb aquest sistema no podiem assegurar quina ceél-lula del teixit presentava aquests peptids de Tg
via HLA-DR, ja que a part de les ceél-lules epitelials que expressen classe I, dins l'infiltrat de la tiroides
hi ha cél-lules presentadores d'antigen (cél-lules B, macrofags i cél-lules dendritiques) que també
podrien estar presentant-los. De totes maneres, diversos motius afavoreixen la hipotesis que aquests
péptids estan associats a les CFT. En primer lloc, la malaltia de Graves no genera gaire destruccio del
teixit, i per tant les APC no tenen gaire accessibilitat a la Tg, i en segon lloc, el fet que les CFT estiguin
hiperactivades per la preséncia d’anticossos agonistes anti-TSH-R, fa que produeixin hormones
continuament, la qual cosa implica una continua endocitosis de Tg i d'altres components de la col-loide.

No obstant aix0, caldra fer experiments in vitro amb els diferents tipus cel-lulars per poder confirmar-ho.

Molts estudis han demostrat I'expressié “promiscua” de Tg en el timus (Sospedra, Ferrer-Francesch et
al. 1998; Spitzweg, Joba et al. 1999) i per tant s'espera un alt nivell de tolerancia cap a aquesta
molécula en periféria. La identificacié de péptids de Tg com a lligands naturals dins el repertori indica
que els complexes DR-Tg deuen ser relativament abundants a les tiroides afectades per tiroiditis.
Aguesta elevada densitat de lligands en el lloc d’'inflamacié podria estar relacionada amb I'estimulacié

de céel-lules T que en altres circumstancies ignorarien aquests complexes.
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Figura 34: Espectres de fragmentacio dels péeptids de tiroglobulina obtinguts de les mostres de tiroides
TB448, TB449 i TB471 (esquerra) i dels corresponents peptids sintétics (dreta). Tots els espectres es van
obtenir mitjangant nESI-ITMS/MS.

Tot i que no coneixem la rellevancia patologica dels péptids de Tg identificats. Dades d'un altre grup
han demostrat la patogenicitat del péptid Tg(2098-2112) en un model animal de ratoli transgénic per
HLA-DR3 al qual s’induia una EAT per immunitzacié amb Tg humana (Flynn, McCormick et al. 2004).
En aquest treball utilitzaven 39 péptids sintetics de Tg identificats informaticament com a potencials
ligands de DR3, i testaven la seva capacitat d’estimular cél-lules T del ratoli transgénic EAT-DR3".
Només 4 dels peptids generaven resposta. Un d’ells, amb seqiiéncia LSSVVVDPSIRHFDV, era idéntic
al péptid Tg(2098-2112), associat a DR3, que nosaltres vam aillar de la mostra TB449. Aquest peptid
podia induir la malaltia per immunitzacié directa i també per transferéncia passiva de ceél-lules T
especifiques del péptid d’'un ratoli malalt. Aquestes dades demostren la patogenicitat d’aquest péptid
al menys en el model de ratoli humanitzat. Per tant un péptid patogénic de Tg es genera in vivo i
també es presenta per molécules de DR3 en tiroides humanes afectades per Graves. Aixo0 demostra
que les prediccions amb algoritmes computacionals poden identificar péptids de mida i seqiéncia
idéntics a péptids processats de manera natural. Encara falta demostrar si la resta de péptids

identificats podrien ser igualment patogénics o si podrien estar regulant la resposta autoimmune.

El péptid Tg(2756-2765) de la mostra TB471 és un peptid petit (LSLQEPGSKT) que no es va poder
assignar a cap del al-les de DR analitzats. La seva sequiéncia és part d’'un epitop T immunogénic
compartit entre la hTg i la hTPO, que esta relacionat amb el desenvolupament d’EAT en ratolins H-2%
(Hoshioka, Kohno et al. 1993). La sequiencia de I'epitop és GLREDLLSLQEPGS i esta localitzat a la
regi6 C terminal de la Tg al costat d'un residu de Tyr hormonogenic.

La Tg és una proteina molt gran, de 2749 aa, que pateix modificacions post-traduccionals, iodacions,
glicosilacions i fosforilacions. En animals s’ha demostrat que la iodacid influencia la antigenicitat de la
Tg (Bagchi, Brown et al. 1985; Sundick, Herdegen et al. 1987; Dai, Rao et al. 2002) i es proposa que la

iodaci6 pot intervenir en el desenvolupament de les AITD, tot i que existeix certa controversia respecte
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aguest tema (Kong, McCormick et al. 1995; Papanastasiou, Vatalas et al. 2007). S’ha proposat que la
iodaci6 podria modificar el processament de la Tg per les APC, generant epitops patogénics
(Carayanniotis 2003), i de fet esta demostrat que la degradacié proteolitica de la Tg es veu afectada
pel seu contingut en iode (Lamas and Ingbar 1978; Fouchier, Mego et al. 1983). Dades recents
demostren que la iodacié dels residus de Tyr de la Tg generen determinants antigenics nous (criptics)
gue causen tiroiditis. Aquests péptids no s6n immunopatogénics en la seva forma nativa, pero la
iodacio dels residus de tirosina facilita o bé la uni6 amb I'MHC o bé el seu reconeixement per part de
les cél-lules T (Li and Carayanniotis 2006). L'alteraci6 del processament de la I-Tg per les APC fins i
tot permet la generacié de determinants patogénics no iodats com el p2494, que no es genera d’'una
Tg no iodada (Dai, Rao et al. 2002). Dos dels péptids identificats a les nostres mostres, Tg(2508-2519)
i Tg(2520-2532), formen part d’'una regié de la molécula que correspon a aquest peptid criptic, que

només es genera en ratolins immunitzats amb Tg altament iodada (Figura 35).

2510 2520 530 2540 2550

WVEVDLLIGS SQDDGLINRA KAVKQFEESR GRTSSKTAFY QALQNSLGGE

IGSSQDDGLINR TB471
AKAVKQFEESRGRTSSK TB471
AKAVKQFEESRGR TB471

GL INRAKAVKQFEESRG Dai et al. 2002

Figura 35: Regi6 de la seqiiencia de la tiroglobulina on es localitzen els péptids Tg(2508-2519) i Tg(2520-
2532). El péptid descrit a I'article de Dai et al 2002, esta subratllat.

6.4. Assignacio de cadascun dels péptids a un dels al-lels d’HLA-DR expressat pel donant

de la mostra

6.4.1 Assignacions en base al programa ProPred

Les assignacions a un o altre al-lel d’'HLA de les taules 11 i 12, es basen en el programa d’analisi

ProPred www.imtech.res.in/raghava/propred/ (Singh and Raghava 2001), que utilitza les matrius

guantitatives publicades per Sturniolo (Sturniolo, Bono et al. 1999). El programa ProPred conté una
base de dades amb matrius d'unié per 51 al-lels, i permet calcular l'index d'afinitat tedrica per cada
péptid amb cada un dels al-lels. Per poder comparar entre els diferents al-lels s'utilitza el % de I'index
d'afinitat que es calcula dividint I'index d’afinitat tedric de la seqiiéncia entre I'index d’afinitat tedric
maxim de I'al-lel. En base a aquests analisis, vam considerar “bons lligands” aquells péptids que tenien
el residu P1 correcte pel corresponent al-lel i mostraven un index d'afinitat tedric > 25%. Els péptids
gue presentaven la posicié P1, pero tenien un % de I'index d'afinitat < 25%, els anomenavem “lligands

febles”. Per a I'assignacié a I'al-lel DRB1*0407, no inclds al Propred, perd amb un motiu d’ancoratge
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descrit a la base de dades SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/), vam considerar suficient un P1

correcte i almenys un dels altres residus d’ancoratge (Muntasell, Carrascal et al. 2004). En aquests
casos pero, no podiem calcular I'index d’afinitat teoric. Altres al-lels com DRB3*0101 o DRB4*0103, no
es van poder assignar al no haver-hi matriu en el ProPred ni definicié del motiu d'ancoratge en
SYFPEITHI. Més tard vam poder revisar aquest analisi a partir de les matrius per DRB1*0407 i DR8

definides per nosaltres mateixos (veure més endavant).

Mitjancant aquest sistema vam poder assignar un 65% dels péptids a un dels al-lels expressat pel
donant,, tot i que la majoria de les mostres eren heterozigotes per HLA-DR. Les afinitats tedriques
oscil-laven entre el 5 i 58%. Del total de seqiiéncies, 16 eren considerats lligands debils. Aquestes

assignacions s6n només teoriques i necessiten ser confirmades per assajos d'unio.

Tot i que dos dels donants compartien I'haplotip DR2, els péptids de Tg del seu repertori aparentment
s'unien a diferents al-lels de DR: Tg(726-743) a DR51 de I'haplotip DR2 i Tg(2098-2112) a DR3
(DR17). A més, només un dels 6 peptids de Tg de la mostra TB471 Tg(2224-2241) mostrava capacitat
teorica d’'unio a DR3. Cap d'aquests péeptids era idéentic al peptid del donant TB448, Tg(2098-2112),

que s’unia a DR3.

Altre cop utilitzant el programa ProPred, es va analitzar la capacitat tedrica d'unié de totes les
sequencies als 51 al-lels disponibles a la base de dades. L'index de promiscuitat de cada péptid
(taules 11 i 12) indicava a quants dels 51 al-lels analitzats podia unir-se potencialment el péptid amb
un index d'afinitat superior al 25%. Dels 150 peptids identificats, 36 (24%) mostraven un index de
promiscuitat superior a 10/51. Només un dels peptids de Tg, Tg(2098-2112), mostrava promiscuitat
(16/51).

6.4.2 Assignacions en base als motius d’ancoratge de DR4 i DR8

Vam tornar a estudiar els péptids de les mostres que expressaven DR407 (TB448) i DR8 (TB471) per
identificar els possibles lligands d’aquestes molécules, basant-nos en els motius d’ancoratge descrits a
'apartat de resultats 1 (Taules 14 i 15). Per fer aix0 es van analitzar totes les sequiéncies individuals i
el péptid més llarg dins els grups de families peptidiques. Vam identificar tots els cores o nonamers
possibles fixant la posicié P1 i després marcavem la resta de posicions que contenien residus
principals (en verd) o residus secundaris (vermell). Aquells cores que contenien residus d’ancoratge
adequats a tres o més posicions (almenys dos de residus principals (verd)) és marcaven amb un

requadre, indicant que aquests peptids amb molta probabilitat eren presentats per DR4 o DRS.
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Alllel  ppppPppPPPPP
Segiiéncia Cores assignat 1 2 3 45 6 7 8 9
DIPELVNMGQWKIRA IPELVNMGQ DRB1*1501 |I PELVNMG Q|
DIPELVNMGQWKIRA LVNMGQWK I LVNMGQWKI
DIPELVNMGQWKIRA VNMGQWK IR VNMGQWKTIR
AAGLLSTYRAFLSSH LLSTYRAFL DRB1*1501 L LS TY RA F L
AAGLLSTYRAFLSSH LSTYRAFLS LSTYRAFLS
AGLLSTYRAFLSSH LLSTYRAFL DRB1*1501 L LS TY RA F L
AGLLSTYRAFLSSH LSTYRAFLS LSTYRAFLS
LKKYLYEIARRHP YLYEIARRH DRB1*1501 Y LY E I AR R H
LKKYLYEIARRHP LKKYLYEIA LKKYLYETIA
LKKYLYEIARRHP LYEIARRHP LYEITLARRHP
YPKSLHMYANRLLDHR YPKSLHMYA  DRB1*1501 Y PK S L HMY A
YPKSLHMYANRLLDHR YANRLLDHR YANRLLDUHR R
YPKSLHMYANRLLDHR LHMYANRLL LHMYANRLL
YPKSLHMYANRLLDHR MYANRLLDH MYANRLLDH
DVGVYRAVTPQGRPD YRAVTPQGR DRB5%*0101 Y RAV T P Q G R
DVGVYRAVTPQGRPD VGVYRAVTP VGVYRAVTP
DVGVYRAVTPQGRPD VYRAVTPQG [VYRAV TP QG|
DVGEYRAVTELGRPD YRAVTELGR YRAVTELGR
DVGEYRAVTELGRPD VGEYRAVTE VGEYRAVTE
GGELRFTVTQRSQPG FTVTQRSQP DRrB5*0101 F TV TQ RS Q P
GGELRFTVTQRSQPG LRFTVTQRS LRFTVTQRS
YGGELRFTVTQRSQPG FTVTQRSQP DRB5*0101 F TVTQR S QP
YGGELRFTVTQRSQPG YGGELRFTV YGGELRFTV
YGGELRFTVTQRSQPG LRFTVTQRS LRFTVTQRS
YDHNFVKAINAIQK FVKAINAIQ DRB5*0101 |[F VK A 1 N A 1 Q]
YDHNFVKAINAIQK YDHNFVKALI YDHNFVKAI
YDHNFVKAINAIQK VKAINAIQK VKAINAIQK
RLPIIDVAPLDVGAPD 1IDVAPLDV DrB5*0101 I 1D VA PL DV
RLPIIDVAPLDVGAPD IDVAPLDVG IDVAPLDVG
RLPIIDVAPLDVGAPD LPIIDVAPL LPIIDVAPL
RLPIIDVAPLDVGAPD VAPLDVGAP VAPLDVGAP
CPTPCQLQAEQAFLRTVQ LQAEQAFLR DRB5*0101 L Q AEQ AF L R
REIFNMARQRSR FNMARQRSR DRB5*0101 F NM AR QR SR
REIFNMARQRSR IFNMARQRS I FNMARQRS
IRASYAQQPAESRVSG YAQQPAESR DRB1*0407 Y AQ QP AE S R
IRASYAQQPAESRVSG IRASYAQQP IRASYAQQP
NIFSFYLSRDPDAQPG FSFYLSRDP DpRB1*0407 F SFY L SR D P
NIFSFYLSRDPDAQPG FYLSRDPDA FYLSRDPDA
NIFSFYLSRDPDAQPG YLSRDPDAQ |Y LSRDPDA Q|
NIFSFYLSRDPDAQPG IFSFYLSRD Il FSFYLSRD
NIFSFYLSRDPDAQPG LSRDPDAQP LSRDPDAQFP
RPKDYEVDATLKSLNN YEVDATLKS DRB1*0407 Y EVD A T L K S
RPKDYEVDATLKSLNN VDATLKSLN VDATLKSLN
KPGQFIRSVDPDSPA FIRSVDPDS DRB1*0407 F I R SV D P D S
KPGQFIRSVDPDSPA IRSVDPDSP IRSVDPDSP
EDFRDGLKLMLL FRDGLKLML prRB1*0407 F RD G L KL M L
DVPKWISIMTERSVPH WISIMTERS DRB1*0407 W I S I M TER S
DVPKWISIMTERSVPH ISIMTERSV I SIMTERSYV
DVPKWISIMTERSVPH IMTERSVPH IMTERSVPH
DVPKWISIMTERSVPH VPKWISIMT VPKWISIMT

Taula 14: Estudi dels possibles lligands de DR407 entre el conjunt de péptids eluits de la mostra TB448
(DRB1*1501, *0407, DRB5*0101, DRB4*0103). Sequéncies dels péptids eluits de TB448. En vermell, péptids de
Tg. 2na columna, tots els possibles nonamers per cada péptid en funcié de P1. 3ra columna, al-lel assignat amb
ProPred, en vermell els de baixa afinitat. En cursiva, assignats amb SYFPEITHI. A I'Gltima fila, 'assignacié a DR4
en funcid dels nostres resultats (emmarcats). Els residus marcats en verd indiquen residus principals i en vermell

residus secundaris.
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Estudi dels péptids de la mostra TB448: Dels péptids 6 que no s’havien pogut assignar amb ProPred,

només un semblava ser un lligand eficient de DR407, coincidint amb I'assignacié feta amb el motiu
descrit a la base de dades del SYFPEITHI. La resta només presentaven dos o menys posicions amb
residus principals o secundaris. Aquests péptids podrien ser lligands de l'altra molécula expressada a
la mostra DRB4*0103, de la qual no hi ha motiu d’ancoratge descrit. En canvi hi havia lligands,
assignats amb ProPred a altres molecules, que segons els nostres resultats també podrien unir-se
amb alta afinitat a DR407. Per exemple, el péptid de col-lagen(1436-1451) (RLPIIDVAPLDVGAPD),
que s’havia assignat a DRB5*0101 com a lligand de baixa afinitat, segurament es presentava per
DR407 ja que segons els nostres resultats s’unia favorablement a aquesta molécula (Taula 14). Altres
péptids amb suficients residus d’ancoratge com per ser bons lligands de DR4 eren el complement
C3(194-208), el DQB1*0602(75-89) i catepsina(170-183).

Estudi dels péptids de la mostra TB471: Dels 13 péptids que no s’havien pogut assignar amb ProPred,

2 presentaven caracteristiques propies de bons lligands de DR8 i la resta no es van poder assignar
segons els nostres criteris. De totes maneres algunes de les seqiiencies podrien unir-se amb baixa
afinitat, ja que presentaven dos residus d'ancoratge adequats. Aquests péptids podien ser lligands
débils de DR8 o de DRB3*0101.

Un dels péptids de la tiroglobulina, el Tg(2224-2241), presentava tres posicions d’ancoratge correctes i
per tant el podiem catalogar com a bon lligand de DR8. Tot i aixd, no presentava un residu acid en P9,

tret caracteristic dels lligands de DR8.

El métode utilitzat per Propred semblava que, al menys per DR8, donava resultats globalment
semblants als nostres, ja que els peptids assignats coincidien amb els nostres resultats, tots
presentaven un residu acid en P9. De la resta de seqiiéncies, algunes que s’havien assignat a DR3
semblaven també bons lligands de DR8 i dels lligands febles de DR3 almenys dos s’unien a DR8 amb
alta afinitat, amb 4 i 5 residus d’ancoratge adequats (Taula 15), el péptid d’'Hemoglobina(133-146) i el
de l'antitripsina a1(188-204).
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Allel b pppppppp
Seqléncia Cores assignat 1 2 3 456 7 89
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL WGKVNVDEV DRB1*0301 WGKVNVDEYV
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL LTPEEKSAV L TPEEKSAV
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL LWGKVNVDE IL WGKVNVDE
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL VHLTPEEKS VHL TPEETKS
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL VTALWGKVN VTALWGKVN
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL VNVDEVGGE VNVDEVGGE
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL VDEVGGEAL VDEVGGEAL
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL VGGEALGRL VGGEALGRL
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL AVTALWGKV AV TAL WGKYV
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL ALWGKVNVD ALWGKVNVD
LVVYPWTQRF LVVYPWTQR DRB1*0301 LVVYPWTQ QR
LVVYPWTQRF VVYPWTQRF VVYPWTOQREF
QVTQPTVGMNFKTPRGPV VTQPTVGMN DRB1*0301 VTQPTVGMN
QVTQPTVGMNFKTPRGPV VGMNFKTPR VGMNFKTPR
YYKVDENGKISR YYKVDENGK DRB1*0301 Y YKVDENGK
YYKVDENGKISR YKVDENGKI Y KVDENGK I
YYKVDENGKISR VDENGKISR VDENGKI SR
AHLLILRDTKTYMLAF ILRDTKTYM DRB1*0301 I LRDTKTYM
AHLLILRDTKTYMLAF LLILRDTKT LLI LRDTHKT
AHLLILRDTKTYMLAF LILRDTKTY LI LRDTKTY
AHLLILRDTKTYMLAF LRDTKTYML LRDTKTYML
AHLLILRDTKTYMLAF AHLLILRDT AHLLILRDT
VHKAVLTIDEKGTEAAG IDEKGTEAA DRB1*0301 | DEKGTEAA
VHKAVLTIDEKGTEAAG LTIDEKGTE IL TI1I DEKGT E
VHKAVLTIDEKGTEAAG VHKAVLTID VHKAVLTI D
VHKAVLTIDEKGTEAAG VLTIDEKGT VLTI DEKGT
VHKAVLTIDEKGTEAAG AVLTIDEKG AV LTI DEKG®G
KVKKIYLDEKRLLAG YLDEKRLLA DRB1*0301 YLDEIKRLILA
KVKKIYLDEKRLLAG 1YLDEKRLL II YL DEIKRLL
KVKKIYLDEKRLLAG LDEKRLLAG LDEKRLLAG
KVKKIYLDEKRLLAG VKK1YLDEK VKKI YLDEHK
GKEYFAIDNSGRIIT FAIDNSGRI DRB1*0301 FAI DNSGRI
GKEYFAIDNSGRIIT YFAIDNSGR YFAI DNSGR
GKEYFAIDNSGRIIT IDNSGRIIT I DNSGRI I T
GKEYFAIDNSGRIIT AIDNSGRII Al DNSGRI |
DPSPSPVLGYKIVYKPVG YKIVYKPVG DRB1*0301 W K1 VY KPVG
DPSPSPVLGYKIVYKPVG LGYKIVYKP LGYKI VYKP
DPSPSPVLGYKIVYKPVG VLGYKIVYK VLGYKI VYK
VVAGVANALAHKYH VVAGVANAL DRB1*0301 VVAGVANAL
VVAGVANALAHKYH VAGVANALA IV A GV ANALA
VVAGVANALAHKYH VANALAHKY VANALAHKY
VVAGVANALAHKYH AGVANALAH AGVANALAH
VVAGVANALAHKYH ANALAHKYH ANALAHKYH
LITPAVVSERLK ITPAVVSER DRB1*0301 | TPAVYVSER
LITPAVVSERLK LITPAVVSE LI TPAVVSE
GRMHAPGKGLSQSALPYR LSQSALPYR DRB1*0301 LSQSALPYR
GRMHAPGKGLSQSALPYR APGKGLSQS APGKGL SQS
TGAAPIIDVVRSGYYK 1IDVVRSGY DRB1*0301 I Il DVVRSGY
TGAAPIIDVVRSGYYK IDVVRSGYY | DVVRSGYY
TGAAPIIDVVRSGYYK AAPI1IDVVR AAPI | DV VR
TGAAPIIDVVRSGYYK APIIDVVRS APIl I DVVRS
ASGNYATVISHNPETK YATVISHNP DRB1*0301 YATVI SHNP
ASGNYATVISHNPETK VISHNPETK VI SHNPETK
ASGNYATVISHNPETK ASGNYATVI ASGNYA ATV
ASGNYATVISHNPETK ATVISHNPE ATVI SHNPE
AGNLGGGVVTIERSK LGGGVVTIE DRB1*0301 LGGGVVTI E
AGNLGGGVVTIERSK AGNLGGGVV AGNL GGGVYV
SYELPDGQVITIGNERFR YELPDGQVI DRB1*0301 YELPDGQUVI
SYELPDGQVITIGNERFR ITIGNERFR | TI GNERFR
SYELPDGQVITIGNERFR LPDGQVITI LPDGQVI T
SYELPDGQVITIGNERFR VITIGNERF VIiiTI GNERF
EITALAPSTMK ITALAPSTM DRB1*0301 | TALAPSTWM
GTQGKIVDLVKELDRDT 1VDLVKELD DRB1*0301 [I VDL VKETL D
GTQGKIVDLVKELDRDT LVKELDRDT LVKELDRDT
GTQGKIVDLVKELDRDT VDLVKELDR VDLVKELDR
SGNFGGSRNMGGPYGGGNYGPGGSGGSGGYGGR FGGSRNMGG DRB1*0301 FGGSRNMGG
SGNFGGSRNMGGPYGGGNYGPGGSGGSGGYGGR YGGGNYGPG Y GGGNY GPG
SGNFGGSRNMGGPYGGGNYGPGGSGGSGGYGGR YGPGGSGGS Y GP GGS GG S
DGRGALQNIIPASTGAAK 1IPASTGAA DRB1*0301 | | P A ST GAA
DGRGALQNIIPASTGAAK I1PASTGAAK | PASTGAAK
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DGRGALQNIIPASTGAAK
DGRGALQNIIPASTGAAK
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF
EGLTFQMKKNAEELK

EGLTFQMKKNAEELK

AYVRLAPDYDALDVANK
AYVRLAPDYDALDVANK
AYVRLAPDYDALDVANK
AYVRLAPDYDALDVANK
AYVRLAPDYDALDVANK
AYVRLAPDYDALDVANK

SVPRYLPRPANPDE

SVPRYLPRPANPDE

SVPRYLPRPANPDE

QVDQFLGVPYAAPPLAER
QVDQFLGVPYAAPPLAER
QVDQFLGVPYAAPPLAER
QVDQFLGVPYAAPPLAER
QVDQFLGVPYAAPPLAER

LSLQEGSKT

AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR
AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR
AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR
AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR
AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR
AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR
PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR
PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR
PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR
PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR

LQNTIPAST
ALQNTIPAS
YGAEALERM
WGKVGAHAG
LSPADKTNV
VLSPADKTN
VKAAWGKVG
VGAHAGEYG
ADKTNVKAA
AAWGKVGAH
AWGKVGAHA
AHAGEYGAE
AGEYGAEAL
FQMKKNAEE
LTFQMKKNA
YVRLAPDYD
YDALDVANK
LAPDYDALD
VRLAPDYDA
AYVRLAPDY
APDYDALDV
YLPRPANPD
LPRPANPDE
VPRYLPRPA
FLGVPYAAP
YAAPPLAER
LGVPYAAPP
VDQFLGVPY
VPYAAPPLA
LSLQEGSKT
YWNSQKDLL
WNSQKDLLE
LGRPDAEYW
VTELGRPDA
AVTELGRPD
AEYWNSQKD
FLSFPTTKT
FPTTKTYFP
FPHFDLSHG
FDLSHGSAQ
YFPHFDLSH
LSFPTTKTY
LSHGSAQVK
AQVKGHGKK
LTNAVAHVD
LSALSDLHA
VADALTNAV
VAHVDNMPN
VDNMPNALS
ADALTNAVA
ALTNAVAHV
AVAHVDNMP
AHVDNMPNA
ALSALSDLH
ALSDLHAHK
FTPAVHASL
FLASVSTVL
LPAEFTPAV
LDKFLASVS
LASVSTVLT
VHASLDKFL
VSTVLTSKY
AAHLPAEFT
AHLPAEFTP
AEFTPAVHA
AVHASLDKF
ASLDKFLAS
ASVSTVLTS
AAPAAPAPA
APAAPAPAE
AAPAPAEKT
APAPAEKTP
APAEKTPVK
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LQNI I PAST
ALQNI I PAS
DRB1*0301 Y GAEAL ER M
WGKVGAHAG
LSPADKTNYV
VLSPADKTN
VKAAWGKV G
VGAHAGEYG
ADKTNVEKAA
AAWGKVYV GAH
AWGKY GAHA
AHAGEYGAE
AGEYGAEAL
DRB1*0801 |[F QO M K K N A E E|
LTFQMKKNA
DRB1*0801 |[Y VR L A P D Y D|
YDALDVANK
I[LAPDYDAL D
VRLAPDYDA
AYVRLAPDY
APDYDALDYV
DRB1*0801 Y L P R P AN P D
LPRPANPDE
VPRYLPRPA
DRB1%*0301 [F L GV P Y A A P|
YAAPPLAER
LGVPYAAPP
VDQFLGVEPY
VPYAAPPLA
DRB1*0301 L S L QE GS K T
NA [y wns okbDL L]
WNSQKDLLE
LGRPDAEYW
VTELGRPDA
AVTELGRPD
AEYWNSQKD
FLSFPTTKT
NA FPTTKTYFP
FPHFDLSHG
FDLSHGSARQ
YFPHFDL SH
LSFPTTKTY
LSHGSAQVK
AQV KGHGK K
NA LTNAVAHVD
LSALSDLHA
VADALTNAYV
VAHVDNMPN
[vbNMP NAL S|
ADALTNAVA
ALTNAVAHYV
AVAHVDNMEP
AHVDNMPNA
ALSALSDLH
ALSDLHAHEK
NA FTPAVHASL
FLASVSTVL
LPAEFTPAYV
LDKFLASVS
LASVSTVLT
VHASLDKEFL
VSTVLTSKY
AAHLPAEFT
AHLPAEFTP
AEFTPAVHA
AVHASLDKEF
ASLDKFLAS
ASVSTVLTS
NA AAPAAPAGPA
APAAPAPAE
AAPAPAEKT
APAPAEKTP
APAEKTPVK
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PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR AEKTPVKKK A EKTPV KKK
SETAPAAPAAAPPAEKEVKKK APAAPAAAP NA APAAPAAAP
SETAPAAPAAAPPAEKEVKKK AAPAAAPPA AAPAAAPPA
SETAPAAPAAAPPAEKEVKKK APAAAPPAE APAAAPPAE
SETAPAAPAAAPPAEKEVKKK AAAPPAEKE A AAPPAEKE
SETAPAAPAAAPPAEKEVKKK AAPPAEKEV A APPAEKEYV
SETAPAAPAAAPPAEKEVKKK APPAEKEVK A PPAEKEVK
GAPAAATAPAPTAHK ATAPAPTAH NA ATAPAPTAH
GAPAAATAPAPTAHK APAAATAPA APAAATAPA
GAPAAATAPAPTAHK AAATAPAPT AAATAPAPT
GAPAAATAPAPTAHK AATAPAPTA AATAPAPTA
AKFEELNMDLFR FEELNMDLF NA FEELNMDLF
AKFEELNMDLFR AKFEELNMD A KFEELNMD
IGSSQDDGLINR 1GSSQDDGL  NA Il GSSQDDGL
AKAVKQFEESQGRTSSK FEESQGRTS NA FEESQGRTS
AKAVKQFEESQGRTSSK VKQFEESQG VKQFEESQG
AKAVKQFEESQGRTSSK AKAVKQFEE AKAVKQFEE
AKAVKQFEESQGRTSSK AVKQFEESQ AV KQFEESRQ
FESFGDLSTPDAVMGNPKVK FESFGDLST NA FESFGDLST
FESFGDLSTPDAVMGNPKVK FGDLSTPDA FGDLSTZPDA
FESFGDLSTPDAVMGNPKVK LSTPDAVMG LSTPDAVMG
FESFGDLSTPDAVMGNPKVK AVMGNPKVK AV MGNP KV K
TVDGPSGKLWR VDGPSGKLW NA VDGPSGKLW
LRVDPVNFK LRVDPVNFK NA L RVDPVNEFHK

Taula 15: Estudi dels possibles lligands de DR8 entre el conjunt de péptids eluits de la mostra TB471
(DRB1*0301, *0801, DRB3*0101). Veure llegenda de la Taula

7. ASSAJOS D'UNIO PEPTIDICA

A continuacié vam voler confirmar experimentalment quines de les molecules de DR expressades a
les mostres de tiroides presentaven els peptids de tiroglobulina. Per tal de determinar-ho es van fer
diferents assajos d’'unio peptidica, alguns perd sense resultats reproduibles. A continuacié s’expliquen

els resultats obtinguts amb tres técniques diferents d'unié de péeptids a HLA-DR.

7.1. Assaig d’'uni6 peptidica per competicio

Es van sintetitzar 16 dels péptids de la mostra TB448 (veure materials i métodes), els que s’havia
sequenciat fins a aquell moment, i es van fer assajos d'uni6 a MHC per competéncia amb péptids

control.

L'assaig es realitzava amb ceél-lules HLA-II negatives transfectades amb DR15 o DR51 (DRB1*1501 i
DRB5*1010 respectivament, de I'haplotip DR15) i la capacitat d’'unié es mesurava com a capacitat
d’inhibicio de la uni6 d’'un peptid control (MBP83-99 i MBP85-98 per DR15 i DR51 respectivament). La
sintesis dels péptids i els assajos d'unié a MHC es van fer en el laboratori de la Dra. Clemencia Pinilla
del TPIMS a La Jolla, Califérnia. Els resultats es mostren a la taula 16. La majoria dels péptids es van
poder assignar a un o altre al-lel, 0 a ambdds, i els que no, es van poder assignar, de manera teorica,
a l'altre al-lel expressat pel donant DRB1*0407, pel qual no hi havia transfectants disponibles. Els
resultats mostren que el péptid Tg(726-743) té una capacitat d’uni6 moderada a ambdos al-lels DR15 i
DR51. De la resta de péptids alguns mostraven una unié considerable per DR15 i alguns eren positius
per DR51, perd amb nivells baixos. Aquells que presentaven un index d'unié baix per ambdos al-lels
mostraven unié tedrica amb DR407(DRB1*0407). Només un dels péptids (Col-lagen alfa 1436-1451)

no mostrava unio per cap dels al-lels.
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% % Unié
inhib ~ ProPred inhip  ProPred teorica
Seqiiéncia Proteina DR15  Score Core DR51  Score Core** DR407
GGELRFTVTQRSQPG Heparan sulfat (1006-1020) 59  21.02 LRFTVTQRS 16 29.59 LRFTVTQRS NO
DIPELVNMGQWKIRA Complement C3 (194-208) 96 41.84 LVNMGQWKI 6 35.71  LVNMGQWKI NO
YGGELRFTVTQRSQPG  Heparan Sulfate (1005-1020) 35  21.02 LRFTVTQRS 26 29.59 LRFTVTQRS NO
DVGVYRAVTPQGRPD DQB1*0602 b chain (75-89) 30 2755 VGVYRAVTP 19 68.4 YRAVTPQGR NO
AAGLLSTYRAFLSSH  Collagen ol (XV) (1243-1257) 97  33.67 LSTYRAFLS 20 5.1 LLSTYRAFL NO
AGLLSTYRAFLSSH  Collagen ol (XV) (1244-1257) 91  33.67 LSTYRAFLS 43 5.1 LLSTYRAFL NO
CPTPCQLQAEQAFLRTVQ  Thyroglobulin (726-743) 40 10.2 LQAEQAFLR 32 2959 LQAEQAFLR NO
YPKSLHMYANRLLDHR  Apolipoprotein B (1200-1215) 93 55.1 LHMYANRLL 22 19.39 LHMYANRLL NO
IRASYAQQPAESRVSG  Heparan sulfate (1089-1104) 10 5.1 IRASYAQQP 23 9.18 YAQQPAESR NO
EDFRDGLKLMLL a actinin 1/4 (57-68) (76-87) 25 2041 FRDGLKLML 31 0 FRDGLKLML NO
YDHNFVKAINAIQK Cathepsin C (170-183) -5 1531 VKAINAIQK 43 54.08 VKAINAIQK FVKAINAIQ
KPGQFIRSVDPDSPA NHERF (174-188) 7 6.12 IRSVDPDSP 9 4.08 IRSVDPDSP ~FIRSVDPDS
RPKDYEVDATLKSLNN  Collagen o2 (1) (1129-1144) 15 7.76  YEVDATLKS 13 0 YEVDATLKS YEVDATLKS
NIFSFYLSRDPDAQPG Cathepsin D (227-241) 2 2041 IFSFYLSRD -4 0 IFSFYLSRD FYLSRDPDA
LKKYLYEIARRHP Serum Albumin (159-171) 418  33.67 LKKYLYEIA 16 28.57 YLYEIARRH YLYEIARRH
RLPIIDVAPLDVGAPD Collagen a1 (1) (1436-1451) 11 2041 1IDVAPLDV  -12 13.27 LPIIDVAPL NO

Taula 16: Assaig d’uni6 peptidica per competicio. Core: nonamer definit per ProPred, Uni6 tedrica a DR407 definida

mitjangant el motiu d’ancoratge de SYFPEITHI; Ombrejat fosc: bons lligands, ombrejat clar: bons lligands teorics

Cal dir pero que la interpretacio d’aquests resultats s’ha de fer amb certes reserves, com vam poder
demostrar més tard. Per ser del tot fiable s’haurien d’haver provat diferents concentracions per tal
d’'establir el 50% de la dosis inhibitoria (ICsp). Degut a que aquesta metodologia estava molt
estandarditzada en el laboratori de la Dr Pinilla (Arndt, Vogt et al. 2000), ens vam limitar a provar una

sola concentracio.

En qualsevol cas, és probable que el métode de competicié no sigui el més adequat per I'analisi de

péptids autolegs, ja que aquests s’associen a les molecules d’'HLA-DR amb molt baixa afinitat.

7.2. Assaig d'unié directa

Per provar la capacitat d’'unié dels péptids es va provar un segon assaig, mitjangant la deteccié dels
complexes HLA-DR a la superficie de cél-lules intactes. Es van testar dos péptids de tiroglobulina,
Tg(726 -743) i Tg(2098-2112). Aquests assajos es feien amb ceél-lules vives incubades amb els péptids
biotinilats, un cop feta la incubacio es revelava amb estreptavidina i s’analitzava la unié per FACS. Les
incubacions es feien a pH5 i 7.4 per veure si hi havia influéncia del pH en la unié dels péptids, perd no

es van observar diferéncies importants, aixi que es va decidir fer la resta d'assajos a pH7.4.
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7.2.1 Péptid Tg(726-743), obtingut de la mostra TB448 (DRB1*1501, B5*0101, B1*0407, B4*0103)

Utilitzant els transfectants de DR15 i de DR51, les dades d'unié directa suggerien que Tg(726-743) era
millor lligand de DR51 (Figura 36). Si observavem l'index d'uni6é teoric del programa ProPred, els
valors confirmaven les dades (10.2 per I'al-lel DR15 i 29.59 pel DR51). Els assajos de competicidé en
canvi mostraven una major unié amb DR15, tot i que els valors eren positius per ambdés al-lels i no
gaire diferents. D’altra banda, el péptid Tg(726-743) segons les dades del ProPred no semblava ser un
bon lligand de DRB1*0407 i mostrava una promiscuitat baixa (2/51) (Taula 12).
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[_[ore1[ [DREE] [orBs] [BRES] [ORA[ | DR2:DRBI1*1501(DR15), DRB5*0101 (DR51)
[ [orei] [BRBZ] [ors3] [DRB9| [DRA| | DR3:DRB1*0301 (DR17), DRB3*0101 (DR52)

Figura 36: Assaig d'uni6 directe. Les cél-lules que es van usar per 'assaig eren: BLS-1 no transfectades, o
transfectades amb DR51 o DR15, i la linea hemizigota per DR3, 721.127. Els resultats es mostren com a la mitja
+ std de 8 experiments fets per triplicat. A la part de baix es mostra I'estructura de la regié DR dels dos haplotips

involucrats, DR2 i DR3. Les regions ombrejades representen pseudogeéns.

7.2.2 Peéptid Tg(2098-2112), obtingut de la mostra TB449 (DRB1*1501, B5*0101, B1*0301, B3*0101)

El péptid Tg(2098-2112) s’unia favorablement a les cél-lules HLA-DR3 (DR17). Per aquest assaig es
van usar cel-lules hemizigotes 721.127 que expressaven |'haplotip HLA-A1*0101; B1*0801; DRB1*03
(DR3); DRB3*0101 (DR52), enlloc de transfectants simples. Per aquest motiu no podiem saber
realment quina de les dues molécules de I'haplotip DR3 (DR52 o DR3) estava involucrada (Figura 36).

Respecte I'haplotip DR2, la uni6 amb DR51 era comparable a la del control negatiu (cél-lules BLS),
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pero en canvi s'observava una baixa capacitat d'uni6 a DR15. La unid tedrica mostrava igualment
preferéncia per l'al-lel DR3 (49.47) seguit de DR15 (32.65). Aquest péptid mostrava un valor de

promiscuitat relativament elevat, sent teoreticament capag d’unir 16 dels 51 al-lels analitzats (Taula 12).

Per confirmar les dades anteriors, vam portar a terme assajos de bloqueig de la unié amb anticossos
anti-DR, encara que mai van ser concloents, ja que sempre s'observava una disminuci6 de la uni6 del
peptid menor del 50%. Aixi que tot i que els resultats eren coherents, no podiem estar del tot segurs

gue la uni6 fos especifica.

7.3. Analisis d’uni6 peptidica en abséncia de cél-lules (Proimmune)

El sistema d'unié directa sobre cél-lules no tenia la sensibilitat adequada per l'analisi de péptids
autolegs i d'altra banda era dificil aconseguir linies homozigotes per testar cada al-lel per separat. Per
aixd vam buscar un metode de major sensibilitat, utilitzant molecules solubles d’HLA-DR. EI primer
assaig es va fer amb les molécules DR15 (DRA1*0101/DRB1*1501) i DR3 (DRA1*0101/DRB1*0301) i
posteriorment amb DR4 (DRA1*0101/DRB1*0407) i DR51 (DRA1*0101/DRB5*0101). A més dels
péptids de tiroglobulina, es van testar peptids controls que s’havien pogut assignar de manera teorica
a un o altre al-lel amb el programa ProPred (Taula 17). La majoria dels péptids de tiroglobulina no
s’havien pogut assignar a cap al-lel amb ProPred, excepte Tg(2098-2112) que s’unia a DR3, i Tg(726-
743) que semblava associar-se preferentment a DR51, perd que també s’unia amb menor afinitat a
DR15 i DR3. En el segon assaig es van testar els mateixos péeptids que en el primer pero es van afegir
controls per DR4 i DR51.

Dels dos péptids de Tg que s’havien pogut assignar per ProPred, Tg(2098-2112) es va confirmar que
s’unia a DRS3, i el peptid Tg(726-743) mostrava baixa uni6 amb DR51 i cap amb DR15 (Taula 17). A
diferéncia del que haviem deduit per la seva seqiiencia, aquest péeptid s'unia molt favorablement a
DR407. De la resta de peptids de Tg dos, Tg(2520-2532) i Tg(1080-1090) s’unien amb valors molt
baixos a DR3, per sota la linea acceptada com a bon lligand. Dos dels péptids Tg(2508-2519) i
Tg(2756-2765) no mostraven capacitat d'unié per DR3, I'al-lel expressat per la mostra, i per tant era
possible que es presentessin per DR8, tot i que no s’ha pogut testar encara, perd segons el motiu
d’ancoratge no s'unirien bé. Resumint, la majoria dels peptids de Tg presentaven valors d'unié baixos
(Figura 37 i Taula 17).
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Uni6 a DR

N° Glandula 8Al-lel
1.D  Sequencia aa Proteina Tiroide Assignat ~ *1501 *0301 *0407 DR51"
1 AKAVKQFEESQGR 13 Tiroglobulina (2520-2532) TB471 NA 41 164 2492 6.87
2 QVDQFLGVPYAAPPLAE 17 Tiroglobulina (2224-2240) TB471 NA 104.4 0 5245 14.30
3 VDQFLGVPYAAPPLAER 17 Tiroglobulina (2225-2241) TB471 NA 143 0
4 IGSSQDDGLINR 12 Tiroglobulina (2508-2519) TB471 NA 0 0 403.24 1441
5 SRTSGLLSSWK 11 Tiroglobulina (1080-1090) TB471 NA 216.7 75.1 303.81 63.86
6 LSLQEPGSKT 10 Tiroglobulina (2756-2765) TB471 NA 0 0 8.3 15.63
7 CPTPCQLQAEQAFLRTV 17 Tiroglobulina (726-742) TB448 DRB5*0101 0 270.8 796.49 28.82
8 PTPCQLQAEQAFLRTVQ 17 Tiroglobulina (727-743) TB448 DRB5*0101 13.6 101.9
9 LSSVVVDPSIRHFDV 15 Tiroglobulina (2098-2112) TB449 DRB1*0301 0 353.3 383.79 14.97
10 GKEYFAIDNSGRIIT 15 VE-Caderina (196-210) TB449 DRB1*0301 0.4 975.7 447.76 6.32
11  LLVVYPWTQRF 11 Hemoglobina cadena 3 (31-41) TB449 DRB1*1501 | 1399.2 33.2 362.06 4.43
12 DVGVYRAVTPQGRPD 15 DQB1*0602 cadena 3 (75-89) TB448,237 DRB5*0101 | 128.8 0 1976.1 16.74
13  AAGLLSTYRAFLSSH 15 Collagen al (XV) (1243-1257) TB449 DRB1*1501 | 1644.3 138.1 1580.9 35.14
+ve  MSIYVYALPLKMLNI 15 hCMV pp65 (109-123) DRB1*1501 | 1192.2 -
+ve PSPSMGRDIKVQFQ 14 M. tuberculosis Ab 85B (14-27) - DRB1*0301 - 1428.7 - -
14 EGLTFQMKKNAEELK 15 Apolipoproteina A-1V (239-253) TB471 DRB1*0801 557.65 17.96
15 SVPRYLPRPANPDE 14 Caderina epitelial (793-806) TB471 DRB1*0801 36.718 11.09
16 AYVRLAPDYDALDVANK 17 Proteina riboso. 60S L23a (136-152) TB471 DRB1*0801 294.88 19.51
17 RPKDYEVDATLKSLNN 16 Col-lagen a2 (1) (1129-1144) TB448 DRB1*0407 68.137 6.21
18 NIFSFYLSRDPDAQPG 16 Catepsina D (227-241) TB448 DRB1*0407 49.325 5.76
19 IRASYAQQPAESRVSG 16 Heparan sulfat (1089-1104) TB448 DRB1*0407 106.25 62.97
20 DVGEYRAVTELGRPD 15 HLA Il cadena 3 DRB1*4 (72-86) TB448 DRB5*0101 233.26  0.00
21 RVMTIAPGLFGTPLLT 16 3 hidroxiacil CoA DH tipus Il (192-207) TB449 DRB5*0101 174.28 0.00
22  RGNSIIMLEALERV 14 RNP nuclear petita G (63-76) TB449 DRB5*0101 118.33  0.00
23 DKFLASVSTVLTSKYR 16 Hemoglobina cadena o (126-141) TB449 DRB5*0101 31.781 16.30
24 AKFEELNMDLFR 12 Proteina BIP (325-336) TB471 NA 32.834 0.00
25  TYFPHFDLSHGSAQVK 16 Hemoglobina cadena a (41-56) TB471 NA 476.3  0.67
+ve PKYVKQNTLKLAT Flu HA 307-319 DRB1*0407 - 164.58 -
+ve PKYVKQNTLKLAT Flu HA 307-319 DRB5*0101 - - - 1108.6

Taula 17: Unié de péptids als al-lels DR15, DR3, DR407 i DR51. SAllel assignat per ProPred. En vermell,

controls positius per cada un dels al-lels. " DR51 és una molécula de DR formada per DRa i 'al-lel *0101 del gen

DRB5. En ombrejat es marquen les caselles corresponents als al-lels expressats per cada una de les mostres.

L'assaig per DR51 presentava certes inconsisténcies. Molts péptids presentaven un index d'unié molt
baix o zero, i el péptid de la cadena B de DQB1*0602(75-89) (n° 12), aillat d'una mostra DR2
homozigota (TB237) en aquest assaig no s'unia a DR15 ni a DR51. Aquest péptid ja havia estat definit
com a lligand de DR15 i de DR51 (Vogt, Kropshofer et al. 1994) i 'assaig de competéncia havia donat
positiu per la unié amb ambdés al-lels de I'haplotip DR2 (veure taula 16). Altres péptids, com ara els de
VE-cadherina(196-210), cadena [ hemoglobina(31-41) i col-lagen «01(1243-1257), demostraven la

validesa del métode al mostrar valors d'unié tan alts com els controls positius i per tant, clara

assignaci6 a un al-lel.
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Figura 37: Representacio grafica dels resultats de I'assaig d'unié de péptids a DR, lliure de cél-lules,
REVEAL™. En vermell, péptids de tiroglobulina. Els péptids 3 i 8, que sén variants de longitud del 2 i el 7, no es
van testar amb DRB1*0407 i B5*0101.

7.4. Comparacio dels resultats dels assajos d'uni6 peptidica

El primer que s’observava comparant aquests assajos i les prediccions informatiques era que la
sensibilitat dels métodes era insuficient per péptids de baixa afinitat perd que pels péptids de major
afinitat era suficient (Taula 18).

Les prediccions informatiques permeten fer una primera assignacié tedrica que s’ha de confirmar amb
assajos d'unio peptidica. El sistema del programa ProPred calcula la unié en funcié d’'unes matrius
d'afinitat, que no tenen en compte factors que podrien impedir la unioé dels péptids, com la preséncia
de determinats aminoacids en una posicié concreta. Per exemple 'al-lel DRB1*0301 uneix residus
carregats negativament, preferentment Asp i en alguns casos Glu, en posicié 4. La matriu aixo ho te
en compte i dona un valor alt a I'Asp en P4, pero no reflecteix el fet que certs aminoacids dificultarien o
inclis impedirien la uni6 del péptid si es trobessin en aquesta posicid, degut a les seves
caracteristiques de mida o carrega. Per exemple a la base de dades SYFPEITHI descriuen el motiu
d'ancoratge per DR3 amb un Asp en posicié P4 i la majoria dels peptids naturals publicats (Wahlstrom,

Dengijel et al. 2007) presenten residus acids en aquesta posicio. Si estudiem la Pro, un aminoacid molt
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diferent a la resta i que, tenint en compte les caracteristiques d'unié d’aquesta butxaca, no esperariem
trobar en aquesta posicié, només 4 dels 79 péptids descrits a un article recent (Wahlstrom, Dengjel et
al. 2007) tenien Pro en P4. Un era un peéptid de I'a-1-antitripsina (AIFFLPDEGKLQ), que tindria Asp en
P4 només desplacant el motiu d'ancoratge que ells predeien, mantenint una Phe en P1, per tant
segurament estava mal alineat; els altres dos, ATP sintasa (PVPPLPEYGGKVRYG) i C5
(DKPVYTPDQSVKYV) també tindrien Asp o Glu en P4, desplagant el motiu una posicid. L'Gltim és el
mateix peptid d’hemoglobina que nosaltres hem seqienciat (LVVYPWTQRF) del TB449, i que en el
nostre estudi s’'uneix a HLA-DR15 i mostra un valor d’unié baix a HLA-DR3. Tanmateix, aquest péptid
ha estat aillat d’'una cél-lula HLA-DR3 homozigota. En resum, els métodes disponibles d’'unié de peptid
detecten valors alts i negatius sense problema, pero la discriminacié d'unions de baixa afinitat, que

poden ser molt rellevants sobretot en autoimmunitat, no estan del tot resoltes.

En aquests moments estem col-laborant amb Pau Marc Mufioz, del grup de Bioinformatica del Dr.
Xavier Daura per generar un programa de prediccio bioinformatic més acurat que els que hi ha

actualment.

L'Gnic péeptid de Tg que es podia assignar amb total fiabilitat era Tg(2098-2112) presentat per DR3, ja
gue tant en els assajos cel-lulars com en els sense-cél-lules, donava resultats clars d’'unié a DR3. El
péptid Tg(726-743), que s'unia a DR15 i a DR51 amb baixa intensitat, donava valors molt clars amb
DR407, tot i que de moment no s’ha pogut confirmar amb cap altra assaig. El péptid Tg(2224-2241)
podria presentar-se unit a DR8, ja que complia el motiu d’ancoratge d’aquesta moléecula i la unié a
DR3 era negativa. Desafortunadament encara no tenim disponibles els assajos d'uni6 a DRS.
Finalment, el péptid Tg(1080-1090), que presenta capacitat d’'unié elevada per DR407 (no expressat
per TB471), mostra un valor d'unié a DR3 positiu pero per sota del control pass-fail. En el context del
TB471, aquest podria ser un péptid unit amb baixa afinitat a DR3. La resta de péeptids de Tg, tots del
TB471, no es van poder assignar a cap dels al-lels de la mostra ja que la unié amb DR3 era negativa i
tampoc presentaven residus d’ancoratge definits per DR8. No es pot descartar la possibilitat que siguin
presentats per l'altre molecula de I'haplotip DR3, DRB3*0101. Tots aquests podrien ser peptids de
molt baixa afinitat que s'uneixen a DR exclusivament en condicions patologiques com ara

I'hiperactivacié de I'endocitosi del col-loide per les CFT en GD.

De la resta de péptids mostrats a la taula 8, alguns es van poder assignar clarament a un dels al-lels
perd d'altres encara van quedar per determinar (? a la taula 18). Quatre dels péptids aillats de la
mostra TB471 es van assignar a DR8 ja que presentaven valors d'afinitat baixos per DR3 i en canvi
presentaven més de dos residus d’'ancoratge per DR8. Dels 4 péptids de la mostra TB448, dos es van
poder assignar clarament a DR407 ja que presentaven nivells d'unié elevat i més de dos motius
d’ancoratge. Els altres dos, tot i que donaven valors relativament alts d'unié a DR407 amb l'assaig

sense-cel-lules, no s’adaptaven clarament al motiu d’'unié de DR407 i I'assignacié no era tan clara.
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Proimmune ProPred TPIMS Uni6 directa

Assig
1D Proteina GT DR15 DR3 0407 DR51 DR15 DR3 DR51 DR15 DR51 DR15 DR3 DR51 final
1 Tiroglobulina (2520-2532) TB471 41 16.4 2492 6.87 20.41 0 0 ?
2 Tiroglobulina (2224-2240) TB471 | 104.4 0 5245 1430 | 10.2 1579 51 DR8
3 Tiroglobulina (2225-2241) TB471 143 0 10.2 15.79 5.1 DR8
4 Tiroglobulina (2508-2519) TB471 0 0 4032 1441 0 0 0 ?
5 Tiroglobulina (1080-1090) TB471 216.7 75.1 303.8 63.86 0 0 0 ?
6 Tiroglobulina (2756-2765) TB471 0 0 853 15.63 0 11.58 2551 ?
7 Tiroglobulina (726-742) TB448 0 271 796.5 28.82 10.2 12.63 29.59 40 32 + ++ DR2/4
8 Tiroglobulina (727-743) TB448 13.6 102 10.2 12.63  29.59 40 32 + ++ DR2/4
9 Tiroglobulina (2098-2112) TB449 0 353 383.8 14.97 | 32.65 49.47 14.29 ++ +++ - DR3
10 VE-Caderina (196-210) TB449 0.4 976 4478 6.32 | 1429 35.79 31.63 DR3
11  Hemoglobina § (31-41) TB449 1399 332 3621 4.43 | 39.8 36.84 29.59 DR15
12 DQB1*0602 B (75-89) 448,237 | 128.8 0 1976 16.74 | 27.55 36.84 68.37 DR2/4
13  Col-lagen a1 XV (1243-1257) TB449 1644 138 1581 35.14 | 33.67 1221 51 DR15
14  Apolipoprot. A-IV (239-253) TB471 557.7 17.96 0 12.63 0 DR8
15  E-Cadherina (793-806) TB471 36.72 11.09 | 20.41 0 1.02 DR8
16  60S ribos. L23a (136-152) TB471 2949 1951 | 3571 11.58 14.29 DR8
17  Col-lagen a 2 (1) (1129-1144) TB448 68.14 6.21 7.76 4211 0 15 13 DR4
18 Catepsina D (227-241) TB448 49.33 5.76 | 20.41 0 0 2 -4 DR4
19  Heparan sulfat (1089-1104) TB448 106.3 62.97 51 26.32 9.18 10 23 DR4/51
20 DRB1*4 cadena B (72-86) TB448 233.3 0.00 13.27 5.26 449 ?
21 3 hidroxiCoA DH Il (192-207) TB449 1743 0.00 | 31.63 32.63 34.69 ?
22 Rnp nuclear G (63-76) TB449 1183 0.00 | 39.8 33.68 53.06 ?
23 Hemoglobina o (126-141) TB449 31.78 16.30 | 10.2 9.16 16.33 ?
24 Proteina BIP (325-336) TB471 32.83 0.00 0 0 0 DR8
25 Hemoglobina a (41-56) TB471 476.3 0.67 16.33 105 7.14 ?

Taula 18: Taula comparativa dels resultats dels assajos d'unié de péeptids a MHC. Proimmune, assaig d’uni6
liure de cél-lules; ProPred, % d'afinitat tedrica calculada amb el programa; ProPred. TPIMS, assaig d'unié per
competicié realitzat al TPIM; Unid directa, assaig d'unié directe de péptids biotinilats; Assig. Final, assignacio
final, ?: no es pot assignar amb seguretat. Amb vermell els valors d'afinitat elevats, en verd els valors mitjos i en
negreta els valors més alts de I'assaig. En ombrejat es marquen les caselles corresponents als al-lels expressats

per cada una de les mostres.

Les dades dels diferents métodes pels peptids de cadherina, hemoglobina i col-lagen coincideixen en
els valors maxims d’'unié pel mateix al-lel i per tant s’han pogut assignat. El péptid de DQB1*0602 que
segons els resultats de l'assaig sense-cél-lules era bon lligand de DR4, el programa ProPred no
l'assignava com a lligand de DR4 i presentava index d'uni6 teoric elevats per les dues molécules de
I'haplotip DR2, com és d'esperar d’un lligand eluit d’'una mostra homozigota per DR2. Els resultats

doncs, suggereixen que pot ser un peptid promiscu.

Sembla doncs que els peptids aillats del teixit tiroidal son dificils d’assignar a un o altre al-lel ja que

son lligands de baixa afinitat. Aixo podria ser degut a que les cél-lules que els estan generant no sén
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Resultats

cellules presentadores d’'antigen professionals i per tant la maquinaria de generacio i seleccié dels

péptids pot ser diferent.

8. PATRONS DE PROCESSAMENT DELS PEPTIDS NATURALS EN TIROIDES AUTOIMMUNES

Els péptids que s’uneixen a MHC-II sén de longitud variable, tenen una regi6é central de 9 aminoacids
gue es situa al solc d'uni6 al péptid i unes regions laterals (PFR: peptide flanking residues) que
s’estenen a partir de la regi6 central cap als extrems C i N terminal. S’ha demostrat que determinats
enriquiments en els PFRs resulten de mecanismes cel-lulars relacionats amb el processament
d’antigen i no de la uni6 d’aquestes regions amb I'heterodimer HLA (Godkin, Smith et al. 2001). Es
possible que les ceél-lules epitelials tiroidals utilitzin mecanismes diferents per processar i presentar els

péptids que els que utilitzen les APC.

Per estudiar el processament dels péptids naturals per les cél-lules tiroidals vam voler mirar si existia
un patré de processament pels extrems C i N-terminal. Es van mirar les 5 posicions anteriors al peptid
i els 10 residus seguents, aixi com el primer i I'Gltim aminoacid del peptid. Les freqiiéncies de
cadascun dels aminoacids en les diferents posicions es van normalitzar respecte la freqliéncia de cada

aminoacids dins el proteoma. Els resultats es mostren a la figura 38.

Peéptid aillat de les

Residus o
mostres de tiroides Residus posteriors al peptid

anteriors

-5-4-3-2-1]R1R2 R3.....Rnp1 +2 +3 +4 +5 +6 +7+8 +9 +10

La dada més significativa va ser I'elevada freqiiéncia de Lys a les posicions -1 i Rn, que es veia
augmentada gairebé 6 vegades respecte al total del proteoma. L'Arg també estava augmentada
gairebé 5 vegades a l'ultima posicié del péeptid (Rn). Sembla que la tripsina o un enzim amb el mateix
patr6 de degradacid estaria actuant a les tiroides autoimmunes i que tindria importancia a I'hora de
generar péptids per classe Il. La tripsina és una serin proteasa que trenca les cadenes de proteines
pel costat carboxil dels aminoacids Lys i Arg, excepte quan es troben seguits d’una Pro. Aquest enzim
té una localitzacio restringida al sistema digestiu i no s’ha demostrat que es secreti en altres parts del

cos, per tant hauria de ser un altre enzim amb un patré de restriccié semblant.

També s’observava la manca de Pro a la posici6 -1 i +1 dels extrems dels péptids i la casi abséncia en
la primera i Ultima posicio dels péptids. Aquests resultats coincideixen amb dades publicades, on es
suggereix que la prolina podria actuar com a senyal de parada del processament indicant que aquest
aminoacid, junt amb I'impediment estéric produit per la unié6 amb el MHC-II podrien protegir el péptid
de la degradaci6 per proteases. Les freqiiéncies de Met a la posicio -1 i del Trp a +4 es veien també

augmentades.
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Figura 38: Distribucion d’aminoacids de I’extrem N i C-terminal dels péptids aillats de MHC-II de les mostres de tiroides. Per cada extrem es mostren els residus des de la
posici6-5 a la 10. Les posicions R1 i Rn, marcades en vermell en el grafic, representen el primer i I'Gltim aminoacid del peptid identificat a les mostres de tiroides.



Resultats

Un altre fet a destacar era I'elevada presencia de péptids (22%) dels extrems N o C-terminal de la
proteina d'origen (Figura 39). Aquest fet ja s’havia observat en un treball anterior del nostre grup on
s’estudiava la influencia de les xaperones li i DM en els repertoris peptidics associats a HLA-DR4. En
aquest treball, realitzat per la Dra. Aura Muntasell i continuat per la Dra. Montserrat Carrascal, es
comparava el repertori peptidic de 4 linees epitelials transfectades amb DR4 i amb combinacions de
les xaperones li i DM: DR4, DR4li, DR4DM i DR4IiDM. El repertori de la linea cellular DR4, a
diferéncia del que passava amb els repertoris de les altres linees transfectades, presentava un
percentatge de gairebé 80%, de péptids dels extrems N i C-terminal de la proteina d'origen (19 péptids
d’'un total de 24 sequéncies) (Muntasell, Carrascal et al. 2004). Només un 7% de peéptids dels extrems
es trobaven associats a DR4 en la triple transfectant. Aquestes dades feien pensar en un possible
mecanisme de processament i transport de péptids independent de les xaperones en les ceél-lules que
no les expressaven. En els tiroides autoimmunes s’ha vist que hi ha expressié de cadena invariant i
DM, perd que els nivells d’expressié de DM sén baixos (Catalfamo, Serradell et al. 1999). Aquest
podria ser el motiu pel qual en els tiroides també trobem un elevat nombre de péeptids dels extrems de
la proteina. Un 22% dels péptids es troben al principi o al final de la proteina i tot i que el percentatge
no és tan elevat com a la linea li DM, els valors sén més alts que a les altres transfectants (Taula 19)
i molt més que en linies limfoblastoides, segons les dades de DR401 en SYFPEITHY (<1%).

HoN---PMFI VNTNVPRASVPDGF L = ot oo oot oot oo o o et et et oot o- = —--COOH Factor inhibidor de migracié de macrofags
HoN---PMFI VNTNVPRASVPDGFL SE - - m oo oo o o o et oot e oot e oo e e oe ---COOH Factor inhibidor de migracié de macrofags
H,;N---PMFI VNTNVPRASVPDGFL SE- -COOH Factor inhibidor de migracié de macrofags
H,;N—--PmFI VNTNVPRASVPDGFLSELT Q Q -COOH Factor inhibidor de migracié de macrofags
H,N--VLSPADKTNYV - -COOH Hemoglobina cadena a
H,N--VLSPADKTNVKAAWGK - -COOH Hemoglobina cadena o
HN--VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALER- -COOH Hemoglobina cadena a.
HN---VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM- - mom ot ot o oo . ---COOH Hemoglobina cadena a
HN--VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM- - oes o~ — ——-COOH Hemoglobina cadena o
HN--VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF -COOH Hemoglobina cadena a
HN--VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL - -COOH Hemoglobina cadena B
HN--VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRL - -COOH Hemoglobina cadena B

H,N--VHL TPEEK - -COOH Hemoglobina cadena B
HN--SETAPAAPAAAPPAEKAPVKK- -COOH Histona H1.2
HN--SETAPAAPAAAPPAEKAPVKKK- -COOH Histona H1.3
HZN---SETAPAAPAAAPPAEKAPVKKKAR--- -COOH  Histona H1.4
HoN---GRMHAPGKGL SQSALPYR - om oo o e e e o e e e e e e e e e —-COOH Proteina ribosomal 40S S13

HyNnn ot oo oot ot o oot e s ot e s e et e et et e et s e e/ V D L MA HMA S K E --COOH  GAPDH

H,N--- DKFLASVSTVLPSKYR--COOH Hemoglobina cadena o

L FLASVSTVLPSKYR--COOH Hemoglobina cadena o

H,N--- - ~-ASVSTVLPSKYR--COOH Hemoglobina cadena o

HyN--- ~RLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSAK--COOH Histona H2B K

HyN--- ~RLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSAK--COOH Histona H2B

H,N--- . -mL LI PTSFSPL K--COOH proteina NipSnap4

H,N--- I YTRNTKGGDAPAAGEDA ---COOH Proteina ribosomal 40S S25

H,N--- ~-RGNSI | MLEAL ERYV ---COOH ribonucleoproteina nuclear petita G
H,N--- ~-KTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK ---COOH Hemoglobina cadena a

HoN-mn emt o et e e s s e e ~-AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR--COOH Hemoglobina cadena a.

HoN--- = it i e e - AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR--COOH Hemoglobina cadena o

H,N--- -~-KFLASVSTVLTSKYR--COOH Hemoglobina cadena o

H,N--- - ~-VVAGVANALAHKYH--COOH Hemoglobina cadena B

HoN--- ~-SGNFGGSRNMGGPYGGGNYGPGGSGGSGGYGGRSRY --COOH  hnRNP A2/B1

H,N--- ~QVTQPTVGMNFKTPRGPV ---COOH Proteina ribosomal 40S S17

H,N--- -AYVRLAPDYDALDVANKI GI | ---COOH Proteina ribosomal 60S L23a

HoN-mm oo oo oo oo s oot oo oo et e e e e e ~-TGKNKWFF QKL RF ---COOH Proteina ribosomal 60S L27

HpNemm oo oms oo o et s o o s s e s s e e e o et e ~-LSLQEPGSKTYSK --COOH Tiroglobulina

Figura 39: Peptids aillats de tiroides autoimmunes, localitzats en els extrems N i C-terminals de les
proteines d’origen. Només es mostren aquelles seqliéncies situades a menys de 10 residus dels extrems. En

vermell es mostra la seqiiéncia del péptid identificat, i en negre els residus que no formen part del péptid.
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Resultats

N° péptids Péptids dels
Mostra totals extrems % d'extrems
DR4 24 19 79.17
DR4 DM 27 2 7.41
DRA4 li 18 3 16.67
DR4 |i DM 84 6 7.14
Tiroides 162 36 22.22

Taula 19: Nombre de péptids dels extrems N o C-terminal de la proteina. Percentatge de péptids localitzats

als extrems de les proteines de les linees de cél-lules transfectades generades per la Dra. Aura Muntasell i de les

mostres de tiroides.
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Thyroglobulin Peptides Associate In Vivo to HLA-DR in
Autoimmune Thyroid Glands®
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Endocrine epithelial cells, targets of the autoimmune response in thyroid and other organ-specific autoimmune diseases, express
HLA class II (HLA-II) molecules that are presumably involved in the maintenance and regulation of the in situ autoimmune
response. HLA-II molecules thus expressed by thyroid cells have the ‘“compact” conformation and are therefore expected to stably
bind autologous peptides. Using a new approach to study in situ T cell responses without the characterization of self-reactive T
cells and their specificity, we have identified natural HLA-DR-associated peptides in autoimmune organs that will allow finding
peptide-specific T cells in situ. This study reports a first analysis of HLA-DR natural ligands from ex vivo Graves’ disease-affected
thyroid tissue. Using mass spectrometry, we identified 162 autologous peptides from HLA-DR-expressing cells, including thyroid
follicular cells, with some corresponding to predominant molecules of the thyroid colloid. Most interestingly, eight of the peptides
were derived from a major autoantigen, thyroglobulin. In vitro binding identified HLA-DR3 as the allele to which one of these
peptides likely associates in vivo. Computer modeling and bioinformatics analysis suggested other HLLA-DR alleles for binding of
other thyroglobulin peptides. Our data demonstrate that although the HLA-DR-associated peptide pool in autoimmune tissue
mostly belongs to abundant ubiquitous proteins, peptides from autoantigens are also associated to HLA-DR in vivo and therefore

may well be involved in the maintenance and the regulation of the autoimmune response.
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lass II MHC® molecules are transmembrane glycopro-
teins that bind mostly exogenous peptides to be presented
to CD4" T lymphocytes. Constitutive expression of
HLA-II is restricted to professional APCs such as dendritic cells,
macrophages, and B cells. HLA-II expression can be induced in
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other cell types in inflammatory conditions as shown in vivo in
epithelial cells from various target organs in autoimmune dis-
eases such as autoimmune thyroiditis (1-4).

Human autoimmune thyroid diseases (AITD), such as Hashi-
moto’s thyroiditis and Graves’ disease (GD), are characterized by
T and B cell infiltration of the thyroid gland and an intense im-
mune response to well-characterized thyroid autoantigens such as
thyroglobulin (Tg), thyroid peroxidase, and the thyrotropin recep-
tor. Thyroid follicular cells (TFC) are polarized epithelial cells that
have a very important endocytic activity in their apical end, from
where they endocytose thyroglobulin-rich colloid that is processed
to generate thyroid hormones that are released by exocytosis to the
capillaries in the basal pole. The expression of HLA-II by TFC in
these diseases is well documented (5). In situ dendritic cells,
macrophages, and B cells infiltrating the organ also express
HLA-II and can process and present self Ags. The importance
of nonprofessional APCs such as TFCs in this context is not
known, but it is clear that the autoimmune response is modu-
lated by the interaction between cells of the immune system and
cells of the target organ, with a strong influence of the local
microenvironment, which may determine the formation of ter-
tiary lymphoid tissue (6).

TFCs in Graves’ disease overexpress class I molecules and ex-
press ectopic HLA-II, invariant chain, and HLA-DM. The
HLA-DM expression level by TFCs is low but sufficient to allow
peptide loading into the HLA-II molecules and express stable
HLA-II-peptide complexes at the cell surface (7). Thus, HLA-II-
expressing epithelial cells in autoimmune diseases could present
autoantigens to infiltrating CD4 ™" cells and play a role in the main-
tenance and/or the regulation of the autoimmune response. Con-
sequently, the antigenic repertoire displayed at the surface of
HLA-II-expressing epithelial cells must be relevant to understand
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NATURAL HLA-II LIGANDS IN THYROID AUTOIMMUNITY

Table I. Thyroid glands from GD patients used for the assays
Sample Sex Age (years) HLA-II Expression® Sample Processed (g) HLA-IT
TB449 F 35 ++ 25.5 DRB1%*0301,1501, DQB1*0201,0602
TB471 F 28 ++ 15 DRB1*0301,081, DQB1*0201,0402
TB448 F 26 ++ 8 DRB1*0407,1501, DQB1*0301,0602
TB 270 F 32 +++ 3.31 DRB1*0701, DQB1*0202,0303
TB269 F 30 ++ 2 DRB1*1101,1104, DQB1*0301
TB 237 F 41 + 1.1 DRB1%1501, DQB1*0602
TB190 F 35 ++ 1 DRB1*1101,1104, DQB1*0301

“ HLA-II expression level in thyroid follicular cells as assessed by flow cytometry and immunofluorescence (see Materials and Methods). Expression
scores are based on immunofluorescence staining on cryostat sections as follows: +, positive staining in <10% follicles (focal); ++, 10-50% positive

follicles (multifocal); +++, >50% positive follicles (generalized) (14).

self-reactive T cell responses in situ. However, other cells in au-
toimmune thyroid glands also express HLA-II, namely resident
and infiltrating dendritic cells, endothelial cells, activated T cells,
B cells, and macrophages (5).

Studies characterizing HLA-DR-associated peptides were
mostly done using lymphoblastoid cell lines as the source of DR-
peptide complexes. They led to the identification of the allele-
specific structural motifs common to peptides that associate to
most DR and some DQ alleles (8§-10). Studying natural DR li-
gands in other cell types is more difficult, mostly due to low
HLA-II expression and limited access to cells. In previous work,
we analyzed the peptide repertoire associated to HLA-DR4 mol-
ecules expressed by a transfected insulinoma cell line. We detected
a heterogeneous pool of self peptides derived from cell surface
proteins and proteins from internal cell compartments, including
the cytosol and the secretory pathway, some of which corre-
sponded to tissue-specific proteins (11). Although these data were
very informative and showed a different pattern from that of DR4-
associated peptides from lymphoblastoid cells, this material gave
only a very indirect assessment of what the repertoire of peptide
ligands occupying the cavity of HLA-II molecules in a real-life
autoimmune tissue would be.

Therefore, studies from ex vivo tissue samples are still neces-
sary to gain insight into the real repertoire of DR-associated nat-
ural peptides from autoimmune tissue. Little has been done with
human tissue, where sample heterozygosity adds to the other dif-
ficulties. In the first published work on HLA-DR-peptide purifi-
cation from human tissue in 1995, 17 peptides were identified from
50 g of the spleen of a patient with rheumatoid arthritis (12). Later,
55 peptides were sequenced from 9 human intestine samples from
patients with inflammatory bowel disease (13). Recently, a large
number of HLA class II-associated peptides have been identified
from primary renal carcinoma samples (14).

In the present report, we describe the characterization of nat-
ural peptides bound to HLA-II molecules from thyroid glands
of GD patients, using mass spectroscopy (MS) techniques. No
cell separation methods were applied and whole tissue from
several glands was processed to analyze the HLA-DR-associ-
ated peptides. A total of 162 DR ligands from 7 different donors
were identified. All peptides complied with the common fea-
tures of HLA-DR natural ligands: they were variable in length,
formed “nested” sets with a common core and varying flanking
sequences, and were derived from proteins present in different
compartments, including the extracellular milieu, the plasma
membrane, vesicular compartments, and the cytosol. Most ex-
tracellular peptides were derived from complement factors, ex-
tracellular matrix proteins, or colloid components such as al-
bumin. Most interestingly, we were able to identify eight
different peptides corresponding to the well-defined thyroid au-
toantigen thyroglobulin, which is also one of the major com-

ponents of the colloid. Although we cannot be certain that all of
these peptides are associated with class II molecules expressed
by the thyroid follicular cells and not by other class II-express-
ing cells, the common presence of colloid components together
with the important endocytic activity at the apical end of the
TFCs make us think that some of these peptides can indeed be
associated to DR molecules expressed by TFCs.

Materials and Methods
Thyroid samples and Abs

Thyroid surgery samples from patients with Graves’ disease were used
after the patients’ informed consent, using a protocol approved by the
ethical committees of University Hospitals Germans Trias i Pujol and Vall
d’Hebron. Donors were women, 26—41 years of age, and their HLA class
II typing was obtained by exon 2 sequencing (Table I). HLA-II expression
by TFC was assessed by immunofluorescence staining on cryostat sections
and by flow cytometry, as described (5).

Anti-HLA-DRaf mouse 1gG2a mAb L1243 (American Type Culture
Collection) and anti-HLA-DRB mouse IgG2b mAb BS8.11.2 (kindly
provided by Dr. F. Koning, Immunohaematology Department, Univer-
sity of Leiden, Leiden, The Netherlands) were used for affinity
chromatography.

Immunoaffinity purification of HLA-II-peptide complexes from
autoimmune thyroid and reversed-phase HPLC (rpHPLC)
fractionation

A modification of the previously described method (15) was applied.
Briefly, frozen thyroid samples were mechanically homogenized with a
tissue homogenizer in H buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.6), 150 mM NacCl,
5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 ug/ml aprotinin, 5 ug/ml leupeptin, 5
ng/ml pepstatin, and 5 mM iodoacetamide) and resuspended in lysis
buffer (H buffer plus 0.5% Nonidet P-40 (Surfact-Amps Nonidet P-40;
Cultek)). HLA-II-peptide complexes from the lysate were purified by
affinity chromatography using 1 ml Sepharose bead columns with 5 mg
mAb L.243. The unretained fraction of sample TB449 was repurified by
eluting through a column with mAb B8.11.2, due to the low affinity of
L243 for the DR3 molecule. TB471 peptides were purified using the
B8.11.2 column directly.

HLA-II-peptide complexes were eluted with trifluoroacetic acid 0.1%,
following standard procedures (11). Eluted class II-peptide mixtures were
spun through 10-kDa cut-off ultrafiltration filters (Centriprep-10; Milli-
pore) and collected from the flow-through. The low molecular mass frac-
tion containing the peptide pools was separated by rpHPLC using an ace-
tonitrile gradient column (Vydac protein and peptide C18, 2.1 mm X 25
cm) (15). Chromatographic analysis was monitored at 214-nm UV wave-
length. One-minute fractions were collected from minute 20 to 100 and
then analyzed by MS.

Peptide sequencing

HPLC fractions were evaporated and redissolved in 5 ul MeOH/H,O 1/1,
1% AcOH. The molecular mass of each fraction’s components was mea-
sured in a MALDI-TOF mass spectrometer (Voyager-DE PRO, Applied
Biosystems) in positive ion reflector mode. Peptide sequences were ob-
tained by electrospray tandem MS using an LCQ ion trap mass spectrom-
eter (Thermo Fisher Scientific) with a nanospray electrospray ionization
(nESI) source (nESI-ion trap MS (ITMS)/MS from Protana A/S, Odense,
Denmark), by a MALDI-TOF/TOF in a mass spectrometer (AB 4700 mass



The Journal of Immunology

spectrometer, Applied Biosystems), and by vVMALDI-MS/MS in an LTQ
instrument (Thermo Fisher Scientific).

For nESI-ITMS/MS analysis, 2 ul of each HPLC fraction was loaded
in the nanospray needle. Product ion spectra were obtained by collision-
induced dissociation, mainly of the double- and triple-protonated pep-
tide molecules. Precursor masses were selected from the MALDI-TOF
data spectra and from the signals observed in the nanospray full MS
scan. Isolation windows of 3- and 4-unit widths were used for the
MS/MS and MS3 experiments, respectively, and a 25-35% relative col-
lision energy, depending on the charge state of the precursor ion. For
MALDI-TOF/TOF analysis, 0.4 ul of each sample was automatically
analyzed: a full scan was done within the mass-to-charge (m/z) range
900-6000, and the four most abundant signals detected over the m/z
range 1100-3500 Da were fragmented. For vMALDI-MS/MS analysis,
0.5 ul of each sample was shot automatically in the Crystal Positioning
System mode. Instrument setup was optimized in a data-dependent scan
mode as follows: Automatic Spectral Filter parameters were restrictive
in the m/z 1200-2500 range, wide band activation was set up for
the MS/MS experiments, dynamic exclusion was 1, and 5 MS/MS were
acquired for each full MS.

Sequences from the MALDI-TOF/TOF fragmentation spectra were
identified using the MASCOT software program (Matrix Science) without
protein size or enzyme cleavage site restriction. Using the same parame-
ters, peptide identification from the nESI spectra was done with the MS-
Tag (ProteinProspector; Mass Spectrometry Facility, University of Cali-
fornia—San Francisco) and Mascot software programs, by comparing the
MS/MS spectrum of each peptide with the virtual spectra derived from
protein sequences in public databases (Swiss-Prot, European Bioinformat-
ics Institute, Heidelberg, Germany; and GenPept, National Center for Bio-
technology Information). The Sequest software (Thermo Fisher Scientific)
was used for the vYMALDI-MS/MS spectra identification using the param-
eters described above.

Peptide synthesis

Thyroglobulin and other peptides were synthesized at the Peptide Facility,
Universitat Pompeu Fabra, Barcelona.

Peptide-binding assay

HLA-DR3 and HLA-DR15 binding experiments were performed by Pro-
Immune' using their cell-free class I REVEAL binding assay. A total of 11
peptides (plus 2 overlapping peptides) were tested, including 7 thyroglob-
ulin peptides and others that we could assign to one HLA-DR allele (see
Fig. 3). The tests consisted of the detection by a conformational Ab of
HLA-DR-peptide complex formation after mixing soluble DR mole-
cules with each peptide. Positive control for DR15 was hCMV pp65
109-123 peptide MSIYVYALPLKMLNI and for DR3, M. tuberculosis
Ab 85B 14-27, PSPSMGRDIKVQFQ. Negative control peptides did
not show any binding (data not shown), but the reference analysis was
done comparing the binding of each peptide to each allele with a known
borderline affinity control peptide (score of 100), named pass/fail con-
trol binder, and to each positive control peptide. Each experiment was
conducted twice at two different dilutions, generating four data points
for assembly reaction (peptide/allele). Thus, values between 0 and 100
were considered weak binding and values >100 were considered pos-
itive binding.

Modeling of DR-peptide interactions

Modeling the complex between peptide Tg’**~7** and the HLA-DRS51
or HLA-DR15 molecules was performed using a novel simulation pro-
tocol (X. Daura, unpublished). The essential aspects are summarized
below.

Structures for DR51 and DR15 were obtained from the Protein Data
Bank (PDB entries 1H15 and 1BX2). The 1h15.pdb and 1bx2.pdb files
contain crystallographic coordinates for the complexes between DR51 and
an EBV DNA polymerase (EBVP) peptide and between DR15 and a hu-
man myelin basic protein (HMBP) peptide. Initial system configurations
included the following atoms: residues Glu?*~Thr'% of DRA1#0101 and
Pro*—Arg'?? of DRB5%0101 and DRB1#1501, and the backbone atoms of
residues Val®*-His®*° of EBVP and Val''>~Thr'??> of HMBP (residue
numbers according to Swiss-Prot). The protocol developed generates the
missing peptide atoms via a molecular dynamics slow-growth technique
(16) under nonequilibrium conditions, thus transforming a generic 10-res-
idue backbone (EBVP630—639 or HMBP113-122) into the Tg"?*~"*? pep-
tide within the binding grooves of DR51 and DRI15. Additionally, the
method allows the assignment of a relative binding score. The following
steps were followed:
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1) Analysis of the Tg”?°~"4? sequence and the known binding motifs to
DR alleles (17) suggested Leu’*? as the most probable candidate for bind-
ing to P1 in both DR51 and DR15. This alignment was therefore fixed for
subsequent modeling of DR/Tg’?*~"** interactions. The following steps
were performed in parallel for the DR51 and DR15 alleles.

2) The positions of (missing) Tg’**~7** backbone and side-chain atoms
were assigned by successive addition of a small vector (10~ nm in the x
direction) to the coordinates of the closest existing backbone atom.

3) The atoms added in step 2 were defined as dummies in the biomo-
lecular force field of the GROMOS96 simulation package (18). A dummy
atom is one that has no interactions with the rest of the system. All other
atoms (which we shall call crystallographic) were assigned parameters
from the vacuum (45B3) force field (19), which includes shielding of
charge-charge interactions in a very crude way to mimic a basic solvent
effect. The protonation state of ionizable residues was chosen to mimic a
neutral pH.

4) Following equilibration of the system, a nonequilibrium slow-growth
molecular dynamics simulation (200 ps) in vacuum at a very low temper-
ature (10 K) was performed. In the course of this simulation the dummy
atoms were progressively transformed into regular atoms (i.e., atoms with
standard force field parameters) using a soft-core potential to avoid atomic
clashes, while the positions of the crystallographic atoms were restrained
with a harmonic potential. During the process, the growing atoms (i.e.,
atoms that were initially dummies) accommodate to the environment under
the sole influence of the force field. The simulation delivers the work in-
volved in the transformation (16). To accumulate statistics on the nonequi-
librium process, the simulation was repeated 1000 times with different
initial velocity distributions.

5) The free-energy change associated to the transformation was esti-
mated by using the following equation (20):

AG = —kgT In[exp(—W/kgD)]

where kg is Boltzmann’s constant, T is the absolute temperature, W is the
work, and the brackets denote an average over the 1000 work values. This
free-energy difference estimate was taken as a score for binding affinity.
Because the transformation affects exactly the same atoms in the two com-
plexes, the scores for DR51/Tg’?¢~7#* and DR15/Tg’?¢~"** can be directly
compared.

6) The 1000 model structures obtained for the complex were structurally
clustered, using an atom-position root-mean-square difference of 0.1 nm as
similarity cutoff for the buried side chains (Leu’*?, Glu”*>, Ala’*’, Phe’®,
and Arg’*?). The structural variability within the ensemble of 1000 model
structures could be thus evaluated. The above equation can then be used to
estimate the free energy change for each structural cluster or family
(AG,,,,)- Here, the brackets denote an average over the work values ob-
tained for the specific cluster.

Note that the estimated free energies do not have a direct connection to
the experimental binding free energies. The calculated free energies are
associated, strictly, to the creation of residues Cys’*°~Cys”*® and Thr’*'—
GIn’® and the side chains of residues GIn”>'-Arg740 in the binding
grooves of DR51 (AGpgs/rg726-743) and DR15 (AGpgs/rg726-743) at 10 K
and in the absence of solvent effects. Additionally, 1000 simulations
may not suffice to guarantee convergence of AG. Nevertheless, we make
the plausible hypothesis that the sign of the difference AGs,_;5 =
AGpRrsi/re726-743 — AGpRris/e726-743 18 €qual to the sign of the differ-
ence between the experimental binding free energies. That is, we as-
sume that the free energy change involved in the creation of this set of
atoms of Tg’?°~7*3 in the binding groove of DR51 and DR15, under the
specified conditions, is correlated with the binding affinities of
Tg"?°~7*3 for the two molecules.

Results
Description of peptides isolated from GD thyroid glands

A total of 150 peptide sequences were obtained from DR mole-
cules isolated from three GD thyroid samples: TB448 (8 g, 19
sequences), TB449 (25.5 g, 61 sequences), and TB471 (15 g, 70
sequences). Of the 19 TB448 peptides, 11 were sequenced by
nESI, 6 by MALDI-TOF/TOF, and 2 were obtained using both
techniques. Similarly, 47 of 61 TB449 peptides were sequenced by
nESI, 5 by MALDI-TOF/TOF, and 9 by both. Of the 70 peptides
from TB471, 49 were sequenced by nESI, 7 by MALDI-TOF/
TOF, and 10 by vMALDI. Some peptides were detected by all
three methods. A summary of the sequences obtained and their
characteristics is shown in Table II.
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Table II. Peptide sequences obtained from three thyroid samples from GD patients
Size” PPPPPPPPP" Allele % Affinity
M, (Da)*  (aa) 123456789 Assignedd Index* Promiscuity’ Source Protein® 1d No." L
Sample: TB448 (DRB1#1501, DRB5*0101/DRB1#0407, DRB4*0103)
1770.0 15 DIPELVNMGQWKIRA DRB1*1501 41.84 27/51 Complement C3 (194-208) P01024 E
15940 15 AAGLLSTYRAFLSSH DRB1#1501 33.67 2/51 Collagen al chain (XV) (1243-1257) P39059 EM
1522.8 14 AGLLSTYRAFLSSH DRB1*1501 33.67 2/51 Collagen al chain (XV) (1244-1257) P39059 EM
1687.0 13 LKKYLYEIARRHP DRB1*1501 33.67 6/51 Serum albumin (159-171) P02768 Co
2014.2 16 YPKSLHMYANRLLDHR DRB1*1501 55.10 19/51 Apolipoprotein B (1200-1215) P04114 E
1629.8 15 DVGVYRAVTOQGRPD DRB5%0101 68.37 7151 DQB1#0602 B-chain (75-89) P03992 M
1676.8 15 DVGEYRAVTELGRPD DRB5%0101 44.90 3/51 HLA 1I B-chain DRB1*4 (72-86) P13760 M
1633.0 15 GGELRFTVTQRSQPG DRB5*0101 29.59 39/51 Heparan sulfate proteoglycan P98160 EM
(1006-1020)
1795.0 16 YGGELRFTVTQRSQPG DRB5*0101 29.59 39/51 Heparan sulfate proteoglycan P98160 EM
(1005-1020)
1660.8 14 YDHNFVKAINAIQK DRB5*0101 54.08 19/51 Cathepsin C (170-183) P53634 Cv
1661.0 16 RLPIIDVAPLDVGAPD DRB5*0101 13.27 (LB) 7/51 Collagen «l chain (I) C-term P02452 EM
propeptide (1436-1451)
2030.0 18 CPTPCQLQAEQAFLRTVQ DRB5*0101 29.59 2/51 Thyroglobulin (726-743) P01266 Co
1678.9 12 REIFNMARQRSR DRB5*0101 46.94 30/51 Apolipoprotein B (427-439) P04114 E
17200 16 IRASYAQQPAESRVSG DRBI1#0407 ND 0/51 Heparan sulfate proteoglycan P98160 EM
(1089-1104)
1827.0 16 NIFSFYLSRDPDAQPG DRBI1*0407 ND 3/51 Cathepsin D (227-241) P07339 Cv
1863.0 16 RPKDYEVDATLKSLNN DRBI1%#0407 ND 15/51 Collagen a2 chain (I) C-term P08123 EM
propeptide (1129-1144)
1613.8 15 KPGQFIRSVDPDSPA DRBI*0407 ND 0/51 NHERF (174-188) 014745 C
1449.8 12 EDFRDGLKLMLL DRBI*0407 ND 3/51 a-Actinin 1 (57-68) or a-Actinin 4 P12814 C
(76-87)
1895.1 16 DVPKWISIMTERSVPH DRBI*0407 ND 19/51 Annexin II (208-223) P07335 EM
Sample: TB449 (DRB1%1501, DRB5%0101/DRB1%0301, DRB3*0101)
1362.7 12 VVDLMAHMASKE DRB1*1501 19.39 (LB) 5/51 GAPDH (324-335) NP002037 C
17638 14 LISWYDNEFGYSNR DRBI1#1501 16.33 (LB) 0/51 GAPDH (310-323) NP002037 C
16502 13 ISWYDNEFGYSNR DRB1#1501 16.33 (LB) 0/51 GAPDH (311-323) NP002037 C
1779.2 14 LISwYDNEFGYSNR DRB1#1501 16.33 (LB) 0/51 GAPDH (310-323) NP002037 C
1274.6 10 LLVVYPWTQR DRB1*1501 39.80 21/51 Hemoglobin 6-chain (31-40) P02042 E
1308.2 10 LVVYPWTQRF DRB1*1501 39.80 21/51 Hemoglobin 8-chain (32-41) P02042 E
1421.8 11 LLVVYPWTQRF DRB1*1501 39.80 21/51 Hemoglobin &-chain (31-41) P02042 E
2301.3 22 LVTLAAHLTAEFTPAVHASLDK DRB1#1501 24.49 (LB) 7151 Hemoglobin a-chain (106—127) P69905 E
1687.0 13 LKKYLYEIARRHP DRB1*#1501 33.67 6/51 Serum albumin (159-171) P02768 Co
1567.0 15 TNVPPEVTVLTNSPV DRB1*1501 23.47 (LB) 3/51 HLA-II, DR a-chain (108-122) P01903 M
1690.9 15 GNRIAQWQSFQLEGG DRB1*1501 29.60 1/51 a-2-macroglobulin (172-186) P01023 E
1633.9 14 GNRIAQWQSFQLEG DRB1*1501 29.60 1/51 a-2-macroglobulin (172-185) P01023 E
1522.8 14 AGLSTYRAFLSSH DRB1#1501 33.67 2/51 Collagen a-1 (XV) chain (1244-1257) P39059 EM
1593.6 15 AAGLSTYRAFLSSH DRB1#1501 33.67 2/51 Collagen a-1 (XV) chain (1243-1257) P39059 EM
1521.0 13 DGVIKVFNDMKVR DRB1*1501 57.10 3/51 Cofilin, non-muscle isoform P23528 C
(Cofilin-1) (8-20)
1310.8 10 WRLEEFGRFA DRB5%0101 20.41 (LB) 0/51 HLA-II, DR a-chain (68-76) P01903 M
1409.8 11 VWRLEEFGRFA DRB5#*0101 22.45 (LB) 1/51 HLA-II, DR a-chain (67-76) P01903 M
1687.1 16 RVMTIAPGLFGTPLLT DRB5*0101 34.69 4/51 3-Hydroxyacyl-CoA-dehydrogenase Q99714 C
type II (192-207)
18150 16 DKFLASVSTVLPSKYR DRB5%0101 16.33 (LB) 4/51 Hemoglobin a-chain (126-141) P69905 E
1571.6 14 FLASVSTVLPSKYR DRB5*0101 16.33 (LB) 4/51 Hemoglobin a-chain (128-141) P69905 E
1600.9 14 RGNSIIMLEALERV DRB5*0101 53.06 29/51 Small nuclear ribonucleoprotein G Q15357 N
(63-76)
1857.0 16 IGSSYFPEHGYFRAPE DRB5%0101 327 2/51 Multimerin 2 (851-866) QIHSL6 EM
1728.1 15 QLQOPDNSTLTWVKPT DRB1*0301 32.63 7/51 Phospholipase C (883-897) Q9HBX6 M
1914.4 18 IVNTNVPRASVPDGFLSE DRB1#0301 36.84 23/51 Macrophage migration inhibitory factor P14174 E
(5-22)
22453 21 LAQATGKPPQYIAVHVVPDQL DRB1#0301 23.16 (LB) 11/51 Macrophage migration inhibitory factor P14174 E
(27-47)
2305.6 21 PmFIVNTNVPRASVPDGFLSE DRB1*0301 36.84 32/51 Macrophage migration inhibitory factor P14174 E
(2-22)
2089.6 19 PmFIVNTNVPRASVPDGFL DRB1*0301 36.84 32/51 Macrophage migration inhibitory factor P14174 E
(2-20)
23846 22 IVNTNVPRASVPDGFLSELTQQ DRBI1%0301 36.84 23/51 Macrophage migration inhibitory factor P14174 E
(5-26)
1362.4 12 mLLIPTSFSPLK DRB1*0301 47.05 30/51 NipSnap4 protein (236-247) Q9UEFNO C
17440 16 WLRNGKPVTTGVSETV DRB1#0301 35.79 12/51 HLA-II, DR a-chain (146-161) P01903 M
1845.1 17 TWLRNGKPVTTGVSETV DRB1#0301 35.79 12/51 HLA-II, DR a-chain (145-161) P01903 M
1489.0 14 EDIVADHVASYGVN DRB1*0301 62.11 12/51 HLA-II, DQ(2,6,3) a-chain (24-37) P04226 M
1937.1 15 EQFYVDLDKKETVWH DRB1*0301 35.76 10/51 MHC-II (61-75) Q95HBY M
1730.9 15 FDPITIEDRHGGYKPS DRB1*0301 26.30 0/51 Creatine kinase, B chain (B-CK) P12277 C
(89-103)
1643.8 14 FDPIIEDRHGGYKP DRB1*0301 26.30 0/51 Creatine kinase, B chain (B-CK) P12277 C
(89-102)
19193 18 RLLLPGELAKHAVSEGTK DRB1#0301 17.58 (LB) 0/51 Histone H2B K (99-116) P62807 N
1416.9 13 RLLLPGELAKHAV DRB1#0301 17.58 (LB) 0/51 Histone H2B (99-111) P62807 N
2031.2 19 AFTPEGERLIGDAAKNQLT DRB1*0301 26.32 5/51 BIP (67-85) P11021 ER
1670.0 15 LSSVVVDPSIRHFDV DRB1*0301 49.47 16/51 Thyroglobulin (2098-2112) P01266 Co
20432 23 TGGASGLGLATAERLVGQGASAV DRB1*0301 28.11 4/51 3-Hydroxyacyl-CoA-dehydrogenase Q99714 C
type II (16-38)
1530.4 14 GTLIIRDVKESDQG DRB1*0301 48.42 34/51 Heparan sulfate proteoglycan P98160 EM
(462-475)
16269 14 KEYFAIDNSGRIIT DRB1%0301 35.79 10/51 Cadherin-5 (197-210) P33151 M
1684.0 15 GKEYFAIDNSGRIIT DRB1*0301 35.79 10/51 Cadherin-5 (196-210) P33151 M
1171.6 11 VLSPADKTNV DRB1*0301 15.79 (LB) 0/51 Hemoglobin a-chain (1-11) P69905 E
1504.9 13 RYSVDIPLDKTVV DRB1*0301 21.05 (LB) 6/51 60S Ribosomal protein L27 P61353 C
11757 10 FLENVIRDAV NA 0/51 Histone H4 (61-70) P62805 N

(Table continues)
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Table II.  (Continued)
Size” PPPPPPPPP’ Allele % Affinity
M, (Da)* (aa) 123456789 Assignedd Index® Promiscuilyf Source Protein® 1d No.! L
14428 14 SRAGLELGAEPETT NA 0/51  Nidogen-2 (NID-2) (1167-1180) Q14112 EM
17339 15 GELEKEEAQPIVTKY NA 0/51  Hypothetical protein (490-504) Q8N3B3
1397.7 12 RFDSDVGEFRAV NA 0/51 HLA-II, DR, DP DQ B-chain PO1911 M
(68-79)
1257.6 11 FDSDVGEYRAV NA 0/51  HLA-IL, DRB3-1 B-chain (69-79) P79483 M
1807.0 18 IYTRNTKGGDAPAAGEDA NA 6/51  Ribosomal protein S25 (108-125) P62851 C
17144 16 AVPSPPPASPRSQYNF NA 0/51 Serine protease (134-149) 043464 C
20134 19 AVPSPPPASPRSQYNFIAD NA 0/51 Serine protease (134-152) 043464 C
1311.6 12 ASVSTVLPSKYR NA 4/51 Hemoglobin a-chain (130-141) P69905 E
17358 14 SWYDNEFGYSNRVV NA 0/51  GAPDH (312-325) P04406 C
16319 16 SWNSGALTSGVHTFPA NA 0/51  1Ig y-1 chain C (40-55) P08157 E
1637.6 18 AKVAVLGASGGIGQPLSL NA 0/51  Malate dehydrogenase (25-42) P40926 mit
21673 19 LLTEAPLNPKANREKMTQI NA 3/51 Actin (106-124) P63261 C
1296.7 10 DRVYIHPFHL NA 0/51 Angiotensin a (34-43) ANHU E
15438 13 DTNADKQLSFEEF NA 0/51 Calgranulin B (67-79) P06702 C
10046 9 IKEESKTAV NA 0/51  CENP-F kinetochore protein P49454 N
(2346-2354)
Sample: TB471 (DRB1#0301, DRB3*0101/DRB1*0801)
3274.66 31 VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRL DRB1*0301 48.42 3/51 Hemoglobin B-chain (1-31) P02023 E
3387.83 32 VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL DRB1#0301 48.42 3/51 Hemoglobin B-chain (1-32) P02023 E
1308.63 10 LVVYPWTQRF DRB1*0301 36.84 12/51 Hemoglobin B-chain (32-41) P02042 E
1956.92 18 QVTQPTVGMNFKTPRGPV DRB1*#0301 40 18/51  40S ribosomal protein S17 P08708 C
(107-134)
1470.73 12 YYKVDENGKISR DRB1*#0301 31.58 8/51  40S ribosomal protein 27 (29-40) P62979 C
1905.95 16 AHLLILRDTKTYMLAF DRB1*#0301 66.32 26/51 a-1 acid glycoprotein (117-132) P02763 E
1758.92 15 AHLLILRDTKTYMLA DRB1*#0301 66.32 26/51 -1 acid glycoprotein (117-131) P02763 E
13746 13 KAVLTIDEKGTEA DRB1#0301 51.58 5/51  a-l-antitrypsin (359-371) P01009 E
1501.8 15 KAVLTIDEKGTEAAG DRB1*0301 51.58 5/51 a-1-antitrypsin (359-373) PO1009 E
1737.6 17 VHKAVLTIDEKGTEAAG DRB1*0301 51.58 5/51 a-1-antitrypsin (357-373) P01009 E
1774.09 15 KVKKIYLDEKRLLAG DRB1*#0301 48 12/51 SPARC:-like protein 1 (556-570) Q14515 E
1683.87 15 GKEYFAIDNSGRIIT DRB1*#0301 35.79 11/51 VE-cadherin (196-210) P33151 M
1915.05 18 DPSPSPVLGYKIVYKPVG DRB1*0301 42.11 23/51 Collagen a-1 type XII (2137-2154) Q5VYK1 EM
1765.8 15 EGLTFQMKKNAEELK DRB1#0801 65.1 17/51  Apolipoprotein A-IV (239-253) P06727 E
1636.78 14 GLTFOMKKNAEELK DRB1*0801 65.1 17/51 Apolipoprotein A-IV (240-253) P06727 E
1395.6 12 GLTFQMKKNAEE DRB1*0801 65.1 17/51  Apolipoprotein A-IV (240-251) P06727 E
1893.97 17 AYVRLAPDYDALDVANK DRB1#0801 30.23 8/51 60S ribosomal protein L23a (136-152)  P62750 C
1609.8 14 SVPRYLPRPANPDE DRB1*#0801 38.37 751 Epithelial-cadherin (793-806) P12830 M
1970.94 18 QVDQFLGVPYAAPPLAER DRB1*0301 15,79 (LB) 0/51 Thyroglobulin (2224-2241) P01266 Co
1059.4 10 LSLQEPGSKT DRB1#0301 11,58 (LB) 2/51  Thyroglobulin (2756-2765) P01266 Co
1448.71 14 VVAGVANALAHKYH DRB1*0301 26,00 (LB) 9/51 Hemoglobin B-chain (133-146) 68871/P0204 E
1683.91 16 VLSPADKTNVKAAWGK DRB1*0301 15,79 (LB) 0/51  Hemoglobin a-chain (1-16) P01922 E
31969 31 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALER DRB1*#0301 15,79 (LB) 2/51 Hemoglobin a-chain (1-31) P01922 E
332744 32 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM  DRBI1#0301 15,79 (LB) Hemoglobin a-chain (1-32) P01922 E
33448 32 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERm  DRBI1#0301 15,79 (LB) 2/51  Hemoglobin a-chain (1-32) P01922 E
3473.61 33 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMF DRBI1*0301 15,79 (LB) 2/51 Hemoglobin a-chain (1-33) P01922 E
2582.24 24 VGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK DRB1#0301 28,42 (LB) 6/51  Hemoglobin a-chain (17-40) P01922 E
1324.49 12 LITPAVVSERLK DRB1*0301 21,79 (LB) 0/51 408 ribosomal protein S25 (67-78) P62851 C
192595 18 GRMHAPGKGLSQSALPYR DRB1*¥0301 24,21 (LB) 0/51 408 ribosomal protein S13 (1-18) P62277 C
1709.88 16 TGAAPIIDVVRSGYYK DRB1*#0301 12,32 (LB) 0/51 60S ribosomal protein L27« (94-109) P46776 C
1688.6 16 ASGNYATVISHNPETK DRB1*0301 14,74 (LB) 0/51 60S ribosomal protein L8 (128-143) P62917 C
1457.6 15 AGNLGGGVVTIERSK DRB1#0301 21,05 (LB) 0/51  60S ribosomal protein L22 (52-66) P35268 C
2094.02 18 SYELPDGQVITIGNERFR DRB1#0301 17,89 (LB) 2/51  Actin (e, B, y) (239-256) P60709 C
11614 11 EITALAPSTMK DRB1*0301 17,58 (LB) 0/51  Actin (a, B, y) (316-326) P60709 C
1886.93 17 GTQGKIVDLVKELDRDT DRB1*#0301 13,68 (LB) 0/51 a-1 antitrypsin (188-204) P01009 E
18299 16 TQGKIVDLVKELDRDT DRB1*#0301 13,68 (LB) 0/51 a-1 antitrypsin (189-204) PO1009 E
1613.86 14 TQGKIVDLVKELDR DRB1*0301 13,68 (LB) 0/51 o1 antitrypsin (189-202) PO1009 E
2953.23 33 SGNFGGSRNMGGPYGGGNYGPGGSGGSGGYGGR DRB1%0301 14,74 (LB) 4/51  hnRNP A2/B1 (318-350) P22626 N
1739.83 18 DGRGALONIIPASTGAAK DRB1*0301 24,21 (LB) 2/51 GAPDH (197-214) P04406 C
3095.54 29 AAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK DRB1*0801 28,42 (LB) 7/51  Hemoglobin a-chain (12-40) P01922 E
2690.51 23 AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQK NA 0/51 MHC-II (78-100) P13760 M
275538 24 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK NA 6/51 Hemoglobin a-chain (33-56) P01922 E
3262.68 29 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK NA 6/51 Hemoglobin a-chain (33-61) P01922 E
3134.58 28 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGK NA 6/51 Hemoglobin a-chain (33-60) P01922 E
1833.69 16 TYFPHFDLSHGSAQVK NA 0/51  Hemoglobin a-chain (41-56) P01922 E
2341.18 21 TYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK NA 0/51  Hemoglobin a-chain (41-61) P01922 E
2996.49 29 VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK NA 3/51 Hemoglobin a-chain (62-90) P01922 E
3427.86 32 AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR NA 3/51 Hemoglobin a-chain (110-141) P01922 E
2792.50 27 AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVL NA 3/51 Hemoglobin a-chain (110-136) P01922 E
1699.97 15 KFLASVSTVLTSKYR NA 4/51 Hemoglobin a-chain (127-141) P01922 E
2846.44 24 AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKR NA 0/51 HLA-II, DRB1-4 B-chain P13760 M
(78-101)
274439 26 KTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERM NA 2/51  Hemoglobin a-chain (7-32) P01922 E
2174.04 21 AAWGKVGAHAGEYGAEALERM NA 2/51  Hemoglobin a-chain (12-32) P01922 E
1998.98 20 PAAPAAAPPAEKAPVKKKAR NA 0/51  Histone H1.4 (histone HIb) (5-24) P10412 N
2044 21 SETAPAAPAAAPPAEKAPVKK NA 0/51 Histone H1.2 (1-21) P16403 N
2171.8 22 SETAPAAPAAAPPAEKAPVKKK NA 0/51 Histone H1.2 (1-22) P16403 N
1331.73 15 GAPAAATAPAPTAHK NA 0/51 Histone HI (129-143) Q92522 N
1511.66 12 AKFEELNMDLFR NA 0/51  BIP protein (325-336) P11021 ER
12744 12 IGSSODDGLINR NA 0/51 Thyroglobulin (2508-2519) P01266 Co
1220.52 11 SRTSGLLSSWK NA 0/51 Thyroglobulin (1080-1090) P01266 Co
1880.78 17 AKAVKQFEESQGRTSSK NA 0/51 Thyroglobulin (2520-2536) P01266 Co
1477.69 13 AKAVKQFEESQGR NA 0/51 Thyroglobulin (2520-2532) P0O1266 Co
952.4 8 VHLTPEEK NA 0/51 Hemoglobin B-chain (1-8) P02023 E
2139.11 20 FESFGDLSTPDAVMGNPKVK NA 1/51  Hemoglobin B-chain (42-61) P68871 E
1910.88 18 FESFGDLSTPDAVMGNPK NA 1/51 Hemoglobin B-chain (42-59) P68871 E
15282 15 VGAHAGEYGAEALER NA 0/51 Hemoglobin a-chain (17-31) P01922 E
12146 11 TVDGPSGKLWR NA 0/51 GAPDH (186-196) P04406 C
10875 9 LRVDPVNFK NA 4/51  Hemoglobin a-chain (91-99) P01922 E

(Table continues)
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Table II. (Continued)
Size” PPPPPPPPPC Allele % Affinity
M, (Da)" (aa) 123456789 Assigned“ Index* Promiscuily/ Source Protein® 1d No." L
1059.51 8 IPDWFLNR NA 0/51 40S ribosomal protein S18 (79-86) P62269 C
1699.85 13 TGKNKWFFQKLRF NA 0/51 60S ribosomal protein L27 (123-135) P61353 C

“ Molecular weight.
® Length in amino acid number.

¢ DR motif core P1-P9, sequences aligned according to their anchor position P1 when known, anchor positions in bold.

4 HLA allele to which each sequence was assigned.

¢ ProPred % affinity index: LB, low binder, peptides with low binding capacity or without a correct P1 residue. NA, not assigned. ND, not done.
/Ratio between the number of alleles to which peptides are good binders and the total number of HLA molecules analyzed. We considered good binders peptides with correct

P

—_

# The source protein with position of each peptide in parentheses.
" Database sequence identification number.

residue for the corresponding allele and with a theoretical affinity score over 25%.

’ Subcellular location of the source protein: EM, extracellular matrix; E, exogenous; C, cytoplasmic; Co, colloid; Cv, cytoplasmic vesicula; M, plasma membrane; N, nucleus;

ER, endoplasmic reticulum; mit, mitochondria.

All peptides were autologous, as expected from the starting ma-
terial, thus confirming the absence of contamination from other
sources. Peptide size ranged between 9 and 33 aa length, most of
them (76.6%) 12-22 aa, the standard class I size range (Fig. la).
The mean molecular mass was 1837.6 Da (952.4-3473.6 Da). Fig.
1b shows the cellular distribution of the DR-associated peptides in
two groups: peptides expected to be generated by degradation in
the endocytic pathway (E) or in the cytosol (C). The size distri-
bution (Fig. 1a) of endocytic peptides was within the standard,
although it included some small (9—12 aa) and very large (23-33
aa) peptides, whereas the size of “cytosolic” peptides was more
heterogeneously distributed.

Endocytic peptides were the most abundant, but 46 (30%)
peptides were derived from proteins potentially degraded in the
cytosol, including nuclear proteins. Of 150 DR ligands identi-
fied, 103 were “endocytic”, of which 10 were derived from
colloid components. One sequence from TB448, one from
TB449, and six different ones from TB471 belonged to the ma-
jor component of the colloid, thyroglobulin, a thyroid-specific
protein known as a target autoantigen in autoimmune thyroid
diseases. As a confirmation of these sequences, all seven pep-
tides were synthesized and their MS spectra compared with
those obtained from the thyroid samples (see Fig. 2). Albumin
peptides were also found: albumin is ubiquitous but is also the
most abundant protein in the thyroid colloid after the thyro-
globulin (21). Of the remaining endocytic peptides, 14 derived

a Peplide size distribution

25

FIGURE 1. Location and size analysis of peptides
sequenced from thyroid samples TB448, TB449, and
TBA471. a, Peptide size distribution of TB448 and
TB449 peptides: all peptides (hatched bars) and pep-
tides putatively generated in the endocytic pathway
(filled bars) or in the cytosolic pathway (open bars). b,
Top, cellular distribution of the peptides’ source pro-
teins: E proteins from the endocytic pathway (filled
bars) and C, from the cytosolic pathway (open bars);
bottom, each group on the top was analyzed according
to their intracellular localization: filled bars, E peptides;
open bars, C peptides; E, exogenous; Co, colloid; EM,
extracellular matrix; M, cellular membrane; Cv, vesi- 15
cles; C, cytosol; ER/mit, endoplasmic reticulum or mi- 10
tochondria; N, nucleus. 5

L

""......nuHHHH h, ol #™

1;. --I“II““-.IMI wssl al.

from extracellular matrix proteins, 18 from membrane proteins,
and 46 from soluble serum proteins. Many of these peptides
derived from hemoglobin, known also to be abundant in the
colloid in hyperplasic thyroids. Additionally, there were two
peptides from vesicular resident proteins, both derived from
cathepsins, very abundant proteases in the TFC endocytic ves-
icles. Peptides putatively generated by degradation in the cy-
tosol were: 10 nuclear, 2 from the endoplasmic reticulum, 1
from mitochondria, and 33 cytosolic peptides. Only one se-
quence was not identified in the database.

Analyzing the peptides sequenced from TB448, TB449, and
TB471 eluates, the patterns were very similar (Table II). Mem-
brane peptides derived mostly from HLA-II proteins, 2 in TB448,
9 of 12 in TB449, and 2 of 4 in TB471. Endocytic peptides derived
from cathepsins, extracellular matrix proteins like heparan sulfate
proteoglycan, nidogen-2, multimerin, or collagen; from serum pro-
teins C3 or apolipoprotein B; from albumin, angiotensin, or a-2-
macroglobulin; or from the C chain of Igy-1. A large number of
hemoglobin peptides were identified from TB471. In all samples,
colloid peptides from albumin and thyroglobulin were sequenced.
A large number of cytosolic peptides belonging to a heterogeneous
set of proteins were also identified. Peptides derived from
GAPDH, NHERF (Na*/H" exchanger regulatory factor), a serine
protease, several ribosomal proteins, the enzyme creatine kinase,
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type II, calgranulin B,
NipSnap4, actin, the actin-binding protein cofilin-1 and «-actinin,

b Cellular distribution of peptides
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FIGURE 2. Fragmentation spectra comparison of five natural and synthetic thyroglobulin peptides. Spectra corresponding to (@) natural peptides and (b)
synthetic peptides. All spectra were obtained by mass spectrometry with an ion trap coupled to a nanoelectrospray source (nESI-ITMS/MS).
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Table III.  Sequences identified from small GD thyroid samples®
Size PPPPPPPPP Allele % Affinity

Sample Phenotype M, (Da) (aa) 123456789 Assigned Index Promiscuity Source Protein Id No. L.
TB270 DRBI1#0701 1601.8 15 APSNLRFLATTPNSTL DRBI1#0701 57.76 31/51 Fibronectin (1905-1919) P02751 EM
(3.31g) 1815.8 15 LGEYKFQNALLVRYT DRB1#0701 39.66 17/51 Serum albumin (422-436) P02768 Co
19258 16 QLGEYXKFQNALLVRYT DRB1#0701 39.66 17/51 Serum albumin (421-436) P02768 Co
2053.6 17 OQLGEYKFQNALLYVRYTZK DRBI*701 39.66 17/51 Serum albumin (421-437) P02768 Co
TB269 DRBI*1101 1569.9 15 TPTLVEVSRNLGE KVG DRB3 ND 0/51 Serum albumin (444-458) P02768 Co
(2g) DRBI1*1104 1656.9 16 STPTLVEVSRNLGZ KYVG DRB3 ND 0/51 Serum albumin (443-458) P02768 Co
DRB3#0202 1656.9 16 TPTLVEVSRNLGEKVGS DRB3 ND 0/51 Serum albumin (444-459) P02768 Co
TB237 DRBI#1501 1629.8 15 DVGVYRAVTOQGRPD DRB5*0101 68.37 7/51 DQB1*#0602 B-chain (75-89) P03992 M

(1,1g)
TB190 DRBI*1101 1569.9 15 TPTLVEVSRNLGE KVG DRB3 ND 0/51 Serum albumin (444-458) P02768 Co
(1g) DRBI#1104 1656.9 16 STPTLVEVSRNLGEKVG DRB3 ND 0/51 Serum albumin (443-458) P02768 Co
DRB3#0202 1656.9 16 TPTLVEVSRNLGEKVGS DRB3 ND 0/51 Serum albumin (444-459) P02768 Co
17559 17 VSTPTLVEVSRNLGEKVG DRB3 ND 0/51 Serum albumin (442-458) P02768 Co

“ Table heading as in Table II.

an RE resident chaperone, BIP (HSP79), a mitochondrial enzyme
(malate dehydrogenase), and nuclear proteins such as histones, the
small nuclear ribonucleoprotein G, or the kinetochore protein
CENP-F.

Thyroglobulin peptides Tg726-743 and Tg?*?%2''? were se-
quenced from TB448 and TB449 samples, and Tg'0%0~19%
Tg2224_224], ngSOS_ZSIg, Tg2520_2532, Tg2520_2536, and Tg2756—2765
from TB471. Sequencing of Tg peptide was done manually
because it contained a disulfide bridge between the 2 N-terminal
Cys, making the fragments containing the disulfide bridge 2 mass
units lower than the ones found in the databases.

Despite all three donors being heterozygous for HLA-DR, many
peptides could be theoretically assigned to one of the alleles ex-
pressed by the donor. Interestingly, although two of the donors
shared the DR2 haplotype, the two Tg peptides from their reper-
toire were apparently associated to different DR alleles: Tg’2¢~74?
to DR51 of the DR2 haplotype, and Tg?°**=2!'2 to DR17 of the
DR3 haplotype. Additionally, only one of the six Tg peptides from
TB471 did show any theoretical binding capacity: Tg****~2**! to
DR3. None of these peptides was identical with the DR3-associ-
ated Tg peptide from TB448. The HLA binding assignments were
based on the ProPred software analysis (www.imtech.res.in/
raghava/propred/) (10), which contains a database of the allele-
binding matrixes for 51 HLA-DR alleles and calculates theoretical
affinities for each peptide to each of the alleles. To allow compar-
ison between the different alleles, the theoretical affinity score was
calculated as the percentage of the affinity index for each peptide-
allele combination, in relation to the maximum theoretical affinity
index for each allele. On the basis of this analysis, we considered
potential “good binders” those peptides that had the correct P1
residue for the corresponding allele and showed a theoretical af-
finity score of >25%. Most of the peptides that could be assigned
to any alleles showed good binder affinity scores, although 16 of
them did not reach the minimum affinity score (marked as low
binders (LB) in Table II). When one allele was not included in the
ProPred database (such as DRB1*#0407, DRB3, and DRB4 alleles)
but the binding motif was available (http://www.syfpeithi.de/), we
simply assigned the peptide on the basis of the presence of the
correct P1 residue and at least one of the other anchor residues
(15). However, in those cases we could not calculate a theoretical
binding score. As a whole, 104 (37%) sequences could be assigned
to any one allele, with some giving a relatively high affinity score
and some considered “low binders”. These assignations are only
theoretical and need to be confirmed by binding data.

Another observation was the large number of potentially pro-
miscuous peptides that were identified. Again using the ProPred
software, we ran all the sequences against all the 51 alleles of the

726743

database. The promiscuity ratio (Table II) for each peptide indi-
cates how many of the 51 alleles analyzed could potentially bind
the peptide (i.e., with an affinity score of >25%). Some peptides
showed that in addition to the canonical allele expressed by the
donor tissue, these peptides could theoretically bind more than two
other alleles (Table II). An interesting feature of TB471 was the
number of long peptides (i.e., 23-33 aa). This can be related to the
second DR allele expressed by this donor, HLA-DRS8
(DRB1#0801). A number of long epitopes have been described as
ligands or epitopes associated to HLA-DRS, but no binding motif
has been defined so far (http://www.syfpeithi.de). This may ac-
count for the difficulty to assign many TB471 peptides to any
allele.

Therefore, the DR molecules expressed in GD thyroid glands
bind to autologous peptides mostly of the standard size that are
recruited from proteins abundant in the colloid and other tissue
compartments, including internal cell proteins. Within this reper-
toire, tissue-specific proteins such as thyroglobulin can also gen-
erate peptides capable of associating to HLA-DR.

Once we had established that the HLA-DR peptide repertoire
could be analyzed from whole tissue samples, we tried to apply
the method to smaller samples from frozen blocks of thyroid
tissue from our tissue collection to see whether we could con-
firm the patterns obtained in the previous samples. We selected
four thyroid samples of different weights: TB270 (3.3 g),
TB269 (2 g), TB237 (1.1 g), and TB190 (1 g), all expressing
high HLA-DR levels. Despite the small sample size, 12 pep-
tides could be sequenced by nESI (Table III). Four exogenous
peptides were obtained from TB270, three from serum albumin,
and one from the extracellular matrix protein fibronectin. The
three albumin peptides formed a nested set, varying in one res-
idue at the N- or C-terminal ends. Two nested albumin peptide
sets of identical core sequence were identified from the DR-
identical thyroid samples TB269 and TB190. These sequences
were different from those found in TB270, of different HLA
type. One sequence from the B-chain of the DQB1*0602 mol-
ecule was identified from the DQB1*0602" TB237 sample
(DR15 homozygous). This same peptide was obtained from
DR15-positive sample TB448 but not from TB449, also DR15,
and it had been previously described as one of the major DR15-
and DRS51-associated peptides in studies of DR repertoires from
EBV-transformed cell lines (22). Thus, we demonstrated that
bona fide peptides could be isolated from very small samples of
frozen tissue using our protocol. Nevertheless, the yield ob-
tained from these small samples was far too low.
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Peptide binding analysis

To verify the capacity of the thyroid DR-eluted thyroglobulin pep-
tides to bind DR molecules, binding assays were performed by
direct detection of HLA-DR-peptide complexes in a cell-free assay
using soluble DR15 and DR3 molecules. DR8 and DR51 soluble
molecules were not available for these assays. In addition to the
thyroglobulin peptides, we also tested four more thyroid peptides
that had been well assigned to one or other of the alleles involved,
that is, VE-cadherin 196-210, hemoglobin &-chain 31-41,
DQB1#0602 B-chain 75-89, and collagen al-chain (XV) 1243—
1257, assigned to DR3, DR15, DR51, and DR1S5, respectively. The
data confirmed the assignations to DR15 and DR3 of the above
peptides and demonstrated the positive binding of Tg?*?®~2!'2 to
DR3. Tg?***72%°_ considered a low binder to DR3, showed no
binding (Fig. 3).

Modeling of HLA-DR-Tg peptide interactions

In the absence of binding data for Tg”?°~7** to DR51, modeling
studies were performed for its binding to HLA-DR51 compared
with HLA-DR15. The calculations predicted a relatively higher
binding affinity (~10% higher) for the pair DR51/Tg’?¢~"** than
for DR15/Tg’?°743 with an average relative binding score
AZs, 5 of —25 kJ/mol (Tables IV and V). Although the compu-
tational method used is not meant to be quantitative, this result is
in remarkable agreement with the trend shown by the binding data
(Fig. 3).

The potential energy of DR/Tg interactions in the model
structure with the best binding score (Vg rg726 743 Table IV) is
more favorable (more negative) for the DR15/Tg’>*~7** complex
than for DR51/Tg’*°~743, The difference, which might appear sur-
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prising at first sight, is mainly associated with the interaction be-
tween Tg’?°~7? and the DR a-chain. A close examination of the
environment of the five Tg’?°~7*? residues expected to anchor the
peptide to the P1-P5 DR pockets (Table V and Fig. 4) shows that
Tg’2¢~7%3 establishes more interactions in the binding groove of
DRI1S5 than in that of DRS51. In particular, as a consequence of the
reduced size of P5 in DR51, Arg’“® does not enter into this pocket

Table IV. Summary of modeling results

DRSI/Tg’26-743  DRIS/Tg™5 ™ A4, "
min(W)* (kJ/mol) —300 —278 —22
min(AG,,,,)” (kJ/mol) —297 —268 —29
AG* (kJ/mol) —282 —261 —21
Z° (kJ/mol) —293 —269 —24
Virarrer26-743 (kJ/mol) —392 —456 64
VbrE/Te726 _743 (kJ/mol) —405 —410 5
Structural families® 388 140 248

“ Lowest work value obtained within the 1000 simulations (corresponds to model
structure in Fig. 4).

” Lowest free-energy value associated to a structural cluster. In both cases (DR51/
Tg’207743 and DR15/Tg’?°~743), the model structure with the lowest W is a member
of the cluster with the lowest AG,.

¢ Free energy calculated over the entire set of 1000 work values.

4 Average of the previous three quantities: average binding score.

¢ Interaction potential energy between chain DRA and Tg’?°~7% in the model
structure with the lowest W (from the ensemble of 1000 model structures generated
for each of the two complexes; see Fig. 4).

/Interaction potential energy between chain DRB and Tg
structure with the lowest W.

& Number of structural families obtained by clustering of the 1000 model com-
plexes based on the structure of the Tg’**~7*? buried side chains (Leu’*?, Glu”%,
Ala”?7, Phe’3®, and Arg74°)A

" Difference between the first two columns.

726743 in the model
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Table V. DR/Tg’*%~7*3 side-chain contacts® in model structures with
lowest W?

Tg’?°~743  DRS5I-DRA1  DRI5-DRA1  DR51-DRB5  DRI15-DRBI
Leu’? Phe*’ Phe*’ His''?
Phe’ Phe’’ Asn'!! Asn'!!
Trp®® Trp®® Vall14 Val'14
Ala”? Ala”’ Val'ls
Phe’® Phe’® Phe''® Phe''®
Glu"» GIn®* GIn®* Tyr*? Arg*?
Phe’® Phe>®
GIn”
Arg!®
Ala103 Ala103
Tyr'7 Tyr'?
Ala™7 Glu*® Glu*® Asp*
Asn®’ Asn®’ Tyr*? Arg*?
Val® Val® Tyr*?
Asp?! Asp®!
Asn®*
Phe’38 Tyr*®
Phe’®
Trp® Trp®
Phe”® Tle”®
GIn®*®
Arg!®°
Arg7® Asn® Trp*®
Met Ser®
Arg!! Arg!®! Val®
Pro®®
Asp®® Asp®
Tyr®
Trp”

“Two side chains are considered in contact when their distance is <6 A.
> See Table IV.

but stays on the surface. In fact, His®* of EBVP also stays out of
PS5 in the crystallographic structure 1H15 (PDB code). If the en-
ergetics of the interaction between Tg’*°~7** and the DR mole-
cules favor complexation with DR15, why do the binding scores
indicate the opposite binding preferences? The answer must be
found in the entropy. Table IV shows that the structural variability
of these five residues among the model complex structures gener-
ated, as reflected by the number of structural families obtained, is
larger for DR51/Tg"*¢~7*3 than for DR15/Tg’*¢~"*. Binding is
the result of a fine balance between enthalpy and entropy. Optimal
complementarity between protein and peptide may lead, despite a
favorable enthalpy component, to poor binding due to a large (non-
favorable) entropy loss. A good binder is one that maximizes bind-
ing enthalpy (interactions) while minimizing the unavoidable en-
tropy loss upon binding. These considerations seem especially
relevant for DR molecules that, because of the nature of their func-
tion, must escape highly specific interactions.

Discussion

The results of this study provide a first glance to the repertoire of
peptides associated with HLA-DR molecules in thyroid glands of
patients with autoimmune thyroid disease. To our knowledge, this
is the first such analysis from human autoimmune tissue. The iden-
tified sequences constitute only a fraction of the total pool of
peptides associated with the different DR alleles. They are cer-
tainly the most abundant peptides within our system’s capabil-
ity, and therefore peptides poorly represented in the tissue or
those with low efficiency of ionization will not have been de-
tected. Despite the limitations, we were able to identify seven
different peptides belonging to one of the major autoantigens of
thyroid autoimmune disease, thyroglobulin.
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FIGURE 4. Model structure of Tg’?°~7** peptide binding to DR15 and
DR51. Graphical representation of the model structure with best binding
score (min(W) in Table I) for DR51/Tg”>>~"** (a) and for DR15/Tg’>>~"43
(b). Peptide color code (stick representation): yellow (C), red (O), blue (N),
green (S), white (H). Color code for DR51 and DR15 (space-filling rep-
resentation): cyan (C), red (O), blue (N), white (H).

Most studies characterizing HLA-II-associated peptides have
been conducted using immortalized lymphoid cell lines. When an-
alyzing peptides from cell lines in culture, not only is the cell
content different from the original tissue, but also the extracellular
context is artificial and does not mimic the environment surround-
ing the cells in vivo. However, the use of human tissue is difficult
due to low availability, low HLA-II expression, and heterozygosity
of most samples. In the first study of HLA-II peptides from human
tissue, 17 HLA-DR ligands where identified from a rheumatoid
arthritis patient’s spleen sample (12). Oshitani et al. reported 55
HLA-DR peptides from human intestine samples of 4 controls and
18 patients affected by inflammatory bowel disease (13). More
recently, 78 peptides have been reported from a pool of 16 bron-
choalveolar lavage samples from patients with sarcoidosis, being
the first such study in human autoimmunity, although the nature of
the samples was very different (23). Using a different approach, a
recent study has shown that most peptides bound to MHC-II from
mouse insulinoma cells derive from proteins normally expressed in
B cells from normal islets and that some of them are recognized by
CD4™ T cells from NOD mice (24). In the present report, 162
peptides have been obtained from seven Graves’ disease-affected
thyroid tissue samples. We were able to sequence peptides from as
little as 1 g of human thyroid tissue, despite the low expression of
HLA class II in the thyroid and the heterogeneity of this
expression.
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Our data do not allow discrimination of whether these pep-
tides were associated to DR molecules expressed by TFC, by B
cells, dendritic cells, or macrophages, all present in the thyroid
gland. In fact, B cells are abundant in GD thyroid infiltrates,
where they form autoantigen-specific germinal centers (6, 25).
We have indeed identified one Ig peptide that could have been
generated from an internalized BCR. However, there is not
much tissue destruction in GD thyroids; on the contrary, TFCs
are hyperfunctional by their interaction with agonistic anti-
TSH-R Abs and therefore produce thyroid hormones, requiring
continuous endocytosis of thyroglobulin and other colloid com-
ponents by the TFCs. In this context, we can hypothesize that
by being most accessible to thyroid follicular cells, the thyro-
globulin peptides were associated to TFC-expressed DR mole-
cules. Peptide identification from a single cell population in the
tissue is at the moment very difficult because the amount of
material that can be obtained using the best separation tech-
niques is still very small, and thus it is hard to be sure which
APCs would be presenting most peptides identified. Another
limitation of human tissue, sample HLA heterozygosity, was
mostly overcome because most sequences could be statistically
assigned to one or the other DR allele expressed by each sam-
ple. The large available database of peptides specific to most
HLA-DR alleles facilitated the search. The only limiting alleles
were DR407 (DRB1*0407) and DRS, expressed by TB448 and
TB471, respectively, for which there are still no well-defined
peptide binding motives.

One common protein that generated peptides was albumin, an
ubiquitous protein that, after the thyroglobulin, is the most
abundant in the thyroid gland and, like the thyroglobulin, is
present in the colloid. Another protein from which many pep-
tides were derived was hemoglobin, also found in the colloid in
hyperplasic thyroid tissue (21). Many exogenous peptides se-
quenced belonged to proteins of the extracellular matrix. Au-
toantibodies reacting with extracellular matrix proteins have
been extensively studied in various autoimmune diseases af-
fecting connective tissue. Both T cells and Abs specific for
matrix proteins including collagen, laminin, and fibronectin
have been detected in patients with Graves’-associated ophthal-
mopathy (26), diagnosed to patient TB449. Extracellular matrix
proteins and proteinases involved in their degradation are re-
lated to thyroid function, and many are dependent of thyroid
hormone production (27-29). Therefore, the chronic stimula-
tion of thyroid hormone production characteristic of Graves’
disease may well be related to the presence of extracellular
matrix peptides associated with HLA-DR in the thyroid.
Equally, the activation of thyroid hormone production requires
active endocytosis of the colloid content by thyroid follicular
cells, leading to a higher availability of Tg and even albumin
peptides to bind to DR molecules expressed by the TFCs.

The most interesting peptides isolated from the Graves’ thy-
roid glands were the Tg peptides, Tg’>°~’** from TB448 and
Tg?%%8 2112 from TB449, that preferentially associated to DR51
and DR3, respectively, and five other from TB471, one of
which (Tg?*?*722%%) appeared to be a DR3 low binder, but could
not be confirmed by binding. Thyroglobulin, one of the main au-
toantigens in autoimmune thyroiditis, constitutes 75-80% of the
total protein contents of the colloid (21). Although thyroglobulin is
highly expressed in the thymus during maturation (30), and there-
fore a high degree of tolerance to this molecule is expected in the
periphery, the identification of thyroglobulin peptides as natural
ligands in the repertoire indicates that these DR-peptide complexes
must be relatively abundant in the affected thyroids. This putative
high ligand density in the inflamed tissue may be a reason for
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otherwise ignorant T cells to become stimulated. The analysis of T
cell responses to these peptides both from in situ and peripheral T
cells will be a next step to define which functional population of
T cells may respond. Much evidence has demonstrated the role of
Tg in the etiology of AITD: anti-Tg Abs are detected in almost all
patients with AITD, and experimental autoimmune thyroiditis
(EAT) can be induced in susceptible animals by both mouse and
human Tg immunization (31). EAT can also be induced by direct
immunization with thyroiditogenic peptides, including some hu-
man Tg peptides (32, 33). Although the pathological relevance of
the Tg peptides that we have identified is not known, data from
another group have demonstrated the pathogenicity of Tg?**%—2!12
in a DR3 transgenic model of Tg-induced EAT (34). A computer-
based predicted set of 39 synthetic DR3-binding Tg peptides was
screened against T cells from EAT' DR3-transgenic mice, and
only 4 could stimulate T cell responses. Interestingly, only one of
those, peptide LSSVVVDPSIRHFDV, identical with the DR3-as-
sociated Tg?*?®2''2 peptide from TB449, could induce the disease
both by direct peptide immunization and by adoptive transfer of
peptide-activated T cells. Our data therefore demonstrate that a
potentially pathogenic Tg peptide is indeed generated in vivo and
presented by DR3 molecules in human Graves’ disease.

Thus, we can now confirm what the authors suggested, that is,
that the peptide was likely a natural peptide generated in DR3
individuals (34), demonstrating that a computer algorithm can pre-
dict a peptide identical in size and sequence to a naturally pro-
cessed peptide. It remains to be clarified whether DR51-Tg”2¢~743
or any other DR-Tg complex expressed in human GD thyroids are
also potentially pathogenic or related to the regulation of the au-
toimmune response. Thyroglobulin is a very large autoantigen of
2749 aa that is extensively modified by iodination and other post-
translational events. lodinated Tg peptides are highly immuno-
genic and can trigger thyroid autoreactive T cells (35). lodine has
been proposed as capable of modifying the processing of Tg by
APCs, resulting in the generation of pathogenic epitopes (32). In-
deed, two of the TB471 peptides, Tg>** 2! and Tg?32° 232, are
contained in a sequence that has been shown to be a cryptic peptide
in mouse experimental thyroiditis, being only generated when
mice are immunized with highly iodinated thyroglobulin (36).

When we compared our sequences with DR3- or DRS51-pre-
dicted Tg epitopes, we found both the DR3 peptide Tg?*8—2!12
and the DR51 peptide Tg’?°~74* were within the highest scored
peptides by ProPred (www.imtech.res.in/raghava/propred/),
RANKPEP (www.mifoundation.org/Tools/rankpep.html), or
SYFPEITHI (www.syfpeithi.de/) (only DR3) (data not shown).
Computer predictions gave us the assignation of these peptides to
their respective alleles, and computer modeling supported these
results.

Most other natural peptides identified also derived from
highly expressed and ubiquitous proteins. These are by and
large the proteins that one would expect to generate peptides
capable of associating to class II molecules in any tissue. Some
of these were analyzed for binding to their assigned alleles DR3
or DR15 and some demonstrated to be really high binders, such
as VE-cadherin 196-210 to DR3 and hemoglobin &-chain
31-41 or collagen a-chain 1243-1257 to DR15. One interesting
feature of many peptides identified was their theoretical “pro-
miscuity”, that is, their capability to bind to many different
HLA-DR alleles, which may be related to autoreactive TCR
degeneracy. In fact, DR association with thyroid diseases is not
very high, despite the preference for DR3 (37-40). The main
associated alleles are DR3 (DRB1*0301) and DRS
(DRB1#1101). Tg’?°~7* was presumably associated with
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DR51, a DR molecule expressed within the DR2 (DR15) hap-
lotype. Although this haplotype has not been associated with
AITD, it is not negatively associated and we have found 16%
DRI15"% Graves’ patients in a larger study (41). DR51 is the
dominant restriction element for myelin basic protein peptide
recognition by multiple sclerosis patients’ T cells (42) and it has
more stringent requirements for peptide binding than does
DR15 (22, 43). These requirements include a negatively
charged Arg or Lys residue at position P9 (£2), which was
confirmed in all but two peptides assigned to DR51. The mod-
eling studies suggest that Tg’>°~7** binds more strongly to
DRS51 than to DR15 as a consequence of the major flexibility of
the DR51/Tg”2%~7*3 interface (entropic effect), despite the more
favorable network of interactions between Tg’2°~’** and DR15.
The low binding of this peptide to DRI15 favors this
interpretation.

Our data thus demonstrate that tissue-specific peptides are as-
sociated in vivo to HLA-DR in GD-affected tissue and therefore
may well be involved in the autoimmune process by potentiating
the autoimmune responses, but also that the in situ HLA-DR-as-
sociated peptide pool mostly derive from abundant and ubiquitous
proteins common to other tissues. The relevance of all these pep-
tides may not only relate to their pathogenicity but also to their
capacity to regulate responses. Ex vivo studies can well be a first
step toward the clarification of the role of HLA class II molecules
expressed in autoimmune organs.
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Abstract The association of the major histocompatibility complex (MHC)

genes with autoimmune diseases together with the ectopic expres-
sion of class Il molecules by epithelial cells of the target tissue gives
to these molecules a central role in the pathogenesis of the
disease, in its regulation and in the persistence of the immune
response in situ.
HLA-DR molecules expressed by thyroid follicular cells in thyroid
autoimmune diseases are compact molecules stably associated
with peptides. The nature of these peptides is of vital importance
in the understanding of the disease, since these MHC-II-peptide
complexes are going to be recognized by both effector and regu-
latory T cells in situ. In this chapter, we review the current state of
the analysis of naturally processed peptides presented by MHC
class Il molecules in the context of autoimmunity and we discuss
our data of natural HLA-DR ligands eluted from Graves’ disease
affected thyroid glands, from where autoantigen-derived peptides
have been identified.

Key Words: Human, thyroid autoimmunity, peptides, antigen
presentation, MHC.  © 2008 Elsevier Inc.

LIST OF ABBREVIATIONS

T1D, type 1 diabetes; AITD, autoimmune thyroid diseases; GD, Graves’
disease; HT, Hashimoto’s thyroiditis; DCs, dendritic cells; Tg, thyroglob-
ulin; TPO, thyroid peroxidase; TSHR, thyroid stimulating hormone
receptor; TFC, thyroid follicular cells; MHC, major histocompatibility
complex; SNP, single nucleotide polymorphism; mTEC, medullary thy-
mic epithelial cells; AIRE, autoimmune regulator; MS, mass spectrometry;
B-LCL, B-lymphoblastoid cell line; APC, antigen-presenting cell; EAT,
experimental autoimmune thyroiditis

1. INTRODUCTION

1.1. Endocrine autoimmunity

Autoimmune endocrine diseases are mostly classical organ-specific
T-cell-mediated diseases of multifactorial etiology and a strong genetic
component. The autoimmune attack affects endocrine glands and is
directed to molecules expressed by cells of the target organs. Together
with type 1 diabetes (T1D), the most common autoimmune endocrine
disorders are the autoimmune thyroid diseases (AITD), including Graves’
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disease (GD) and Hashimoto’s thyroiditis (HT). The pathogenesis of these
diseases involves an effector (humoral or cellular) response dependent on
self-antigen-specific T cells, which results in the dysfunction of the target
organ (Roep, 2003; Weetman, 2004).

Because of the constant presence of the target autoantigens in the
affected tissue, the in situ immune response produces local chronic inflam-
mation leading in the long term to tissue destruction and loss of function,
causing the clinical symptoms of the disease. The tissues affected by these
chronic immune responses against self-antigens are infiltrated by cellular
components of the immune system, mainly T cells and macrophages, but
also by dendritic cells (DCs), B cells, and plasma cells. In many cases, this
infiltrate is anatomically and functionally organized as in secondary lym-
phoid organs, with the formation of T-cell areas as well as functional B-cell
follicles, constituting the so-called tertiary lymphoid tissue (Aloisi and
Pujol-Borrell, 2006; Armengol et al, 2001; Drayton et al, 2006;
Salomonsson et al., 2003; Serafini et al., 2004). This slowly sustained autoim-
mune response has allowed sometimes the identification of effectors,
although the diverse autoantigens, that is, the tissue-specific molecules
that are specifically recognized by these effectors, are often unknown.

Although T1D is by far the most important endocrine autoimmune
disease for its prevalence in public health, the most relevant studies of its
etiology have not been done in human autoimmune pancreas but in the
NOD mouse model due to the limited access to tissue samples. The
diverse forms of autoimmune thyroidopathies, together with Addison’s
disease, are the most common organ-specific human autoimmune disor-
ders. In contrast to TD1, the availability of human autoimmune thyroid
tissue samples allows its direct analysis, and makes the AITD very
interesting models for studying human autoimmunity.

1.2. Autoimmune thyroid disease as a model of tissue-restricted
autoimmune responses

Our studies have been directed at the AITD as models of endocrine
autoimmunity. Several reasons make thyroid autoimmunity a good
model to study human tissue-restricted autoimmune processes: diverse
forms of in situ immune responses ranging from organ hyperfunction due
to the effect of agonistic stimulating antibodies, to hypofunction due to
several causes including blocking antibodies and cytotoxic T cells; the
three main autoantigens in AITD, thyroglobulin (Tg), thyroid peroxidase
(TPO), and the thyroid stimulating hormone receptor (TSHR), are well
defined and biochemically and genetically characterized; both B and
T cells specific for these three antigens have been isolated from thyroid
infiltrates (Armengol et al., 2001; Dayan ef al., 1991; Londei et al., 1985;
Pichurin et al., 2004; Weetman et al., 1986); mouse experimental models for
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nearly all forms of AITD have been obtained (Kim-Saijo et al., 2003; Kong,
2007; Kotani et al., 1990; Nagayama, 2007; Nagayama et al., 2002; Shimojo
et al., 1996), including models using HLA-DR transgenic mice (Kong
et al., 2007); and finally thyroidectomy is relatively common therapy for
some AITD such as GD so a large amount of tissue can be available for
different studies from the strictly morphological to the clonal analysis of
relevant T or B cells and their receptors. Finally, the thyroid is the most
commonly affected organ in human autoimmunity. Therefore, even if the
treatments for AITD are effective, nonaggressive, and relatively inexpen-
sive, thyroid autoimmunity remains of public interest. Human GD is a
disease mediated by agonistic stimulating autoantibodies to the TSHR. The
affected tissue is characterized by a heterogeneous cellular infiltration con-
sisting of mostly T cells but also macrophages, DCs, B cells, and plasma cells,
and a local immune response to the above-mentioned thyroid autoantigens,
while maintaining the organ structure. The thyroid in GD is considered
a tertiary lymphoid tissue, with evident formation of T-cell zones and
germinal centers (Aloisi and Pujol-Borrell, 2006; Armengol et al., 2001).

Tissue resident DCs, macrophages, and B cells infiltrating the target
organ express class II HLA molecules (HLA-II) and can process and
present antigen to T cells. In a recent report, a constitutive role of islet
resident DC to capture beta cell antigens and present them to T cells in the
draining lymph node to maintain tolerance has been proposed for T1D
(Calderon et al., 2008). A parallel role for thyroid resident DCs, in close
contact with endocrine cells, could be proposed for maintaining the
tolerance to thyroid antigens and thus should be studied.

In addition, the main hormone secreting cells of the thyroid paren-
chyma, called thyroid follicular cells (TFC), are polarized epithelial cells
with a very important endocytic activity at their apical end. From there,
they endocytose Tg-rich colloid that is processed to generate thyroid
hormones and released by exocytosis to the capillaries in the basal pole
(Marino and McCluskey, 2000; Marino ef al., 2000). This high capacity of
endocytosis of extracellular material, together with their expression of
HLA-II induced by the chronic inflammation settled in the tissue, makes
TFC capable of presenting self-antigen to T cells (Hanafusa et al., 1983).

The importance of nonprofessional antigen presenting cell (APCs)
such as TFC in the context of the disease is unknown, but it is clear that
the autoimmune response is maintained and modulated through the
interaction between immune cells and cells of the target organ, with a
strong influence of the local microenvironment. In this regard, it has been
established that many TPO-specific T cells and most TPO-specific auto-
antibodies in human AITD develop in response to TPO presented by
intact TFC, rather than by TPO released by damaged TFC and presented
by resident DC (McLachlan and Rapoport, 2007). Data for other thyroid
autoantigen are not so clear.
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1.3. HLA class Il and AITD

Although the exact etiology of the autoimmune thyroid disease remains
unknown, there is solid evidence that genetic factors are a major influence
in the development of AITD, and it is widely accepted that susceptibility
genes, including major histocompatibility complex (MHC) and non-MHC
genes, in conjunction with environmental factors, such as diet iodine,
initiate an autoimmune response in the thyroid (Jacobson and Tomer,
2007a; Tomer and Davies, 2003). Recently several AITD susceptibility
genes have been identified including some polymorphisms of immuno-
regulatory genes such as CTLA-4 or CD40 (Jacobson and Tomer, 2007b),
and genes with tissue-restricted expression like Tg and the TSHR
(Jacobson and Tomer, 2007b). Although susceptibility to AITD is influ-
enced by all these genes, MHC genes are by far the most important
(Jacobson et al., 2008).

HLA-DR genes specifically play a major role in the etiology of GD.
Although statistically the association of AITD with HLA class II alleles is
less strong than that of other autoimmune diseases including T1D, most
studies agree in that GD is associated with HLA-DR3 (Jacobson et al.,
2008; Tomer and Davies, 2003). The frequency of DR3 in GD patients is
40-55% compared to 15-30% in the general population, giving a relative
risk for HLA-DR3 (HLA-DRB1*0301) positive individuals of 3 (Farid et al.,
1980; Mangklabruks et al., 1991), and it is generally agreed that HLA-DR3
is the primary susceptibility gene for GD (Zamani et al., 2000). This
concept has been confirmed by family studies (Heward et al., 1998) and
reinforced by the studies on DR3-transgenic mouse models of experimen-
tal thyroiditis (Kong et al., 1996). In addition, HLA-DQA1*0501 has also
been shown to be associated with GD in Caucasians (Barlow et al., 1996;
Marga et al., 2001; Yanagawa et al., 1993).

The exact mechanism of this association is not known, and there is a
relative large number of patients who are HLA-DR3 negative, suggesting
that HLA-DR is important, but one of many factors influencing the patho-
genesis of GD. In a recent series of studies, it has been postulated that the
presence of the amino acid Arg at position 74 (R74) of the HLA-DR chain
is the critical element for conferring susceptibility to GD, whereas other
amino acids at that position (Ala or Gln) are protective (Ban et al., 2004;
Simmonds et al., 2005). HLA-DR3 (DRB1*0301) is the only allele of the
HLA-DRBI locus that contains the R74 residue, with the exception of
some uncommon alleles such as HLA-DRB1*0116, *0422, *1107, *1476,
and *1525. Interestingly, a high number of alleles of the HLA-DRB3
gene, commonly associated with DR3 and other DR alleles, also have
Arg at position 74. Specifically, all alleles of DRB3*01 except *0107 are
positive for DRB-Arg74, in addition to DRB3*0204, *0219, *0222, and *0303
(sequence data from IMGT database, http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/
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imgt/hla/). Population studies of DRB haplotypes have shown that HLA-
DR3 (i.e., DRB1*03 alleles) is mostly associated with DRB3*0101 (83%)
versus only 16% of DRB3*0202 (Tang et al., 2002). Other DRB1 alleles that
associate with DRB3*0101 are DRB1*1401 (100%), DRB1*1301 (63%), and
DRB1*1201 (~50%). In contrast, 97% of the DR11 haplotypes present
association with DRB3*0202 and only 2% with DRB3*0101 (Tang et al.,
2000). HLA-DR3-negative GD patients can therefore express other DR
molecules with Arg at position 74 of the beta chain, suggesting that the
presence of R74 may indeed be a key element to confer susceptibility
to GD and at least explain in part the relatively weak association of GD
with the HLA-DR3 allele.

In addition, the existence of a synergistic effect of R74 together with
homozygosis for a single nucleotide polymorphism (SNP) in exon 33 of
the Tg gene suggests an interaction between these alleles in conferring
susceptibility to GD. A possible mechanism can be that the presence of
R74 would favor the direct interaction of pathogenic TSHR or Tg peptides
with the DR binding groove or their exposition to the TCR, allowing their
efficient recognition by specific T cells. Polymorphic changes on the Tg
gene could also facilitate the generation of pathogenic epitopes if they
induce sequence modifications that generate new processing sites (Hodge
et al., 2006).

1.4. Tolerance to thyroid antigens

Tolerance to self-antigens is established in the thymus (central tolerance)
and induced and maintained in the periphery (peripheral tolerance). The
deletion of T cells whose TCRs bind peptides derived from self-proteins
with high affinity is efficiently achieved by the involvement in thymic
selection of medullary thymic epithelial cells (mTECs) expressing the
autoimmune regulator (AIRE) (Anderson et al., 2005; Derbinski et al.,
2005). AIRE is a transcriptional mediator that plays an important role in
the promiscuous expression of tissue-specific autoantigens in the thymus
(Derbinski et al., 2001; Kyewski et al., 2002; Smith et al., 1997; Sospedra
et al., 1998).

To generate an appropriate level of tolerance to autoantigens, the
mTECs of the thymus transcribe a partial internal representation of the
genome, including genes codifying tissue-specific self-antigens, covering
essentially all organs. This permits the accessibility to developing T cells
of self-antigens with physically or temporally restricted expression
(Kyewski and Derbinski, 2004). This expression is complex and very
variable. Some antigens are expressed by all individuals, whereas others
are not homogeneously expressed. Expression varies with time, may be
restricted to some regions of the genes, and may generate a different array
of epitopes in the thymus if comparing with the cells expressing that same
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genes in the periphery (Bruno et al., 2002; Klein et al., 2000; Pugliese et al.,
1997).

It has been demonstrated that the genes encoding thyroid-specific
autoantigens (Tg, TPO, and TSHR) are expressed in human thymus
(Sospedra et al., 1998; Spitzweg, Joba and Heufelder, 1999). More specifi-
cally, the Tg gene is expressed by most mammalian thymi, but at least in
mouse, thymus Tg transcripts are truncated and maybe not all possible Tg
epitopes are accounted for (Li and Carayanniotis, 2005). Besides, com-
pared to Tg, the level of expression of TPO and TSHR transcripts is lower
and there are interindividual variations (Sospedra et al., 1998). Therefore,
at least theoretically, tolerance to Tg in the thymus should be achieved
more efficiently both by the elimination of high reactive T cells and by the
generation of peptide-specific regulatory T cells. Indeed higher levels of
antigen in thymic medullary epithelium were observed in transgenic mice
carrying hen egg lglsozyme antigen controlled by the Tg promoter, com-
pared to the H-2K” promoter (Liston et al., 2004). The trigger of immune
responses to Tg, TPO, or TSHR in AITD should then be different or
require different thresholds if affected by the level of expression of these
three genes in the thymus. Thus, the genetic component of AITD should
include the differential expression of the specific autoantigens’ in the
thymus, in addition to the effect of MHC and other genes. These varia-
tions could presumably be controlled by polymorphisms on the genes’
promoter regions, as for the insulin gene in T1D. So if the role of MHC
molecules in AITD is the efficient presentation of self-antigens to effector
or regulatory cells in the thyroid, at the same time as presenting peptides
in the thymus to establish central tolerance, a modulation of this role in
periphery by the degree of thymus expression of each of the autoantigens
can be expected.

1.5. The role of antigenic peptides in the autoimmune
responses in situ

MHC class I and II molecules are expressed at the cell surface of antigen-
presenting cells, associated by default with peptides derived from self-
molecules that, in case of infection, will be displaced by peptides from the
pathogen’s antigens. Class II MHC (human HLA-II) molecules are trans-
membrane glycoproteins which mostly bind peptides derived from exog-
enous or cell membrane proteins to be presented to CD4™ T lymphocytes.
The correct expression of stable peptide-HLA-II complexes at the surface
depends mainly on two class II-pathway-specific chaperones, the invari-
ant chain and HLA-DM, which permit the stabilization of the complex
in the endocytic pathway by favoring the binding of “high stability”
peptides (Arndt et al., 1997; Avva and Cresswell, 1994; Kropshofer et al.,
1997; Vogt et al., 1997). Expression of HLA-II is normally restricted to
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professional APCs, that is, DCs, macrophages, B cells, and thymic epithe-
lial cells (TECs), but it is induced in other cell types by inflammatory
conditions as shown in vivo in epithelial cells from the target organs of
autoimmune diseases including AITD (Bottazzo et al., 1983; Guardiola
and Maffei, 1993; Hanafusa et al., 1983; Lucas-Martin et al., 1988). This
expression of MHC molecules is related to the in situ maintenance of the
autoreactive response, although the mechanisms involved are as yet
unknown. The nature of the T-cell populations that recognize peptides
in the context of MHC expressed by the epithelial cells or by the APC that
share the space in the infiltrated tissue is unknown, as are many of the
autoantigens recognized by the infiltrating T cells.

Our group has demonstrated that the expression of HLA-II in GD TFC
is accompanied by the expression of the two main chaperones of the class
II pathway, invariant chain and HLA-DM. The level of HLA-DM expres-
sion is sufficient to allow correct peptide loading into the HLA-II mole-
cules and hence the expression of stable HLA-II-peptide complexes at the
cell surface (Catalfamo et al., 1999; Lucas-Martin et al., 1988). Therefore,
we can assume that the HLA-II-expressing epithelial cells in human AITD
are capable of presenting self-proteins to infiltrating CD4™" cells in situ.
Thus, class II" TFC should play a role in the regulation of the sustained
autoimmune response in the target tissue. As a consequence, the peptide
repertoire displayed at the surface of HLA-II-expressing epithelial cells
must be relevant to understand self-reactive T-cell responses in situ.
This role should be complementary to that played by other HLA-II-
expressing cells in the infiltrated thyroid glands, namely, resident
and infiltrating DCs, endothelial cells, activated T cells, B cells, and
macrophages (Catalfamo et al., 1999).

To identify the target antigens and the different functions played by
the multiple T-cell populations infiltrating the tissue, we and other have
studied cloned T cells from AITD thyroid infiltrating lymphocytes,
including CD4™ cells, but also CD8%, gamma delta T cells, NKT cells,
and a large number of regulatory cells. The data show that most T cells
infiltrating the organ-expressed TCRs capable of recognizing autologous
thyroid epithelial cells but in most cases with a very low affinity, impair-
ing the characterization of their function as well as of their specificity
(Catalfamo et al., 1996; Dayan et al., 1991; Londei et al., 1985; Roura-Mir
et al., 1993, 1997, 2005). The difficulty in characterizing T-cell specificity in
the thyroid infiltrates, together with the expression of stable peptide-
associated HLA-DR molecules by the TFC, led us to search for the anti-
genic specificities of the in situ responses by identifying which were the
peptides that naturally associated with the class Il molecules in the tissue.
This approach, called by some “reverse immunology’’, has been used in
other systems, both for MHC class I and class II molecules (Dengjel et al.,
2006; Paradela et al., 1998; Viatte et al., 2006).
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2. NATURAL PEPTIDES: THE CONSTITUTIVE LIGANDS
OF MHC MOLECULES

2.1. Natural ligands of class Il MHC molecules: Binding
properties and promiscuity

The identification of peptide epitopes that naturally associate to MHC
class II molecules is an important objective in immunological research.
Studies characterizing HLA-DR-associated peptides have mostly been
done using B-lymphoblastoid cell lines (B-LCLs) as the source of DR-
peptide complexes. These studies have led to the identification of the
allele-specific structural motifs common to peptides that associate to
most DR and some DQ alleles (Chicz et al., 1993; Rammensee et al., 1995;
Singh and Raghava, 2001), as well as to the generation of large databases
of natural ligands for MHC class II molecules (Rammensee et al., 1999;
Sathiamurthy et al., 2003; Singh and Raghava, 2001). On the basis of these
data, predictive computational tools have been developed as alternative
approaches, although there is still a large number of inaccuracies in these
predictions (Gowthaman and Agrewala, 2008; Wang et al., 2008).

Experiments to identify class II-associated peptides are expensive and
time consuming, and the difficulty increases when trying to identify or
predict natural DR ligands from nonlymphoid cell types, both for the
identification of peptides and for epitope prediction. In these cells, HLA-II
expression is more variable, access to samples is normally limited, and
there may be variations in the processing mechanisms leading to the
generation of class II ligands. This is more so when dealing with highly
differentiated hormone-secreting epithelial cells, such as TFC or islet-
cells. Nevertheless, the real diversity of antigens targeted by T cells in any
autoimmune tissue can only be inferred from the peptide repertoire-
associated in situ to class Il molecules.

In a previous work, we analyzed the peptide repertoire associated
with HLA-DR4 molecules expressed by a transfected insulinoma cell
line. We detected a heterogeneous pool of self-peptides derived from
cell surface proteins and proteins from internal cell compartments,
including the cytosol and the secretory pathway, some of which corre-
sponded to tissue-specific proteins (Muntasell et al., 2002, 2004). These
data showed that the repertoire of peptides associated with DR4 in epi-
thelial cells was different from that of DR4-associated peptides from
lymphoblastoid cells, while keeping the right structural DR4-binding
motif. The data showed about 50% coincidence in the distribution of
proteins generating class II ligands, mostly from the cell membrane.
The differences revealed that many of the peptides associated with DR4
in epithelial cells derived from proteins of the cytosol and secretory
vesicles, whereas the B cells showed a larger number of peptides derived
from proteins resident in endocytic vesicles (Muntasell et al., 2002).
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However, this material gave only an indirect assessment on the repertoire
of peptide ligands occupying the groove of HLA-II molecules in real-life
autoimmune tissue. Nevertheless, a recent study has demonstrated the
reliability of this strategy by using a more differentiated mouse insuli-
noma cell line expressing the diabetogenic I-A8” molecules (Suri et al.,
2008). They identified naturally processed peptides displayed by I-A#’,
some of which derived from secretory granules and other proteins
expressed by normal B cells. But the access to differentiated endocrine
cell lines is very limited and cultured cells lack the local environment of a
whole tissue sample. Therefore, studies from ex vivo tissue samples are still
necessary to evaluate the real repertoire of DR-associated natural peptides
from autoimmune tissue that can be recognized by T-cells in situ.

Little has been done with human tissue, where sample heterozygosis
adds to the other major difficulties. The first published work on HLA-DR-
peptide purification from human tissue in 1995, identified 17 peptides
from 50 g of the spleen of a patient with rheumatoid arthritis (Gordon
et al., 1995). Later, 55 peptides were sequenced from 9 human intestine
samples from patients with inflammatory bowel disease (Oshitani ef al.,
2003). More recently, a large number of HLA class II-associated peptides
were identified from primary renal carcinoma samples (Dengjel et al.,
2006). Finally, a recently published study described sequences of HLA-
DR3-bound peptides from bronchoalveolar lavage cells of sarcoidosis
patients that allowed the identification of antigens targeted by the auto-
immune response (Wahlstrom et al., 2007). Even by comparing this lim-
ited set of studies, one can realize the influence of the specific
characteristics of each tissue in the repertoire of peptides displayed by
class II molecules. Whereas peptides from the spleen were derived from
proteins of very diverse origin, that is, serum albumin, human erythroid
protein, 60S ribosomal proteins L31 and L35, VCAM-1, human immuno-
globulin lambda chain, or cathepsin-S, the peptides from intestinal sam-
ples were nearly all (51/55) from exogenous proteins, including antigens
from Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, or Caenorhabditis elegans. In
contrast, the repertoire of peptides isolated from human tumoral tissue
was more similar to that of epithelial-transfected cells (Muntasell et al.,
2002), where in addition to human serum proteins and membrane com-
ponents, many of the source proteins that generated class II ligands were
from nuclear or cytosolic origin (Dengjel et al., 2006).

Peptides bound to the groove of MHC class II molecules have a
binding core of 89-amino acid residues as class I peptides, but have
protruding ends, extended outside the groove by a variable number of
residues. Since the groove is open at both ends, the flanking sequences are
exposed and can influence MHC binding and stability or T-cell recogni-
tion (Dai ef al., 2008; Lovitch et al., 2006; Sant’ Angelo et al., 2002). Class II
MHC-associated peptides are often selected in “‘nested sets” sharing a
common 9-mer core (residues P1-P9), with varying lengths of flanking
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residues at both ends (Muntasell et al., 2002; Suri et al., 2006). Another
property of class II peptides compared to class L is their degree of promis-
cuity, that is, the capacity of many peptides to be good binders to more
than a single allele of HLA-II (Chicz et al., 1993; Hammer et al., 1993).
During antigen processing, class Il ligands are generated and displayed
on the surface of APCs to direct immune responses to foreign antigens and
to guide self-tolerance. The production of the MHC class II ligands occurs
in endolysosomal compartments and thus involves extracellular proteins
that travel to this location from the outside of the cell by endocytosis or
proteins derived from internal cell components that reach the endocytic
pathway via vesicle fusion or by targeted protein degradation (Castellino
et al., 1997; Cresswell, 1994; Germain, 1994; Watts, 1997). Exogenous
and cytoplasmic antigens are processed by distinct routes within APCs.
Exogenous antigens including membrane self-proteins are internalized,
processed, and bound to class II molecules within endolysosomal com-
partments. Proteins from different intracellular vesicles or granules are
often degraded by fusion of these organelles with the same endocytic
compartments. In contrast, cytoplasmic or nuclear autoantigens can be
partially degraded in the cytosol and the resulting peptides translocated
to endolysosomal compartments for further trimming and intersection
with class II molecules (Lich et al., 2000). A consideration to take into
account when comparing processing by different cell types concerns the
specific proteases involved in the degradation pathways. It is well known
that APC have very efficient processing mechanisms that may be different
from those of cells whose cellular machinery is dedicated to hormone
synthesis (Haque ef al., 2007; Muntasell et al., 2002; Suri et al., 2008). Highly
specialized cells like the TFC have very high endocytic activity at their
apical membrane and express several proteases involved in thyroid func-
tion, including cathepsin L, a protease expressed by TECs but not by
professional APCs (Nakagawa et al., 1998). Multiple pathways are thus
involved in the association of putative ligands to the nascent class II
molecules and therefore different peptides generated from the same pro-
teins in different cell types are expected (Li et al., 2005). Moreover the
binding properties of the different alleles of MHC class II can be variable,
selecting peptides with very different allele specific structural character-
istics although some very different alleles can end up selecting similar
peptides, as described for the peptides binding to the human and mouse
main diabetogenic alleles, HLA-DQS8 and H-2 I-Ag7 (Suri et al., 2005).

2.2. Some technical considerations: The analysis of
MHC-associated peptides from tissue samples

Studies of the peptide repertoires associated with MHC molecules started
in the early 90s. With them, the structural features of class I and class II
natural ligands could be defined, and their parental proteins identified.
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The first experiments were done by immunoprecipitation of class I
MHC molecules, acid elution of peptides and Edman sequencing of the
nonfractionated peptide pool. They demonstrated that some peptide
positions were conserved (Falk et al., 1991), suggesting a structural ““bind-
ing motif”” for each MHC allele, defined by the ““anchor residues” of the
peptides bound to it.

As mentioned above, peptides bound to class I MHC molecules differ
from the class I ligands in their length and in the particularity of having
extending ends outside the binding site, which made sequencing by
Edman degradation not as efficient as for class I ligands, since class II
anchor residues could not easily be defined using pool sequencing. How-
ever, Edman degradation was used for the identification of very abundant
class II ligands (Rudensky et al., 1991). But important advances in the
study of natural ligands of MHC molecules came from the incorporation
of mass spectrometry (MS), facilitating the identification of individual
sequences that conformed the peptide repertoire (Huczko et al., 1993;
Hunt et al., 1992a; Kubo et al., 1994). MS made possible the identification
of many individual class II natural ligands and the description of the
structural features of the peptide repertoires associated with many differ-
ent class II alleles. A characteristic feature of class II peptides was the
common finding that many peptides conforming these repertoires were
grouped in nested sets, with a common binding core that interacted with
the binding site and different length extensions of the same protein
sequence at both ends of the core (Bluestone et al., 1982; Chicz et al.,
1992, 1993; Hunt et al., 1992b; Lippolis et al., 2002).

The classical source of HLA molecules and the corresponding pep-
tides has been B-LCLs expressing known HLA alleles. There is a large
collection of HLA homozygous B-LCL available from the International
HLA Workshop Repository (http://www.ihwg.org/cellbank/). B-LCLs
grow very efficiently in culture and express high levels of cell surface
HLA molecules. Initially, the low sensitivity of the Edman sequencing
technique and of the mass spectrometers available required the use of
high cell numbers (3 x 10' cells were normally used) (Verreck et al.,
1996). Improvement of MS devices has increased their accuracy and
sensitivity. Thus, the new generation of mass spectrometers has made
possible to obtain good enough spectra from much lower amounts of
peptides. Our laboratory has recently described the peptide repertoire
of HLA-DR10 (DRB1*1001) by sequencing 238 natural ligands of this
allele from a total of 2 x 107 cells (Alvarez et al., 2008). Currently larger
numbers of sequences can be obtained from even lower amounts of cells
(Lippolis et al., 2002; Muixi L., unpublished).

This enhanced sensitivity allow to obtain larger number of spectra
from decreasing sample sizes but gives rise to a new problem, that is,
the analysis of such amount of data. Thus, the advances in the
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development of new and more accurate search engines have been an
important complement to the improvement of MS devices. These allow
the analysis of a very high number of spectra while decreasing the time
that the researcher must spend to obtain the sequences. However, it is still
necessary the confirmation of individual sequences to avoid false
assignations.

Since class I molecules are expressed by practically all nucleated cells,
class I peptides have been easily isolated also from ex vivo material in
different studies (Schirle et al., 2000; Weinschenk et al., 2002). The isolation
of natural ligands of class II molecules from these samples is by far more
complex because HLA-II is only expressed in normal conditions in pro-
fessional APCs. However, recently some reports have described success-
ful attempts to purify and sequence natural ligands associated with class
II molecules from different ex vivo sources (Dengjel ef al., 2006; Wahlstrom
et al., 2007). It is then possible after the recent technical advances in MS
and in the sequence identification programs, to yield information of the
class Il-associated peptide repertoires from primary tissues.

3. NATURAL LIGANDS FOR HLA CLASS 11 IN
AUTOIMMUNE THYROID TISSUE

3.1. Are HLA class Il natural ligands related to the function
of their specific T cells?

The identification of the autologous peptides presented by class Il MHC
molecules in the affected tissue is important for understanding autoim-
mune diseases: it gives a bone fide account on the antigens that T-cell types
present in the infiltrates may be recognizing and it is a step to the
understanding of autoreactive T-cell selection.

Whatever the mechanism triggering GD, the aberrant expression of
HLA class II molecules on TFC may enhance thyroid autoimmunity via
direct thyroid autoantigen presentation. But this expression may also be
involved in the regulation of the response by presenting autoantigens to
one or more populations of regulatory cells. In view of the heterogeneity
of the lymphocytic infiltration of the tissue, containing both effectors and
regulatory T cells, it is likely that depending on the peptide presented,
both functions may be played by the TFC.

In a recent report, we have characterized a number of natural peptides
bound to HLA-II molecules from thyroid glands of GD patients, using MS
techniques (Muixi et al., 2008). Because we analyzed whole tissue samples
from several glands without applying cell separation techniques (Fig. 6.1),
the repertoire of peptides corresponded to all the HLA-DR molecules in
the tissue. The data demonstrated the heterogeneity of the class II-bound
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FIGURE 6.1 Protocol for the analysis of DR-associated peptides from thyroid samples
of GD patients. (See Plate 10 in Color Plate Section.)
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peptides, the generation in the tissue of nested sets of peptides as well as
the overwhelming dominance of peptides deriving from ubiquitous
self-proteins. We also demonstrated that tissue-specific peptides are gen-
erated for their presentation by HLA-DR molecules. A more refined
analysis will be required to determine the putative APCs presenting
each peptide, but the use of whole tissue samples has advantages, since
it has provided complementary information on the tissue milieu. In
addition, separation of TFC from the digested tissue requires a minimum
of 24 h of culture (Catalfamo et al., 1999; Roura-Mir et al., 1997; Sospedra
et al., 1995) that induces downregulation of class II expression, protein
degradation, and maybe the modification of the peptide repertoire. More-
over, the yield of thyroid cells obtained from these cultures is low making
the use of single-cell-type samples not feasible.

In this work, we were able to identify more than 150 peptides that
allowed the partial analysis of the repertoire of peptides associated with
DR in autoimmune thyroids. All peptides complied with the known com-
mon features of HLA-DR natural ligands: they were variable in length,
formed “‘nested” sets with a common core and varying flanking sequences,
and were derived from proteins present in different compartments, includ-
ing the extracellular milieu, the plasma membrane, vesicular compart-
ments, and the cytosol.

Most peptides came from proteins that would be degraded in the
endocytic pathway (Table 6.1). Some were extracellular peptides derived
from serum soluble proteins such as complement factors, apolipoprotein,
hemoglobin, soluble factors like macrophage migration inhibition factor
(MIF), or alpha-l-antitripsin. Membrane proteins were the next most
abundant peptide generators, most from class II MHC molecules or
from different cadherins. The next set of “endocytic’”” peptides corre-
sponded to extracellular matrix proteins, where collagen peptides domi-
nated. Cathepsins were the only endocytic vesicle residents from where
peptides were identified.

Within the extracellular peptides, a separate section corresponded to
colloid components. Tg and albumin are the most abundant components
of the colloid (Baggio et al., 1996) and of the whole thyroid tissue.
Although albumin is also a serum protein, the colloid stores large
amounts of it, and it seems likely that it would be mostly captured from
there. Incidentally, many of the serum proteins generating peptides, such
as hemoglobin and complement components, can also be found in the
colloid and hemoglobin has been reported to be increased in hyperplasic
thyroid tissue (Ribeiro-Carvalho et al., 2002). Most interestingly, we iden-
tified eight different peptides corresponding to the well-defined thyroid
autoantigen Tg. Two of them where obtained each from TB448 and TB449,
and the remaining six were all from the TB471 sample. We will discuss Tg
peptides in the next section. Although we do not know if any of these
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TABLE 6.1 Peptides generated in the endocytic pathway

Mr Size

(Da) Sequence (aa)  Source protein Id no. L. Sample
1770.0 DIPELVNMGQWKIRA 15  Complement C3 (194-208) P01024 E TB448
2014.2 YPKSLHMYANRLLDHR 16 Apolipoprotein B (1200-1215) P04114 E TB448
1678.9 REIFNMARQRSR 12 Apolipoprotein B (427-439) P04114 E TB448
1765.8 EGLTFQMKKNAEELK 15  A-IV Apolipoprotein (239-253) P06727 E TB471
1636.8 GLTFQMKKNAEELK 14  A-IV Apolipoprotein (240-253) P06727 E TB471
1395.6 GLTFQMKKNAEE 12 A-IV Apolipoprotein (240-251) P06727 E TB471
1690.9 GNRIAQWQSFQLEGG 15 Alpha-2-macroglobulin P01023 E TB449

(172-186)
1633.9 GNRIAQWQSFQLEG 14 Alpha-2-macroglobulin P01023 E TB449
(172-185)

1171.6 VLSPADKTNVK 11  Hemoglobin o chain (1-11) P69905 E TB449
1683.9 VLSPADKTNVKAAWGK 16  Hemoglobin o chain (1-16) P01922 E TB471
3196.9 vlspadktnvkaawgkvgahageygaealer 31  Hemoglobin o chain (1-31) P01922 E TB471
33274 vlspadktnvkaawgkvgahageygaealerm 32  Hemoglobin o chain (1-32) P01922 E TB471
3344.8 vlspadktnvkaawgkvgahageygaealerm 32  Hemoglobin o chain (1-32) P01922 E TB471
3473.6 vlspadktnvkaawgkvgahageygaealermf 33  Hemoglobin a chain (1-33) P01922 E TB471
27444 ktnvkaawgkvgahageygaealerm 32 Hemoglobin o chain (7-32) P01922 E TB471
21740 AAWGKVGAHAGEYGAEALERM 21  Hemoglobin o chain (12-32) P01922 E TB471
3095.5 aawgkvgahageygaealermsfpttk 40  Hemoglobin o chain (12—40) P01922 E TB471
1528.2 VGAHAGEYGAEALER 15  Hemoglobin o chain (17-31) P01922 E TB471
27554 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK 24  Hemoglobin o chain (33-56) P01922 E TB471
3262.7 FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK 29  Hemoglobin o chain (33-61) P01922 E TB471



L8L

3134.6
1833.7
2341.2
2996.5
1087.5
3427.9
2792.5
1700.0
2301.3
1815.0
1571.6
1311.6
952.4

3274.7
3387.8
1308.6
1448.7
2582.2
2139.1
1910.9
1274.6
1308.2
1421.8
2305.6

FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGK
TYFPHFDLSHGSAQVK
TYFPHFDLSHGSAQVKGHGKK
VADALTNAVAHVDNMPNALSALSDLHAHK
LRVDPVNFK
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVL
KFLASVSTVLTSKYR
LVTLAAHLPAEFTPAVHASLDK
DKFLASVSTVLTSKYR

FLASVSTVLTSKYR

ASVSTVLTSKYR

VHLTPEEK
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRL
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLL
LVVYPWTQREF

VVAGVANALAHKYH
VGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK
FESFGDLSTPDAVMGNPKVK
FESFGDLSTPDAVMGNPK

LLVVYPWTOQR

LVVYPWTQRF

LLVVYPWTQRF
PmFIVNTNVPRASVPDGEFLSE

28
16
29
29

32
27
32
22
16
14
12

31
32
10
14
24
20
18
10
10
11
21

Hemoglobin o chain (33-60)
Hemoglobin o chain (41-56)
Hemoglobin o chain (41-61)
Hemoglobin o chain (62-90)
Hemoglobin o chain (91-99)
Hemoglobin o chain (110-141)
Hemoglobin o chain (110-136)
Hemoglobin o chain (127-141)
Hemoglobin o chain (106-127)
Hemoglobin o chain (126-141)
Hemoglobin o chain (128-141)
Hemoglobin o chain (130-141)
Hemoglobin B chain (1-8)
Hemoglobin B chain (1-31)
Hemoglobin B chain (1-32)
Hemoglobin B chain (32-41)
Hemoglobin B chain (133-146)
Hemoglobin B chain (17-40)
Hemoglobin B chain (42-61)
Hemoglobin B chain (42-59)
Hemoglobin & chain (31-40)
Hemoglobin & chain (32—41)
Hemoglobin § chain (31-41)
Macrophage MIF (2-22)

P01922
P01922
P01922
P01922
P01922
P01922
P01922
P01922
P69905
P69905
P69905
P69905
P02023
P02023
P02023
P02042
P02042
P01922
P68871
P68871
P02042
P02042
P02042
P14174

esliesMiesMiesMiesilesiies ey MiesMesMesesiiesiesMiesMesMesMesliesiesMesMesMes My

TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB449
TB449
TB449
TB449
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB471
TB449
TB449
TB449
TB449

(continued)



TABLE 6.1 (continued)

Mr Size

(Da) Sequence (aa)  Source protein Id no. L. Sample
2089.6 PmFIVNTNVPRASVPDGFL 19  Macrophage MIF (2-20) P14174 E TB449
1914.4 IVNTNVPRASVPDGFLSE 18  Macrophage MIF (5-22) P14174 E TB449
2384.6 IVNTNVPRASVPDGFLSELTQQ 22 Macrophage MIF (5-26) P14174 E TB449
2245.3 LAQATGKPPQYIAVHVVPDQOL 21 Macrophage MIF (27-47) P14174 E TB449
1886.9 GTQGKIVDLVKELDRDT 17 Alpha-1 antitripsin (188-204) P01009 E TB471
1829.9 TQGKIVDLVKELDRDT 16  Alpha-1 antitripsin (189-204) P01009 E TB471
1613.9 TQGKIVDLVKELDR 14 Alpha-1 antitripsin (189-202)  P01009 E TB471
1374.6 KAVLTIDEKGTEA 13 Alpha-1 antitripsin (359-371)  P01009 E TB471
1501.8 KAVLTIDEKGTEAAG 15  Alpha-1 antitripsin (359-373)  P01009 E TB471
1737.6 VHKAVLTIDEKGTEAAG 17 Alpha-1 antitripsin (357-373)  P01009 E TB471
1906.0 AHLLILRDTKTYMLAF 16 Alpha-1 acid glycoprotein P02763 E TB471

(117-132)
1758.9 AHLLILRDTKTYMLA 15 Alpha-1 acid glycoprotein P02763 E TB471
(117-131)

16319 SWNSGALTSGVHTFPA 16  Ig gamma-1 C chain (40-55) P08157 E TB449
1296.7 DRVYIHPFHL 10  Angiotensin (34—43) ANHU E TB449
17741 KVKKIYLDEKRLLAG 15  SPARC-like 1 protein(556-570) Q14515 E TB471
1629.8 DVGVYRAVTPQGRPD 15  DQB1*0602 B chain (75-89) P03992 M TB448
1676.8 DVGEYRAVTELGRPD 15  HLA-II B chain DRB1*4 (72-86) P13760 M TB448
1567.0 TNVPPEVTVLTNSPV 15  HLA class II, DR o chain P01903 M TB449

(108-122)
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TABLE 6.1 (continued)

Mr Size

(Da) Sequence (aa)  Source protein Id no. L. Sample

1728.1 QLQPDNSTLTWVKPT 15  Phospholipase C (883-897) Q9HBX6 M TB449

1594.0 AAGLLSTYRAFLSSH 15  Collagen a1 chain (XV) P39059 ECM TB448,
(1243-1257) TB449

1522.8° AGLLSTYRAFLSSH 14 Collagen ol chain (XV) P39059 ECM TB448,
(1244-1257) TB449

1915.1 DPSPSPVLGYKIVYKPVG 18  Collagen al chain (XII) Q5VYK1 ECM TB471
(2137-2154)

1661.0 RLPIIDVAPLDVGAPD 16 Collagen a1 chain (I) C-term  P02452 ECM TB448
propeptide (1436-1451)

1863.0 RPKDYEVDATLKSLNN 16 Collagen o2 chain (I) C-term P08123 ECM TB448
propeptide (1129-1144)

1530.4 GTLIIRDVKESDQG 14  Heparan sulfate proteoglycan P98160 @ ECM TB449
(462-475)

1795.0 YGGELRFTVTQRSQPG 16  Heparan sulfate proteoglycan P98160 ECM TB448
(1005-1020)

1633.0 GGELRFTIVTQRSQPG 15  Heparan sulfate proteoglycan P98160 ECM TB448
(1006-1020)

1720.0 IRASYAQQPAESRVSG 16  Heparan sulfate proteoglycan P98160 ECM TB448
(1089-1104)

1895.1 DVPKWISIMTERSVPH 16  Annexin II (208-223) P07335 ECM TB448

1857.0 IGSSYFPEHGYFRAPE 16  Multimerin 2 (851-866) Q9H8L6 ECM TB449
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Tg, thyroglobulin; MIF, migration inhibition factor; MHC, major histocompatibility complex.
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peptides are associated with class II molecules expressed by the TFC
rather than by other class II expressing cells, the common presence of
colloid components together with the important endocytic activity at the
apical membrane of the TFCs suggested that at least some of these pep-
tides can indeed be associated with DR molecules expressed by TFC. An
attractive possibility would be if tissue DC could also capture colloid
antigens by the capability of “crossing” the thyroid epithelium with
their dendritic extensions, as found for DC in the intestinal epithelium
(Chieppa et al., 2006; Vallon-Eberhard et al., 2006).

Otherwise the repertoire of ““endocytic peptides” was as expected.
With the exception of Tg, all other source proteins were nontissue-specific
and peptides were similar to others from the same origin described in
other works (Dengjel et al., 2006, Muntasell et al., 2002). All represented
ubiquitous and abundant tissue components and many coincided with
those isolated from HLA-DR molecules in endocrine epithelial cell trans-
fectants (Muntasell et al., 2002).

The peptides putatively generated in the cytosolic pathway were
somehow different. Cytosolic peptides derived mostly from enzymes,
although none of them was exclusive of thyroid tissue. These peptides
were quantitatively less abundant and accordingly, fewer nested sets
were found. However, some have been previously found in other studies,
including various histone and GAPDH peptides (Table 6.2) (Dengjel et al.,
2006; Muntasell et al., 2002).

Since most of the samples were heterozygous and there was only
partial coincidence in the HLA class II typing between them, one of the
uncertainties was if the peptides could really be identified as binders to
one or other of the DR molecules expressed by each sample. An important
issue that arose from these results was therefore the assignment of a
sequence to an allele when several are present, as expected from samples
of human tissue. The difficulty is based on the designations of the core
segment. The main anchor residues vary greatly and are influenced by
various other residues in the anchor sites. Prediction algorithms for HLA
binding can be used to provide an indication that peptides identified by
MS techniques actually bind the HLA of interest, but a confirmation can
only come from direct binding studies with purified MHC molecules.
Furthermore, a final assignment of any peptide sequence to an HLA allele
can never be completely certain unless T-cell data are generated; even
binding data may not be enough when discussing about self-peptides,
since their binding affinities are often low and peptide binding experi-
ments with class II molecules are not very efficient. However, when we
are dealing with a large number of peptides, none of the above is feasible.
Therefore, bioinformatic analysis using prediction algorithms is a useful
tool if at least some confirming binding data can be provided.



TABLE 6.2 Peptides generated in the cytosolic pathway
Mr (Da) Sequence Size (aa) Source protein Id no. L. Sample
2031.2 AFTPEGERLIGDAAKNQLT 19 BIP (67-85) P11021 ER TB449
1511.7 AKFEELNMDLFR 12 BIP Protein (325-336) P11021 ER TB471
1637.6 AKVAVLGASGGIGQPLSL 18 Malate deshidrogenase P40926 mit TB449
(25-42)
1600.9 RGNSIIMLEALERV 14 small G nuclear Q15357 N  TB449
ribonucleoprotein
(63-76)
1919.3 RLLLPGELAKHAVSEGTK 18 Histone H2B K (99-116)  P62807 N  TB449
1416.9 RLLLPGELAKHAV 13 Histone H2B. (99-111) P62807 N  TB449
1175.7 FLENVIRDAV 10 Histone H4 (61-70) P62805 N  TB449
1999.0 PAAPAAPAPAEKTPVKKKAR 20 Histone H1.4 (Histona P10412 N TB471
H1b)
(5-24)
2044.0 S (Acet)ETAPAAPAAAPPAEKAPVKK 21 Histone H1.2 (1-21) P16403 N  TB471
2171.8 S (Acet)ETAPAAPAAAPPAEKAPVKKK 22 Histone H1.2 (1-22) P16403 N TB471
1331.7 GAPAAATAPAPTAHK 15 Histone H1 (129-143) Q92522 N TB471
1733.9 GELEKEEAQPIVTKY 15 hnRNP U-like 2 (611-625) QIKMD3 N  TB449
1004.6 IKEESKTAV 9 Kynetocor Protein P49454 N  TB449
CENP-F (2346-2354)
2953.2 sgnfggsrnmggpygggnygpggsggsggyggr 33 hnRNP A2/B1 (318-350) P22626 N  TB471

/8L

(continued)



TABLE 6.2 (continued)
Mr (Da) Sequence Size (aa) Source protein Id no. L. Sample
1613.8 KPGQFIRSVDPDSPA 15 NHERF (174-188) 014745 C TB448
1449.8 EDFRDGLKLMLL 12 o Actinin 1(57-68) or o P12814 C TB448
actinin 4 (76-87)
1214.6 TVDGPSGKLWR 11 GAPDH (186-196) P04406 C TB471
1739.8 DGRGALQONIIPASTGAAK 18 GAPDH (197-214) P04406 C TB471
1763.8 LISWYDNEFGYSNR 14 GAPDH (310-323) NP002037 C TB449
1650.2 ISWYDNEFGYSNR 13 GAPDH (311-323) NP002037 C TB449
1735.8 SWYDNEFGYSNRVV 14 GAPDH (312-325) P04406 C TB449
1362.7 VVDLMAHMASKE 12 GAPDH (324-335) NP002037 C TB449
1521.0 DGVIKVFNDMKVR 13 Cofilin-1 (8-20) P23528 C TB449
2043.2 TGGASGLGLATAERLVGQGASAV 23 3-Hydroxyacyl-CoA Q99714 C  TB449
dehydrogenase type II
(16-38)
1687.1 RVMTIAPGLFGTPLLT 16 3-Hydroxyacyl-CoA Q99714 C  TB449
dehydrogenase type II
(192-207)
13624 mLLIPTSFSPLK 12 NipSnap4 protein Q9UENO C TB449
(236-247)
1730.9 FDPIIEDRHGGYKPS 15 B chain, creatine kinase P12277 C TB449
(89-103)
1643.8 FDPIIEDRHGGYKP 14 B chain, creatine kinase P12277 C TB449
(B-CK) (89-102)
17144 AVPSPPPASPRSQYNF 16 Serin protease (134-149) 043464 C TB449
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TABLE 6.2 (continued)
Mr (Da) Sequence Size (aa) Source protein Id no. Sample
2094.0 SYELPDGQVITIGNERFR 18 Actin (alpha, beta, P60709 TB471
gamma) (239-256)
11614 EITALAPSTMK 11 Actin (alpha, beta, P60709 TB471
gamma) (316-326)
1543.8 DTNADKQLSFEEF 13 Calgranulin B (67-79) P06702 TB449
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For assigning sequences to each allele, having a well-defined binding
motif is needed to allow the search for the right anchor residues of the
core. Some items as the presence or not of the relevant P1 residue are
considered very definitive and are indeed so in our experience (Alvarez
et al., 2008; Muntasell et al., 2004). In our samples, assigning sequences to
alleles with strong binding motifs was relatively easy, for example, DR3,
where in addition to the P1, a Glu or Asp residue is favored in position P4
of the core. Other motifs are less well defined, as for DR7, so the degree of
confidence was lower. In some alleles, such as DR8 (DRB1*0801), there is
not a defined motif. In addition, DR8 peptides tend to be longer than the
usual DR-associated peptides, so no clear assignment could be done. For
the final assignment, bioinformatic tools were used and several published
analysis systems tested and the results were mostly coincident between
them (Muixi L., unpublished data). For completeness, we finally chose
one of these programs (ProPred, www.imtech.res.in/raghava/propred/)
that scan all possible P1 to P9 residues in each peptide sequence for a large
number of HLA-DR alleles (n = 51). The binding affinity of the peptides
once the allele is assigned is relevant, particularly when studying self-
peptides in an autoimmune tissue. The balance between high and low
binders may be important for determining tolerance to a given epitope in
the thymus, so maybe we should not expect many high binders to be good
candidates as target epitopes. Lower binders, in contrast, may have to
compete in the thymus for a given allele and one result may be the
absence of tolerance to that epitope. A systematic approach comparing
all the peptides is not feasible right now, but comparing binding affinities
of some peptides with their capacity of activating or regulating T-cell
responses would be very informative. Studies of the T-cell populations
recognizing the peptides should be needed for such an analysis.

3.2. The case of Tg

The isolation of Tg peptides in three samples of GD thyroids with differ-
ent DR haplotypes can be relevant to the study of AITD and of autoim-
munity in general. Table 6.3 shows the details of each of the Tg peptides
identified. Except for two of the peptides (Tg2520-2532 and Tg2520-
2536), no nested sets were found. The alleles to which the peptides were
assigned were first calculated by the ProPred program (www.imtech.res.
in/raghava/propred/), and only two assignments were possible: Tg726—
743 from TB448 was apparently associated with DR51 (DRB5*0101 of the
DR15 haplotype) and showed an intermediate score for DR15 and Tg2098—
2108 from TB449 showed association to DR3 with relatively high scores
(Muixi et al., 2008). No allele included in the ProPred database appeared to
associate to any of the Tg peptides from sample TB471 (DRB1*0301,
B1*0801). The absence of theoretical binding do not necessarily exclude


http://www.imtech.res.in/raghava/propred/
http://www.imtech.res.in/raghava/propred/
http://www.imtech.res.in/raghava/propred/

(4

TABLE 6.3 Thyroglobulin peptides isolated from human GD thyroid samples

Sample HLA-DR Mr (Da) Sequence Size (aa) Protein
TB448 DRB1*1501 2031.00 CPTPCQLQAEQAFLRTVQ 18 Tg (726-743)
DRB1*0407
TB449 DRB1*0301 1669.99 LSSVVVDPSIRHEFDV 15 Tg (2098-2108)
DRB1*1501
TB471 DRB1*0301 1477.69 AKAVKQFEESQGR 13 Tg (2520-2532)
DRB1*0801 1880.78 AKAVKQFEESQGRTSSK 17 Tg (2520-2536)
1970.94 QVDQFLGVPYAAPPLAER 18 Tg (2224-2241)
1274.40 IGSSQDDGLINR 12 Tg (2508-2519)
1220.52 SRTSGLLSSWK 11 Tg (1080-1090)
1059.40 LSLQEPGSKT 10 Tg (2756-2765)

Tg, thyroglobulin.
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FIGURE 6.2 Cell-free binding assay. HLA-DR3 binding experiments were performed by
Proimmune®, using their cell-free class Il REVEAL™ binding assay (Muixi et al., 2008).
Sequences of the different peptides were: Tg2520-2532 (AKAVKQFEESQGR); Tg2224—
2240 (QVDQFLGVPYAAPPLAE); Tg2225-2241 (VDQFLGVPYAAPPLAER); Tg2508-2519
(IGSSQDDGLINR); Tg1080-1090 (SRTSGLLSSWK); Tg2756—2765 (LSLQEPGSKT); Tg2098—
2112 (LSSVVVDPSIRHFDV) assigned to DR3 by ProPred; E-Cadherin 196-210 (GKEY-
FAIDNSGRIIT) assigned to DR3 by ProPred; DR3 positive control peptide, Mycobacterium
tuberculosis Ab 85B 14—27 (PSPSMGRDIKVQFQ).

the binding of the peptide to that particular allele, it may bind weakly
although the probability is low (see Fig. 6.2). Besides, they could either be
binding to DR8 (DRB1*0801), or to the DRB3 allele associated with DR3
(DRB3*0101), for which there are not well-defined motifs.

3.2.1. Peptide binding analysis of all Tg peptides yielded some results

In a first set of experiments, the 16 peptides from TB448 were synthesized
and analyzed for binding to HLA class II negative bare lymphocyte
syndrome (BLS) cells transfected with either HLA-DR15 (DRA1*0101/
DRB1*1501) or HLA-DR51 (DRA1*0101/DRB5*0101), of the DR2 haplo-
type (Norrby-Teglund et al., 2002) by a competition assay (Arndt et al.,
2000). In brief, peptides to be tested were incubated with the cells at 37 °C
for 3 h in the presence of a control biotinilated peptide specific of each
HLA-DR allele (MBP83-99 and MBP85-98 for DR15 and DR51, respec-
tively). Cells were then lysed and HLA-DR-biotinilated peptide
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complexes were quantified by ELISA by time-resolved fluorescence,
using a europium-streptavidin label. The binding capacity of each pep-
tide was measured as the percent inhibition of control peptide binding.
The data are summarized in Table 6.4. Most peptides could be assigned to
one or the other allele (or both) and a few could only be theoretically
assigned to the other DRB1 allele expressed by the donor (DRB1*0407),
for which no transfectants were available. The results showed that Tg726—
743 had some moderate binding capacity to both DR15 and DR51. Of
the other peptides, some showed considerable biding capacity to DR15,
and some were positive for DR51, but with lower levels. Those that were
negative or very low for both alleles, showed theoretical binding to DR407
(DRB1*0407). Only one peptide (collagen alpha 1436-1451) showed no
binding. Modeling of the Tg726-743 peptide associated with D15 and
DR51 separately suggested that the association was more stable with
DR51 (Muixi et al., 2008).

With Tg peptides from samples TB449 and TB471, a cell-free peptide
binding assay could be done, only with DR3 and DR15 molecules, since
we did not have any of the other alleles available in soluble form. The DR3
association of Tg2098-2108 was confirmed, showing a good but relatively
weak binding affinity, as compared to the control peptide and to the
binding to a nontissue-specific peptide from the same thyroid sample,
that was also assigned to DR3, E-cadherin 196-210. None of the other Tg
peptides showed positive binding to DR3 (Fig. 6.2). In summary, the Tg
peptides capable of binding to one of the HLA-DR alleles tested, showed
moderate binding affinity.

Thyroglobulin is a very large autoantigen of 2749 aa that is extensively
modified by iodination and other posttranslational events. lodinated Tg
peptides are highly immunogenic and can trigger thyroid autoreactive
T cells. Iodine can modify the processing of Tg by APC, resulting in the
generation of pathogenic epitopes (Carayanniotis, 2007; Dai et al., 2005;
Jiang et al., 2007; Verginis et al., 2002). However, all the Tg peptides that
were isolated from our samples were noniodinated epitopes.

Although the pathological relevance of the Tg peptides that we have
identified cannot be determined without in vivo studies, they were com-
pared to Tg epitopes identified by other means in studies with both
human and mouse AITD. Table 6.5 shows a summary of such epitopes.
The most interesting peptide by far was shown to be the DR3-associated
Tg2098-2112 peptide from TB449. Flynn et al. (2004) had used a computer-
based predicted set of 39 synthetic DR3-binding Tg peptides that
were screened against T cells from EAT"DR3-transgenic mice. Only one
out of four peptides capable of stimulating T-cell responses,
LSSVVVDPSIRHFDV (identical to Tg2098-2112), could induce the dis-
ease both by direct peptide immunization and by adoptive transfer of
peptide-activated T cells. Putting the data together, the in vivo generation
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TABLE 6.4 Binding of TB448 peptides to DR15 and DR51 alleles

% Inhib % Inhib Theoretical
DRB1*1501 DRB5*0101 binding to

Sequence Size Protein (DR2b) Core* (DR2a) Core* DRB1*0407°

GGELRFTVTQRSQPG 15 Heparan sulfate 59 LRFTVTQRS 16 LRFTVTQRS NO
proteoglican
(1006-1020)

DIPELVNMGQWKIRA 15 Complement C3 96 LVNMGOWKI 6 LVNMGQWKI NO
(194-208)

YGGELRFTVTQRSQPG 16  Heparan sulfate 35 LRFTVTQRS 26 LRFTVTQRS NO
Proteoglican
(1005-1020)

DVGVYRAVTPQGRPD 15 DQB1*0602 B 30 VGVYRAVTP 19 YRAVTPQGR NO
chain (75-89)

AAGLLSTYRAFLSSH 15  Collagen ol (XV) 97 LSTYRAFLS 20 LLSTYRAFL NO
(1243-1257)

AGLLSTYRAFLSSH 14 Collagen a1 91 LSTYRAFLS 43 LLSTYRAFL NO
chain (XV)
(1244-1257)

CPTPCQLQAEQAFLRTIVQ 18  Thyroglobulin 40 LQAEQAFLR 32 LQAEQAFLR NO
(726-743)

YPKSLHMYANRLLDHR 16 Apolipoprotein 93 LHMYANRLL 22 LHMYANRLL NO
B (1200-1215)

IRASYAQQPAESRVSG 16  Heparan sulfate 10 IRASYAQQP 23 YAQQPAESR NO

proteoglican
(1089-1104)

(continued)
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TABLE 6.4 (continued)
% Inhib % Inhib Theoretical
DRB1*1501 DRB5*0101 binding to
Sequence Size Protein (DR2b) Core” (DR2a) Core* DRB1*0407°
EDFRDGLKLMLL 12 o actinin 1 -25 FRDGLKLML 31 FRDGLKLML NO
(57-68) or o
actinin 4 (76—
87)
YDHNFVKAINAIQK 14 Cathepsin C -5 VKAINAIQK 43 VKAINATQK FVKAINAIQ
(170-183)
KPGQFIRSVDPDSPA 15 NHERF (174— 7 IRSVDPDSP 9 IRSVDPDSP FIRSVDPDS
188)
RPKDYEVDATLKSLNN 16 Collagen o2 (I) 15 YEVDATLKS 13 YEVDATLKS YEVDATLKS
C-Term
propeptide
(1129-1144)
NIFSFYLSRDPDAQPG 16 Cathepsin D 2 IFSFYLSRD —4 IFSFYLSRD FYLSRDPDA
(227-241)
LKKYLYETARRHP 13 Serum Albumin -18 LKKYLYEIA 16 YLYEIARRH YLYEIARRH
(159-171)
RLPITIDVAPLDVGAPD 16 Collagen ol (I) 11 ITDvaPLDV  —12 Lp1IDvaPL  NO
C-term
peptide

(1436-1451)

? Best core sequence according to ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred).

¥ Best core sequence fitting to the DRB1*0407 motif (http://www.syfpeithi.de).
Bold letters in core sequences correspond to anchor residues


http://www.imtech.res.in/raghava/propred
http://www.syfpeithi.de
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TABLE 6.5 Summary of pathogenic thyroglobulin epitopes from mouse models of experimental thyroiditis
Type of EAT induction T-cell Peptide-
Historical MHC T-cell - response specific

Position name Sequence restriction epitope Tg Direct Adoptive in vitro  1gG Ref.

1-12 T4(5) NIFEYQVDAQPL ks — Tg Weak k>s + ND (Kong et al., 1995; Wan
et al., 1997)

179-197  hTgl79 NTTDMMIFDLVHSYNRFPD EP - hTg  + - + + (Brown et al., 2008)

181-195  hTgl81 TDMMIFDLVHSYNRF DR3 - hTg  Weak — + Low (Flynn et al., 2004)

410-424  hTg410 QSQQFSVSENLLKEA E° Dominant hTg  + + ND ND (Brown et al., 2008)

418-432 hTg418 ENLLKEAIRAIFPSR DR3 - hTg ND ND + ND (Flynn et al., 2004)

1518-1532 p1518 GSGKAFCVDGEGRRL DR3 - hTg ND ND + Low (Flynn et al., 2004)

1671-1710 F40D KRFEPTGFQNMLSGLY K — hTg + ND ND + (Texier et al., 1992)

NPIVFSASGANLTDA
HLFCLLACD

2079-2093 p2079 LSSVVVDPSIRHFDV DR3 Subdominant hTg  + + + Low (Flynn et al., 2004)

2340-2359 p2340 QVAALTWVQTHIRGFGGDPR EX, DR3 Subdominant hTg Weak ND —+ —+ (Karras et al., 2003;
Karras et al., 2005)

2730-2743 - GLREDLLSLQEPGS K — hTg - + + ND (Hoshioka et al., 1993)

2550-2561 T4 (2553) STDDYASFSRAL Ak Subdominant h, mTg — + + + (Dai et al., 1999;
Hutchings et al.,
1992; Kong et al.,
1995)

2596-2608 p2596 YGHGSLELLADVQ Ak Subdominant h, mTg + + + + (E1 Hassani et al., 2004;
Verginis et al., 2002)

2496-2512 TgP1, GLINRAKAVKQFEESQG E* Cryptic m, 1Tg + ND + + (Chronopoulou and

p2495 Carayanniotis, 1992;

Dai et al., 1999)

121-130  pl17 VQCWCVDTEGMEVYGT Ak - mTg  Weak" +° + +* (Li and Carayanniotis,
2006)

181-192  p179 NTTDMMIFDLIHNYNR Ek, Ak - mTg Weak — + - (Li et al., 2007)

(continued)
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TABLE 6.5 (continued)
Type of EAT induction T-cell Peptide-
Historical MHC T-cell - response specific

Position name Sequence restriction epitope Tg Direct Adoptive invitro 1gG Ref.

181-195  mTgl79 NTTDMMIFDLIHNYNRFPD EP - mTg  + - + + (Brown et al., 2008)

306-316  p304 GHYQTVQCQTEGMCW Ak - mTg - + + Low (Li and Carayanniotis,
2006)

306-320  p306 YQTVQCQTEGMCWCV Ak Subdominant mTg  + + + - (Verginis et al., 2002)

409-423  mTg409 HYQRLSESRSLLREA E° Subdominant mTg  Weak weak + Low (Brown ef al., 2008)

1577-1591 p1579 LVQCLTDCANDEA Ak Subdominant mTg  Weak + + - (Verginis et al., 2002)

1823-1837 p1826 GDMATELFSP A¥ Subdominant mTg ~ Weak + + - (Verginis et al., 2002)

1931-1945 p1931 KVVLNDKVNNEYTRL Ak - mTg  Weak" +° + - (Li and Carayanniotis,
2006)

2102-2116 p2102 SMAQDFCLQQCSRHQ Ak Subdominant mTg — + + + (Verginis et al., 2002)

2496-2504 TgP1 LINRAKAVK EX, AS - mTg + ND + + (Rao et al., 1994)

2499-2507 TgP1 RAKAVKQFE NN - mTg  Weak ND - - (Rao et al., 1994)

2532-2543 P2529 EDSDARILAAAVWYYSL EX, AK - mTg Weak ND + + (Li et al., 2007)

2542-2552  P2540 VWYYSLEHSTDDYAS Ak — mTg  Weak ND + + (Li et al., 2007)

2694-2705 - CSFWSKYIQTLK A® Subdominant mTg  + ND + + (Rao et al., 1999)

2696-2707 - FWSKYIQTLKDA A’ - mTg ND + + + (Rao and
Carayanniotis, 1997)

2696-2713 TgP2, FWSKYIQTLKDADGAKDA  A® Subdominant rTg Weak + + + (Carayanniotis et al.,

p2695 1994)

“ Only the iodinated form of the peptide.
Underlined shared sequences with peptide eluted from GD thyroid samples.
ND, not determined.
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of a potential pathogenic Tg peptide presented by DR3 in a human
thyroid affected by GD was demonstrated. Our data also confirm the
suggestion by the authors that the peptide was likely a natural DR3
ligand and consequently that a computer algorithm can predict a peptide
identical in size and sequence to a naturally processed peptide.

Other natural Tg peptides could be related to previously published
pathogenic peptides, although not such direct relationship was found.

Tg 2756-2765 from TB471 is a small peptide (LSLQEPGSKT) that could
not be assigned to any DR allele of those analyzed. Its sequence is part
(underline) of a shared immunogenic T-cell epitope between hTg and
hTPO (Tg2730-2743, in the alternative nomenclature) that is related to
the development of experimental autoimmune thyroiditis in H-2* haplo-
type mice (Hoshioka et al., 1993). The sequence of the epitope is
GLREDLLSLQEPGS and it is located at the C terminus of the Tg next to
a hormonogenic tyrosine residue.

Two TB471 adjacent peptides: IGSSQDDGLINR (Tg2508-2519) and
AKAVKQFEESRGRTSSK (Tg2520-2536) are contained in a sequence that
has been shown to be a cryptic peptide in mouse experimental thyroiditis
(TgP1, p2495, or Tg2495-2511, corresponding to the sequence GLINRA-
KAVKQEFEESQG of the mouse Tg). This peptide is only generated when
mice are immunized with highly iodinated Tg (Dai et al., 2002). The same
region of the Tg sequence was used to delineate the 9-mer (2495-2503)
corresponding to the minimal T-cell epitope to induce EAT in E* mice,
capable to be presented by several MHC alleles (Rao et al., 1994). This
epitope, despite its small size, still included part of the same two natural
peptides. In the same work, another 9-mer (2498-2506) from the same
region was also pathogenic for A* mice. Comparative analysis of the
different peptides should be performed to identify a relationship between
the natural human peptides and the homologous mice pathogenic
epitopes.

It remains to be clarified whether DR51-Tg726-743 or any other DR-Tg
complex expressed in human GD thyroids are also potentially pathogenic
or related to the regulation of the autoimmune response.

The binding data of Tg peptides compared to other natural ligands
from the same sample are interesting (Muixi ef al., 2008). When analyzing
the binding to HLA-DR3, we found that one of the ubiquitous abundant
peptides (E-cadherin 196-210) did bind to HLA-DR3 with high affinity
(Fig. 6.2). Binding of the same allele by the putatively pathogenic Tg2098—
2112 peptide was however much lower. The affinity of this peptide, albeit
positive, is below 50% of the affinity of the cadherin peptide for the same
allele. Being a protein involved in multiple function and present in most
tissues we can presume that tolerance to cadherin should be efficient and
no reactive T cells are expected to be found in the periphery. If these two
peptides are generated in vivo in the thymus, the Tg peptide would have
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difficulty in competing for the binding to DR3 and some cells reactive to
this epitope could more readily escape selection.

Further analysis of peptide binding affinities and identification of
T cells recognizing HLA-DR complexes with ubiquitous or restricted
peptides will give answers as to the potential role of the different peptides
in the disease.

3.3. TPO and TSHR peptides

No peptides from these two antigens were detected in our studies. It is
obvious that the abundance of these other two molecules is nothing
compared to Tg, and a great improvement of the sensitivity of the tech-
nique will be necessary to identify them (Rapoport and McLachlan, 2007).
In the meantime, there are data available on TSHR peptides’ affinity for
DR3 and their relation to T-cell responses against the antigen. A study on
the binding properties of TSHR to HLA-DR3 showed that DR3 molecules
bind TSHR T-cell reactive peptide epitopes with intermediate affinity but
nonimmunogenic peptides were mostly poor or no binders. However,
there was a single peptide with the highest binding affinity that was not
capable of eliciting T-cell responses (Sawai and DeGroot, 2000). A larger
analysis of binding specificity of TSHR peptides showed that peptides
bound to susceptible DR alleles with intermediate or low affinity, whereas
the peptides binding to protective allele HLA-DR7 were high binders
(Inaba et al., 2006).

T-cell epitopes from TPO are well defined (McLachlan and Rapoport,
2007), most of them belong to a region of the TPO molecule with homol-
ogy with granulocyte myeloperoxidase, but no clear immunodominant
peptide has been identified. Processing by TFC appears to be essential for
recognition of at least one cryptic TPO epitope (Quaratino et al., 1995),
although B-cell processing by means of specific immunoglobulins uptake
appear to be important since TPO autoantibodies influence T-cell recog-
nition of some epitopes (Guo ef al., 1996; Quaratino et al., 2005).

4. CONCLUDING REMARKS

The issue of the utility of peptides as vaccines for cancer or autoimmunity
should be reopened in view of new data. MHC-bound peptides are
indeed potentially very interesting but their role in T-cell recognition is
very variable and they can be used as inhibitory as well as enhancing
agents. The line between these two functions is anyway fragile, since there
is no evidence of any difference between peptides recognized by effectors
or by regulatory cells. Analysis of tolerogenic versus activating peptides
could give some answers, but the identification of T cells and their
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function from the thyroid infiltrates, capable of recognizing each peptide,
is still necessary.
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DISCUSSIO CAPITOL 2

Els resultats d'aquest treball han permes fer una primera caracteritzacié del repertori de peéptids
associats a molécules d’'HLA-DR en glandules tiroides de pacients afectats per la malaltia de Graves—
Basedow. Fins al moment aquest és el primer estudi d’aquestes caracteristiques realitzat amb teixit
autoimmune. El nombre de seqiiéncies és limitat i representa només una petita fraccié del pool de
péptids associats als diferents al-lels de DR. Aquests sOn en teoria els péptids més abundants que es
poden detectar amb la capacitat del sistema, aixi péptids en baix numero de copies 0 amb baixa
eficiencia de ionitzaci6 no s’haurien pogut detectar. Tot i les limitacions, hem estat capacos
d’identificar 7 seqléncies peptidiques diferents de tiroglobulina, un dels principals autoantigens de la

patologia autoimmunitaria tiroidal.

La majoria dels treballs realitzats fins ara per caracteritzar els repertoris de péptids units a molécules
de classe Il s’han fet a partir de linies limfoblastoides. Quan s’analitzen els péptids de linees cel-lulars,
no només el contingut cel-lular es diferent al teixit original, siné que I'ambient extracel-lular és artificial i
no s'assembla al que rodeja les cél-lules in vivo (Chicz RM i col., 1992; Chicz RM i col., 1993; Hunt DF
i col., 1992; Rudensky i col., 1991). Tot i aixd I'Gs de teixit huma és dificil degut a la poca disponibilitat,
a la baixa expressié d’HLA-Il i a que la majoria de les mostres sén heterozigotes. Els primers péptids
associats a HLA de classe Il en teixit es van identificar en melsa de pacients amb artritis reumatoide.
Van identificar 17 lligands d’'HLA-DR a partir d’aproximadament 50 grams de teixit (Gordon RD i col.,
1995). Posteriorment Oshitani et al. van identificar 55 peptids units a HLA-DR de mostres d'intesti
huma de 4 controls i 18 pacients afectats per la malaltia intestinal inflamatoria (Oshitani, Hato et al.
2003). Més recentment s’ha publicat un estudi fet amb pacients amb sarcoidosis, on es van eluir 78
péptids d’'un pool de mostres de rentats broncoalveolars (Wahlstrom, Dengjel et al. 2007). Utilitzant
una estratégia diferent, un estudi del 2008 mostrava que la majoria dels péptids presentats per MHC-II
d’'un insulinoma de ratoli, derivaven de proteines expressades normalment per les cél-lules B dels illots
i que alguns d’ells eren reconeguts per cél-lules T CD4" dels ratolins NOD (Suri, Walters et al. 2008).
En el treball que aqui es presenta s’han obtingut 162 péptids de 7 mostres de tiroides de pacients
afectats per la malaltia de Graves. Hem estat capacos de seqiienciar péptids a partir de quantitats tan

petites com un gram de teixit, tot i la baixa i heterogénia expressié d’HLA-Il a les tiroides.

Les nostres dades no permeten distingir quin tipus cel-lular presenta aquests péptids, si les CFT o les
cel-lules de l'infiltrat, cel-lules B, DC o macrofags. Les cél-lules B son abundants en l'infiltrat de tiroides
amb GD on s’ha vist que arriben a formar centres germinals especifics d’autoantigen (Armengol, Juan
et al. 2001; Aloisi and Pujol-Borrell 2006). De fet, en aquest treball hem identificat un péptid d'una
immunoglobulina que segurament s’havia generat per internalitzacié d'un receptor de cél-lula B. Les

cel-lules dendritiques i els macrofags es troben en els teixits i tenen alta capacitat de captar material
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del teixit extracel-lular. Tot i aix0 a les tiroides de pacients amb GD no hi ha destrucci6 siné hiperplasia
del teixit, i les CFT estan hiperactivades pels anticossos agonistes anti-TSH-R. Aquesta hiperactivitat
fa que estiguin continuament produint hormones i per tant endocitant tiroglobulina i altres components
del col-loide. En aquest context, podem hipotetitzar que essent més accessible per les CFT, els
péptids de tiroglobulina es poden associar a molecules de DR expressades en aquestes. La
identificacié de peéptids de poblacions aillades del teixit és de moment molt dificil degut a la poca
quantitat de material que es pot obtenir, inclis usant les técniques de separacié més eficients, per tant

encara no es pot assegurar quina APC presenta cadascun dels péptids identificats.

La majoria dels péptids seqlenciats provenien de proteines exdgenes, moltes de la matriu
extracel-lular i del col-loide. Les céllules fol-liculars de la tiroide estan rodejades per matriu
extracel-lular, el component principal de la qual és la fibronectina i les laminines (Miettinen and
Virtanen 1984). De fet les mateixes CFT poden produir i dipositar fibronectina insoluble (Di Matola,
Mueller et al. 2000). S’ha vist que la concentracié de fibronectina en plasma de pacients amb
hipertiroidisme és major que en individus control (Shirakami, Hirai et al. 1986). A més a més diverses
malalties autoimmunitaries que afecten al teixit connectiu presenten autoanticossos especifics de
proteines de la matriu extracel-lular. Concretament, pacients amb oftalmopatia associada a GD, com
TB449, presenten cél-lules T i Abs especifics per proteines de la matriu com col-lagen, laminina o
fibronectina. Una de les proteines més representada dins el pool de péptids era I'albimina. L'albdmina,
després de la tiroglobulina, és la proteina més abundant de la tiroide (Baggio, Medeiros-Neto et al.
1996) i, com la Tg, es troba dins el col-loide (Anderberg B i col., 1981), per aguest motiu no és estrany
gue la trobem ampliament representada dins el repertori de péptids associat DR. Una altre proteina de
la qual derivaven moltes seqiéncies, I'hemoglobina, també es localitza al col-loide de tiroides
hiperplasics (Ford, Lim et al. 1987; Ribeiro-Carvalho, Farias-de-Oliveira et al. 2002; Mohan Kumar,
Bobby et al. 2004).

Els péptids més interessants aillats de les tiroides sén els péptids de tiroglobulina: Tg(726-743) de la
mostra TB448, associat preferentment a DR407 per0 que també presenta capacitat d'unio pels dos
al-lels de I'naplotip DR2; Tg(2098-2112) de TB449, associat preferentment a DR3; i 6 peptids de la
mostra TB471, dos d’ells formant una familia de péptids solapats, Tg(2520-2532) i Tg(2520-2536).
Dels péptids de la mostra TB471 només un, Tg(2224-2240), presentava capacitat tedrica d'unié per
DR8 i la resta no tenien residus clars d'ancoratge a cap dels al-lels expressats a la mostra. La
tiroglobulina és un dels principals autoantigens de les AITD (Campbell, Doniach et al. 1956), i
constitueix entre un 75-80% del contingut proteic total del col-loide (Baggio, Medeiros-Neto et al.
1996). El fet que haguem pogut sequenciar diferents peptids de la tiroglobulina indica que aquests
complexes so6n abundants a les tiroides afectades, i per tant aquesta elevada densitat de lligands de
Tg poden ser la causa de I'activacio de cel-lules T especifiques. L’analisi de la resposta de cél-lules T

especifiques per aquests péptids és el seglient pas per definir quina poblacié funcional de cél-lules T

234



Discussi6 2

respon a aquests antigens. Existeixen moltes evidéncies de la importancia de la Tg en al etiologia de
les AITDs entre elles la preséncia d'autoanticossos en la majoria de pacients amb AITD i el fet que es
pugui induir tiroiditis experimental en animals (EAT) immunitzant amb Tg humana o de ratoli (Esquivel,
Rose et al. 1977). Inclis es pot induir EAT directament immunitzant animals amb determinats peptids
de Tg humana (Balasa and Carayanniotis 1993; Carayanniotis 2003; Flynn, McCormick et al. 2004).
Tot i que la rellevancia dels péeptids que hem identificat no es coneix, les dades publicades pel grup de
la Dra. Y. C. Kong demostren la patogenicitat del peptid Tg(2098-2112) en un model de ratoli
transgénic per DR3 amb EAT induida amb Tg humana (Flynn, McCormick et al. 2004). Les nostres
dades demostren per tant que un peptid de Tg potencialment patogenic pot generar-se in vivo i ser
presentat per molécules de DR3 en tiroides de pacients amb GD. Falta encara demostrar si la resta de
peptids expressats a la tiroides sén potencialment patogenics o si el que fan és regular la resposta
autoimmune. La preséncia excessiva de lligands de tiroglobulina associats a HLA-DR pot induir
l'activacid de cél-lules T efectores o la regulacié negativa per cellules T reguladores especifiques

d’alguns epitops de la Tg.

Malgrat I'alta expressié de tiroglobulina en el timus, permetent un alt nivell de tolerancia en la periféria,
la tiroglobulina te dos caracteristiques que la fan especial des del punt de vista immunologic: en primer
lloc és una proteina gran, de 2749aa, amb un elevat nombre de determinants criptics i potencialment
patogenics, la qual cosa podria dificultar el manteniment de la tolerancia immunologica. En segon lloc
té la capacitat Unica d'emmagatzemar iode, forcant al sistema immune a controlar un autoantigen
continuament modificat per un element de la dieta. S’ha identificat péptids iodats de la tiroglobulina
molt immunogeénics i capagos d’activar cél-lules T autoreactives (Champion, Page et al. 1991). A més
a més la iodacio s’ha postulat com un mecanisme capag de modificar el processament de la Tg per les
APC, generant epitops criptics que no es presenten en el timus i per tant no es produeix tolerancia,
essent potencialment patogénics (Carayanniotis 2003). Es interessant remarcar que dos péptids de la
mostra TB471 Tg(2508-2519) i Tg(2520-2532) formen part d'una seqiiéncia definida com epitop criptic
en un model experimental de ratoli, que només es genera quan els animals s'immunitzen amb Tg
altament iodada (Dai, Rao et al. 2002). La resta de péptids de tiroglobulina identificats en aquest

treball no s’han relacionat fins ara amb cap model experimental de malaltia tiroidal.

La majoria dels altres péptids naturals identificats derivaven de proteines ubiqlies i altament
expressades, és a dir, les proteines que s’esperaria que generessin els lligands de les moléecules de

DR a qualsevaol teixit.

L'heterozigositat i I'expressié en moltes mostres d’haplotips d’HLA amb més d’'un locus de DR viable,
dificulta molt I'assignacié de les sequiéncies a una de les molecules de DR expressades. Tot i la gran
base de dades de peptids especifics per cada al-lel, encara existeixen moltes molécules de les quals
es desconeixen els motius d’ancoratge, sobretot les codificades pels loci DRB3, B4 o B5 i algunes per

DRBL1. Per aquest motiu també es va decidir en aquest treball caracteritzar el motiu d’ancoratge de
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dues molécules de DR, DR407 i DR8, no definides fins al moment. Seria interessant també conéixer
els motius d’ancoratge de les molécules DRB3, B4 i B5 per poder determinar si alguns dels péptids
aillats de la tiroides sén bons lligands d’aquestes. Els gens de DRB3, DRB4 i DRB5 només es troben
en determinats haplotips i codifiguen cadenes beta que formen complex amb la cadena alfa,
monomorfica d’HLA-DR. Aquestes molécules son capaces de presentar péptids antigenics a cél-lules
T (Gorski, Irle et al. 1989; Shimoda, Nakamura et al. 1995) i sén menys polimorfiques que les DRB1.
Per tant els péptids que s’uneixin de manera eficient a aquests al-lels serien interessants alhora de
dissenyar peptids terapéutics més universals (Texier, Pouvelle-Moratille et al. 2001). Dels estudis
d'assignacio a al-lels i dels assajos d'unié de peptids a HLA-DR es dedueix que molts dels péptids
aillats sén de baixa afinitat, inclosos els péptids de tiroglobulina, i no s’han pogut assignar clarament a
cap dels al-lels expressats per la mostra. Altres pero tenien alta afinitat, com els péptids de la VE-
cadherina(196-210) presentat per DR3 i 'hemoglobina p(31-41) i el col-lagen a(11242-1257) per DR15.
De totes maneres s’ha demostrat que no existeix correlacié entre I'afinitat d’'un péptid individual i la
seva abundancia relativa, suggerint que I'abundancia de la font proteica i/o el processament sén més
importants a I'hora de determinar el nombre de complexes expressats (Engelhard 1994). Una altra
caracteristica interessant d’aquests péptids era la seva teorica promiscuitat, és a dir la seva capacitat

teorica d’'unié a més d’un al-lel d’HLA-DR.

L'analisi dels patrons de processament del péptids tiroidals demostren que molts dels péptids es
generen per restriccions post Lys, Met o Arg. Aquest patré es deu presumiblement a I'is de vies
secretores complexes i altament regulades per les célllules endocrines. El patr6 de proteases
expressat en aquestes cél-lules és especific i pot permetre la generacié diferencial de lligands de DR.
La importancia de [I'especialitzaci6 d'aquestes ceéllules a I'hora de presentar peéptids queda
demostrada en diferents treballs on descriuen célllules T aillades dels infiltrats que reconeixen
antigens presentats per céel-lules endocrines i no per les APC convencionals (Londei, Bottazzo et al.
1985; Weetman, Volkman et al. 1986; Dayan, Londei et al. 1991; Quaratino, Feldmann et al. 1996).

Les nostres dades per tant demostren que peptids especifics de teixit poden associar-se in vivo a
molécules d’'HLA-DR de teixits afectats per GD, i que per tant podrien estar involucrats en el procés
autoimmune potenciant la resposta. Tot i aixd gran part del repertori del pool peptidic associat a HLA-
DR deriva de proteines abundants i ubiqlies comuns a altres teixits. La rellevancia de tots aquests
péptids podria estar relacionada no només amb la patogénia siné també amb la capacitat de regular la
resposta. Aquests resultats son el punt de partida per la caracteritzacié de les cél-lules T especifiques
dels péptids i la seva funcié in situ. Tot i que I'Gs de tetramers amb péptids autolegs és dificil ja que el
nombre de cel-lules especifiques és molt baix i I'avidesa del TCR per tetramers amb péptids propis és
baixa (Nepom 2005), actualment estem desenvolupant aquesta tecnologia amb [I'objectiu de
determinar si les cél-lules T especifiques per aquests péptids estan realitzant funcions reguladores o si

so6n céel-lules efectores.
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Els resultats d'aquest treball han permés fer una primera caracteritzacid dels lligands especifics de
teixit tiroidal, que amb molta probabilitat es troben associats a molécules d’HLA de classe Il

expressades ectopicament per les cel-lules fol-liculars de la tiroide en la malaltia de Graves-Basedow.

Per poder fer aquest estudi acuradament primer s’han caracteritzat els motius d’ancoratge de dues de
les molecules expressades a les mostres de tiroides analitzades, DR407 i DR8. La definicié d’aquests
motius ens han permes identificar possibles lligands d’aquests al-lels entre els péptids eluits de les
mostres de tiroides. També vam poder relacionar I'estructura dels motius d’unié identificats amb els
d’altres al-lels i afegir informacio relacionada amb la susceptibilitat a malalties autoimmunitaries. Aixi,
en el cas de la molécula DR407, la comparaci6 es va fer amb altres variants de DR4 associades a AR
i la de DR8 amb al-lels associats a diabetis com DQ8 en humans i 1A% en ratolins. Les dades
obtingudes afegeixen informacié sobre I'associacié de determinades sequéencies aminoacidiques dels
llocs d’'uni6 al peptid de les molecules d’HLA-II amb la susceptibilitat a malalties autoimmunitaries. En
aquest cas, I'absencia d’Asp 57 en T1D, que es compleix a la seqiieéncia de DR8 o la preséncia de
I'epitop compartit en AR, absent a la sequiéncia de I'al-lel no associat DR407. La susceptibilitat a la
malaltia de Graves també s’ha associat significativament amb una seqiiéncia de la cadena B d’'HLA-
DR: la preséncia d’Arg a la posicié 74 (Arg B74), fent secundaria I'associaci6 amb HLA-DRS3. Els
residus més comuns en aquesta posicié son Ala i GIn que tedricament protegirien de GD, mentre que
I’Arg modifica I'estructura tridimensional de la butxaca P4 i esta associada amb susceptibilitat a la
malaltia. El mecanisme pel qual I'Arg 374 confereix susceptibilitat a GD sembla el mateix que involucra
I’AspB57 en la susceptibilitat a T1D, la intervencié directa d’aquest residu en la selecci6é d’epitops que
la molécula presenta a les cél-lules T CD4". Per tant, petites modificacions a la seqiiéncia que forma el
solc d'unio a peptid de les molecules de classe Il afecten la seva especificitat, de tal forma que els
al-lels de susceptibilitat poden presentar péptids immunogénics que no presentarien els al-lels

protectors.

La segona part de I'estudi ha generat informacio sobre els péptids especifics de teixit que s'uneixen a
molécules de DR en tiroides afectat per la malaltia de Graves. Les dades obtingudes revelen la
preséncia de péptids especifics del teixit i que al menys un daquests péptids especifics és
potencialment patogénic, ja que ho és en un model humanitzat de tiroiditis experimental en ratolins.
Aquests peéptids especifics de la tiroide sb6n de tiroglobulina, un autoantigen ben definit en
I'autoimmunitat tiroidal. Es interessant observar que, de tots els péptids de tiroglobulina, el que s'uneix
més clarament i amb suficient afinitat a un al-lel de susceptibilitat a GD (HLA-DR3), és precisament el
peptid patogenic en ratolins transgenics. La possible funcié patogénica o reguladora dels altres péptids
de Tg no s’ha pogut definir, encara que al menys dos d’ells semblen estar relacionats amb altres
péptids identificats com a tiroiditogénics en models experimentals de tiroiditis. Tot i aix0, la seqiiéncia
d'aquests péptids no compleix massa estrictament cap dels motius d'unié dels al-lels expressats pel

donant i per tant es considerarien lligands de baixa afinitat.
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Una pregunta important és perqué aquesta baixa afinitat entre els péptids de tiroglobulina. Encara que
no s’ha fet un estudi exhaustiu, hem observat que alguns péptids procedents de proteines ubiqgles
eren peptids d'afinitat tan alta com els controls positius (sempre sequencies d'epitops de patogens
confirmades). Entre aquests es troben, per exemple, péeptids de factors de complement o de col-lagen.
Aixi podem estar segurs que les cél-lules que expressen MHC de classe Il a les tiroides son
perfectament capaces de generar péptids de mida i seqiiencia correcta per unir-se amb alta afinitat a
les molécules de DR. Una possible explicacio de la baixa afinitat dels péptids de Tg i d’altres péptids
no tan especifics podria ser que efectivament aquests hagin estat generats per les CFT, que
expressen HLA-DR només en situacions d’'inflamacié cronica i que no estan dedicades a la generacio
de péptids de classe Il. Aquests peptids no canonics podrien ser responsables del manteniment, dins
el teixit, de respostes autoimmunitaries poc eficients perd amb potencial patologic en condicions

d’inflamacioé cronica.

Les dades del nostre laboratori sobre els repertoris peptidics presentats en melses humanes sén
suggerents en aquest context. Sembla evident que els repertori de peptids presentats en abséncia
d'infeccid per les cél-lules d'expressié constitutiva d’HLA-DR estan més seleccionats que els
presentats per cél-lules amb expressié d’HLA-DR induida (J. Collado, dades no publicades). Aixd pot
aplicar-se per exemple a les cél-lules B transformades amb EBV que s’han utilitzat per les analisis dels
repertoris peptidics o a les cél-lules epitelials en inflamacié. La transformaci6 limfoblastica amb EBV
indueix I'hiperexpressio dels gens de I'MHC. Aquesta expressio hipertrofica forcaria el mecanisme de
transport i estabilitzacié de molécules de DR sintetitzades de novo, fent-les més susceptibles a la
carrega de péptids no canonics. La situacid en teixits inflamats, tot i que no seria equivalent en quant a
I'hiperexpressio d’HLA, si que té lloc en cél-lules que no expressen constitutivament molécules de
classe IlI, i tot i que també expressen les principals molécules involucrades en el transport i
I'estabilitzacié d'HLA-DR (Catalfamo, Serradell et al. 1999), s6n cél-lules molt diferenciades i
especialitzades funcionalment amb mecanismes de sintesi proteica i de transport intracel-lular dedicats
a funcions poc relacionades amb I'expressié de classe Il. Per tant, presumiblement les molécules
d’'HLA-DR poden utilitzar fonts alternatives d’enzims, de chaperones i de peptids per arribar a
expressar-se a la superficie cel-lular. Aixd podria donar lloc a un processament de proteines
diferenciat del de les APC, per0o sobre tot podria resultar en la disponibilitat limitada de péptids
“presentables” en els compartiments de carrega, permetent la carrega de péptids de baixa afinitat o de
mides no adequades. La relativament baixa expressié de molécules “editores” dels repertoris com
HLA-DM, pot també intervenir en aquests processos. Encara que calen estudis molt més amplis,
aquest concepte emfatitzaria la potencial importancia dels péptids no canonics que aparentment es

poden presentar en situacions d’autoimmunitat.
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L'afinitat d’'uni6é dels péptids sembla doncs rellevant en el context de I'autoimmunitat. L'equilibri entre
ligands d’alta o baixa afinitat pot ser important per determinar la tolerancia a determinats epitops en el
timus. De fet, no esperariem que peptids d'alta afinitat fossin bons candidats com a epitops diana
d’atac autoimmune, ja que aquests presumiblement s’haurien generat i presentat eficientment en el
timus. En canvi, els lligands de baixa afinitat o poc abundants, també es podrien generar en el timus
pero haurien de competir amb els bons lligands per les molécules de MHC. Un possible resultat seria
la manca de tolerancia cap aquests epitops. Una aproximaci6 sistematica de comparacio de tots els
péptids no és possible amb la tecnologia actual, pero la comparacio de les capacitats d’'unié d’alguns
péptids amb la seva capacitat d'activar o regular cél-lules T podria ser molt informativa. Un fet que
facilitaria aquest estudi seria la modificacié de les sequiéncies d’aquests péptids en els llocs rellevants
d’ancoratge per identificar el seu potencial patogénic i comparar-los amb les seqiiencies naturals que
hem trobat. Aix0 seria possible en models animals, com el de la EAT induida en animals transgéenics
per HLA-DR3. Aquest estudi, en col-laboracié amb la Dra Yi-Chi Kong, del Department of Immunology

and Microbiology, Wayne State University School of Medicine, de Detroit, esta actualment en procés.

Aquestes noves dades reobren la discussié sobre I'is de péptids com a vacunes en el cancer i en la
autoimmunitat (Engelhard, Bullock et al. 2002; Itoh and Yamada 2006; van der Burg, Bijker et al. 2006).
Els péptids units al MHC so6n potencialment interessants pero el seu rol en el reconeixement per
celllules T és molt variable ja que poden actuar com a agents inhibidors o estimuladors. La frontera
entre aquestes dues funcions és fragil ja que no hi ha diferencies evidents entre els péptids
reconeguts per cel-lules efectores o reguladores. L'analisi dels péptids tolerogénics en vers els
activadors podria aportar algunes respostes pero la identificacio dels limfocits T capagos de reconeixer

cada péptid i la seva funcié en els infiltrats de tiroides és encara necessaria.

La identificacié de lligands de DR presentats in situ en teixit huma autoimmune, més el coneixement
precis dels motius d‘unié als al-lels expressats pels pacients, obre la possibilitat de modificar les
sequeéncies peptidiques d'aquests péptids expressats. Aquesta estratégia pot ser util: 1) per generar
eines per la identificacié funcional de les ceélllules T especifiques d'aquests péptids, per exemple
augmentant l'afinitat per les molécules de DR modificant les seqiiéncies dels péptids i produint
tetramers 0 nanoparticules d’alta estabilitat i 2) en el futur, per dissenyar terapies amb péptids
especifics que, mantenint la seva capacitat d’'unié a les molécules de DR, puguin modular la resposta

immunitaria in situ.
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Conclusions

CONCLUSIONS:

Objectiu I:

»

L'Gs de péptids naturals permet identificar amb precisié els motius d'ancoratge de molécules
d’'HLA-DR

HLA-DR407 (DRA1*0101/DRB1*0407) presenta un motiu d'ancoratge semblant a les altres
variants de DR4 perdo amb dos diferéncies principals: preferéncia per Asp en P7, i posicié P4 no

restrictiva

El motiu d’ancoratge d’'HLA-DR8 (DRA1*0101/DRB1*0801) presenta una marcada preferéncia per
residus acids en P9, caracteristica compartida amb altres molécules associats a T1D, DQ8 i DQ2
en humans i I-AY en ratolins

A diferéncia dels altres al-lels associats a diabetis, DR8 mostra preferencia per un residu de Lys
en posicié 4 o 6. La preséncia de Lys en una d'aquestes posicions impedeix la preséncia de Lys a
I'altre posicio

Els repertoris de péptids dels al-lels estudiats solapen amb els d’altres al-lels de DR, pero tenen

caracteristiques propies que permeten definir ligands especifics per cada un d’ells

Objectiu II:

4

Es possible seqiienciar péptids presentats per molécules de classe Il a partir de quantitats molt

petites de teixit

Els péptids presentats per HLA-DR en tiroides afectades per la malaltia de GD sén péeptids
autdlegs amb una mida de entre 8 a 33 aminoacids generats tan per la via endocitica com per la

citosolica

La majoria dels péptids identificats provenen de proteines exogenes, de la matriu extracel-lular o

del col-loide tiroidal

Hem identificat diversos péptids de tiroglobulina presentats per molécules d’'HLA-DR en tiroides

autoimmunes. La tiroglobulina és un dels principals autoantigens de les AITD
La gran majoria dels péptids de tiroglobulina sén péptids de baixa afinitat

El processament que genera péptids a les tiroides afectades per GD presenta certes peculiaritats
com un patro de restriccio caracteristic i la preséncia d’'un nombre elevat de péptids dels extrems

de les proteines
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INTRODUCCIO

Aquest treball s’ha fet en col-laboracié amb el grup de la Dra Isabelle Schwartz-Cornil, del Centre de

Recerca INRA de Jouy-en-Josas, Franca. En el seu laboratori tenen a punt un sistema de canulacié

del conducte limfatic cervical pseudo-aferent en bens que permet col-lectar limfa en condicions

fisiologiques. Amb aquesta metodologia es poden recolectar grans quantitats de cél-lules dendritiques

(DC) de diferents subtipus aixi com altres leucocits circulants provinents de les mucoses oro-nasals

abans de la seva entrada als noduls limfatics (Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2005; Schwartz-Cornil,

Epardaud et al. 2006). Aquestes mucoses soOn
portes d'entrada al cos i estan amb contacte
constant amb grans quantitats d’'antigens orals o
inhalats aixi com patogens potencials.

La cateteritzaci6 del conducte limfatic
pseudoaferent s’ha dut a terme préviament per
estudiar la migracio cel-lular i el transport antigenic
dins la limfa (Howard, Sopp et al. 1997; Liu, Zhang
et al. 1998; Hein, Barber et al. 2004; Bonneau,
2006),

metodologia s’ha demostrat la preséncia de dues

Epardaud et al. i gracies a aquesta
subpoblacions de DC en varies espécies, rates
(Huang, Platt et al. 2000), bovins (Howard, Sopp
et al. 1997) i ovins (Pernthaner, Cole et al. 2002;
Epardaud, Bonneau et al. 2004)

Figura 1: Localitzacio dels noduls limfatics del cap

del conducte cervical

L'objectiu d’aquesta col-laboraci6 era fer una primera aproximacié a I'estudi dels péptids associats a

classe Il en cél-lules dendritiques provinents de la periféria abans d'entrar al gangli en abséncia

d’infeccié. Aquest treball pot aportar informacié sobre la funcié d'aquestes cél-lules en la regulaci6 del

sistema immunitari.

Les dificultats del projecte radicaven primer en I'obtencié d’'un nombre suficient de cél-lules per poder

identificar péptids i després en I'escassa informacio disponible sobre el proteoma ovi. El nombre

maxim de cel-lules que es va poder recollir d’'un mateix animal va ser 260-10° amb entre 25-40% de

DC. Per altra banda, a I'hora d‘identificar els péptids es va haver d'utilitzar una base de dades de

proteines de mamifers ja que la de bens no esta completa, per tant part de la informacié obtinguda es

podia perdre.
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1. EL SISTEMA LIMFATIC

El sistema limfatic és I'encarregat de drenar el liquid intersticial de la pell, els epitelis i els diferents
organs (Figura 2). El liquid intersticial absorbit, anomenat limfa, flueix a través dels vasos limfatics fins

al conducte toracic on el liquid és retornat al sistema circulatori per la

(J_W vena cava superior. La limfa és un liquid molt similar al plasma
Conducio \\ ') sanguini, perd que conté un elevat nombre de leucocits. També conté
finfitico  )1° ") Condecto . . . . L R
dl.-m_hn_/l T tonbclen proteines, restes cel-lulars i pot contenir particules foranies i patdogens.

o /

I,ff ! f ||. x\n Els ganglis limfatics es troben interposats al llarg dels vasos limfatics i
(I } : ,i'_ ,: actuen com a filtres que mostregen la limfa abans que aquesta torni a
| .,-’;I : | 1| !, la sang. Els antigens solubles i particulats, presents a la pell, mucoses i

i\ oy L
[ '| - |I II"x ‘-,II altres teixits entren al sistema limfatic i sén transportats als ganglis
| A Y LA \ S . . . .
\ .." AT et N\ \ limfatics. Els antigens també poden ser recollits per DC immadures
e i | ] . . . . . . . \ -
'l\‘ I\J\ ,Id‘ -':I L \"x residents als epitelis i ser transportats fins als ganglis limfatics
i ! P | e
LT h A roximals.
. 8 T |I \ Lr.,_r{,;q P

Vo s

\ J linfaicos Quan la limfa entra als noduls limfatics (NL) pels vasos limfatics

| /

1|_ | T I-l aferents, es filtra a través de I'estroma. Les DC portadores d’antigen un
J |

[ ’ull:'.l '| cop al gangli es situen al paracortex, zona rica en cél-lules T. Per altra
1

‘H :.I ."I banda cél-lules residents a I'estroma ganglionar com macrofags, DC i

b (R [ limfocits B poden processar els antigens solubles o opsonitzats

) 'H {

ALK transportats per la limfa. D’aquesta manera els limfocits B, les DC i els

Figura 2: Sistema limfatic macrofags un cop han processat els antigens poden presentar-los a les
huma

cel-lules T.

Al llarg dels anys s’ha anat fent treballs de caracteritzacio, cada cop més precisos, de les diferents
poblacions presents a la limfa de mamifers. A principis dels 70 es va fer un estudi comparatiu del
contingut cel-lular en ovins, de la limfa periférica (limfa que no ha passat per cap NL) i la central (que
ha passat a través d’'un NL) (Smith, Mcintosh et al. 1970). En aquest treball descrivien visualment el
contingut cel-lular, i veien que la poblacié majoritaria de la limfa periférica eren els limfocits, que
representaven entre 75-90% i la resta eren entre un 5-20% macrofags i entre un 0-5% altres tipus
cel-lulars (incloent neutrofils, eosindfils, basofils), a la limfa central en canvi entre un 95-100% eren

limfocits i entre un 0-5% altres tipus cel-lulars.

Posteriorment en un estudi més exhaustiu, amb Ab monoclonals, on caracteritzaven les poblacions
cel-lulars de la limfa periférica de bens, observaven que un 83.5% de les cél-lules eren limfocits T i un
13.3% B. Un 50.2% dels limfocits eren cél-lules T CD4", mentre que un 7.3% eren CD8". Pel que fa
referéncia a l'expressi6 de MHC entre els limfocits un 71.1% eren classe | positius i un 21.8%
expressaven classe Il. En quan a altres tipus cel-lulars no limfoides, hi havia entre 1-10% de DC
(Bujdoso, Hopkins et al. 1989). Els macrofags i cél-lules velades (DC) de la limfa periferica

expressaven classe Il i classe | (Hein, McClure et al. 1987).

Vi
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En un treball més recent fet en bens es va veure que la limfa cervical contenia majoritariament
cél-lules T CD4" (entre un 50-60%), principalment cél-lules memoria, CD45RA’ i CcD2" i hi havia entre
un 11-24% de cél-lules CD25", que podrien correspondre a cél-lules T reguladores. De la resta de
cél-lules, hi havia entre un 8-13% de limfocits T CD8", 9-15% de cél-lules B, 3-6% ceél-lules T /5, 0.1-
2% de monocits, 0.1-3% de granulocits i aproximadament un 1% de DC, amb entre 0.2-0.5% de DC
plasmacitoides (CD45RB", MHC 1) (Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2005).

2. LES CEL-LULES DENDRITIQUES

Les cél-lules dendritiques tenen un rol central en l'activaci6 de les céllules T naive. Estan
especialitzades en la captacid i el processament d’'antigens, per presentar-los via MHC als limfocits T i
iniciar una resposta immune. Capten l'antigen en els teixits periférics, a través de mdltiples
mecanismes (pinocitosi, fagocitosi, endocitosi per receptor) (Lanzavecchia 1996) i el transporten als
noduls limfatics (NL). La captacio d’antigens i I'inici de la resposta immune son funcions que la DC du

a terme en diferents estadis funcionals, anomenats immadur i madur (Figura 3)
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Figura 3: Estats funcionals de les DC. DC immadures, capten antigen, tenen diferents receptors per realitzar
aquesta funcio. DC madures, pateixen canvis com l'augment de I'expressiéo de complexes MHC-péptid i de

molecules coestimuladores, la sintesis de citocines, i I'expressié de receptors de quimiocines i citocines.

Les DC immadures es troben a la pell i als epitelis intestinals i respiratoris, que sén les principals vies
d'entrada dels antigens. Aquestes ceél-lules expressen nivells baixos de MHC i de molécules
coestimuladores, i acumulen molécules de MHC Il ens els compartiments endosomals. La seva
principal funcid és la captacio i transport d’antigens als NL drenants. Estan equipades amb una série
de receptors de patrons moleculars, com els toll-like (TLR) i receptors de citocines i quimiocines que
les guien cap als organs limfoides secundaris. Durant aquest viatge fins als NL les DC van madurant i
comencen a expressar nivells alts de MHC i molécules coestimuladores a la membrana. Les DC
madures sén eficients presentadores d’antigen i estimuladores de les cél-lules T i es localitzen a les
zones T dels NL (Villadangos and Schnorrer 2007). La maduracié es dona en resposta a productes

microbians a través de TLR o a senyals provinents de cél-lules T activades o macrofags.

VIl
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Les DC també que sén capaces d'induir tolerancia (Finkelman, Lees et al. 1996). Inicialment es va

suggerir que la tolerancia i

la immunitat eren dutes a terme per les DC en els diferents estats

funcionals (Finkelman, Lees et al. 1996) (Figura 4), pero posteriorment s’ha vist que DC fenotipicament

madures també poden induir tolerancia (Albert, Jegathesan et al. 2001).
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L'analisi de les DC del timus,

al seu origen hematopoietic,

poblacié de ceél-lules T reguladores

Muture Raviersry | s

melsa i NL ha mostrat la gran heterogeneitat d'aquesta poblacié en quan

al cicle de vida i a les caracteristiques funcionals (Shortman and Naik

2007; Villadangos and Schnorrer 2007). En varies espécies de mamifers, entre elles ratolins, humans
(Shortman and Liu 2002; Wu and Dakic 2004) i porcs (Summerfield, Guzylack-Piriou et al. 2003;

Summerfield and McCullough 2008), s’ha vist que existeixen dos grans categories de DC, les DC

convencionals (cDC) i les DC plasmacitoides (pDC). Aquests subgrups difereixen en I'expressié de

marcadors i en la seva funcio.
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2.1 Cel-lules dendritiques plasmacitoides (pDC)

Les pDC son les ceél-lules més potents alhora de produir IFN-o. quan s’activen via TLR-7 o TLR-9 per
virus o bacteries. En estat de repos es troben al timus i als organs limfoides secundaris (Summers,
Hock et al. 2001; Asselin-Paturel, Brizard et al. 2003; Okada, Lian et al. 2003), i a baixes
concentracions als pulmons (de Heer, Hammad et al. 2004), fetge (Abe, Zahorchak et al. 2004), pell
(Zaba, Fuentes-Duculan et al. 2007) i a la sang (Diacovo, Blasius et al. 2005). El rol de les pDC com a
presentadores d’antigen no esta del tot clar. Durant el seu procés maduratiu adopten la morfologia
tipica de cél-lula dendritica i incrementen I'expressié en superficie de MHC de classe Il i de molécules
coestimuladores, la qual cosa fa pensar que com les cDC, les pDC madures poden activar cél-lules T
naive (Bjorck 2001; Nakano, Yanagita et al. 2001; Villadangos and Young 2008). En un treball recent
s’ha vist que les pDC un cop activades segueixen ubiquitinant i per tant internalitzant els complexes
peptid-MHC, aquesta caracteristica les fa ineficients alhora de presentar antigens exogens, pero les fa

capaces de processar de manera continua antigens virals o propis (Young, Wilson et al. 2008).

Molts articles reporten que les pDC arriben als NL i a la melsa per la via sanguinia, a través de les
vénules d’endoteli alt i no per la limfa (Yoneyama, Matsuno et al. 2004; Diacovo, Blasius et al. 2005),
una visio reforcada per la manca aparent de pDC als vasos limfatics aferents provinents de l'intesti o
del fetge de rates (Yrlid, Cerovic et al. 2006). Altres treballs pero, descriuen la preséncia de pDC a les
vies limfatiques aferents de la pell no inflamada de porcs i bens (Riffault, Eloranta et al. 1996; de Heer,

Hammad et al. 2004; Pascale, Contreras et al. 2008).

2.2 Cél-lules dendritiques convencionals (cDC)

Les cDC es poden subdividir en 5 poblacions que es distingeixen pel seu patrd d'expressido de
marcadors, aquestes poblacions poden agrupar-se en dos grans grups en funcié de la seva via
d’accés als organs limfoides: DC migradores o DC residents (Villadangos and Schnorrer 2007). Les
DC migradores es subdivideixen en cél-lules de Langerhans i intersticials: aquestes cel-lules es troben
a la periféria on capten Ags, i des d’alla viatgen fins als NL on presenten un fenotip madur. S’ha vist en
estudis amb ratolins en condicions lliures de patogens o deficients en molécules de senyalitzacié dels
TLR (My88 i TRIF) que aquests animals contenen el mateix nombre de DC migradores que els ratolins
normals (Huang, Platt et al. 2000; Walton, He et al. 2006), i que aquestes presenten un fenotip madur,
com en els ratolins normals. Aix0 implica que la migracid i maduracio de les DC és constitutiva i
independent de la preséncia de patdgens o de la senyalitzacié per TLR, i que components inflamatoris

alliberats de manera constitutiva en baixes quantitats en els teixits periferics podrien activar-les.

El segon gran grup son les DC residents, que constitueixen I'altre meitat de les DC dels NL i totes les
de la melsa i el timus. Es subdivideixen en tres grups: CD4" DC, CD8" DC i CD4’, CD8 DC. Aquests
cel-lules no segueixen el paradigma de les cél-lules de Langerhans sin6 que es desenvolupen a partir

de precursors de medul-la 0ssia dins els organs limfoides sense previ pas per la periferia (Liu, Waskow
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et al. 2007; Shortman and Naik 2007). Presenten un fenotip immadur tota la seva vida a no ser que

rebin senyals d’activacio (Wilson, El-Sukkari et al. 2003).

2.3. Subpoblacions de dendritiques a la limfa dels bens i d’altres espécies mamifers

En mamifers no humans s’esta comencant a estudiar les poblacions homodlogues de DC. En rates s’ha
observat I'existéncia de dues subpoblacions de DC a la limfa provinent de l'intesti (Liu, Zhang et al.
1998). Una poblaci6 CD4" OX41" (membre de la familia SIRP (signal regulatory protein)) amb
caracteristiques funcionals de DC madura: elevada expressié6 de MHC Il a superficie i capacitat de
presentacié d'antigen, i I'altra CD4/0X41, amb alts nivells de MHC Il pero débil com a APC tot i
expressar B7. Aquesta Ultima poblacié conté inclusions citoplasmatiques de citoqueratines i esterases
no especifiques i transporta de manera constitutiva cossos apoptotics de cél-lules epitelials intestinals,
a les arees T dels ndduls limfatics mesentérics (Huang, Platt et al. 2000). Aquest subgrup de DC
capa¢ d'endocitar i transportar constitutivament ceél-lules apoptotiques podria tenir un rol en el
manteniment de la tolerancia oral a lo propi i a antigens innocus de la flora comensal o dels aliments
(Finkelman, Lees et al. 1996; Huang, Platt et al. 2000).

En un treball anterior de la Dra Schwartz-Cornil, on utilitzaven la técnica de canulacié del conducte
limfatic eferent en bens, també van observar dues subpoblacions de DC una CD1b* CD26" SIRP" i
laltre CD1b" CD26° SIRP'. La poblacié6 CD26™ SIRP’, transportava cossos apoptotics, fragments de
cél-lules epitelials i inclusions de citoqueratina en el citosol (Epardaud, Bonneau et al. 2004). Els seus
resultats mostraven que les mucoses no afectaven I'estat de maduracié de les DC que migraven pero
si que s'afavoria la sortida del subgrup de DC que mostrejava antigens propis i probablement

ambientals per ser processats i presentats als NL.

2.4. Paper de les DC en el manteniment de la tolerancia

Com ja hem vist les DCs s6n una poblacio heterogenia, amb funcions importants tan per la immunitat
com per la tolerancia (Shortman and Naik 2007; Villadangos and Schnorrer 2007). Molts estudis
demostren que la tolerancia periférica a antigens propis de teixit es controlada per la captacio
d’antigens propis per les DC, mitjancant la delecié de cél-lules T efectores o la generacié de cél-lules T
no responedores o reguladores (Huang, Platt et al. 2000; Scheinecker, McHugh et al. 2002; Steinman
and Nussenzweig 2002). La captacié de fragments apoptotics és un mecanisme que usen les DC per
capturar antigens pero que no les activa (Inaba, Turley et al. 1998; Huang, Platt et al. 2000), per tant
es creu que contribueix a la induccio de la tolerancia (Figura 5). A més a més s’ha demostrat que el
trafic constitutiu de DC pot tenir lloc en abséencia d’estimul (Smith, McIntosh et al. 1970; Hill, Edwards
et al. 1990; Janeway 1992; Matzinger 1994).
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El nombre de DC que arriba als NL també és un element clau en la induccié de la resposta immune
(Sallusto and Lanzavecchia 1999). Un elevat nombre de DC activades pot iniciar una resposta immune,

mentre que un baix nombre de DC condueix a una situacié de tolerancia.
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Figura 5: Modulacié de la maduracié de les DC
per ingestié de ceél-lules apoptotiques. Les DC
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3. EL SISTEMA MAJOR D’HISTOCOMPATIBILITAT DELS BENS: OVAR-MHC

El complex major d’histocompatibilitat es troba a totes les espécies de vertebrats mandibulats
estudiats fins al moment. En bens, I'Ovar-MHC esta molt poc caracteritzat, en comparacié amb els
d’'altres espécies d'animals domeéstics. Es va identificar per primer cop al 1978 amb estudis de
serologia i se'l va anomenar OLA (ovine leukocyte antigen) (Millot 1978), perd posteriorment, per
uniformar la nomenclatura de MHC dels vertebrats, se’l va designar com a Ovar-MHC. L’estructura
basica del MHC és similar a la de qualsevol altre mamifer (Dukkipati, Blair et al. 2006) (Figura 6). En
general les regions de classe Il i lll son bastant semblants, deriven d’un mateix ancestre i no han estat
subjecte a molts reordenaments (excepte en els remugants) i es conserva l'ordre génic. En els
remugants, la regio de classe |l esta dividida en dues subregions a i b (Andersson and Rask 1988; van

Eijk, Beever et al. 1995). La regi6 de classe | ha reordenat varies vegades (Kelley, Walter et al. 2005).

En bens la regi6é de classe | no esta ben caracteritzada, i hi ha certa controvérsia sobre el nombre de
loci de classe |. Existeix poca informacié sobre el polimorfisme d’aquesta regid, pero alguns autors
suggereixen que és elevat i que varia entre les diferents poblacions (Ellis 2004), de fet alguns estudis
genetics han demostrat I'existencia de 5-13 al-lels en aquest locus i que varia en funcié de les races
(Paterson 1998; Gruszczynska, Charon et al. 2002). La nomenclatura dels gens de MHC classe | es

troba a la base de dades dels polimorfismes de MHC (IPD; www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/index.html;)
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Figura 6: Representacié esquematica de I'estructura de I'Ova-MHC (Dukkipati, Blair et al. 2006)

De les tres regions de 'MHC ovi la de classe Il és la que esta més ben caracteritzada (Dukkipati, Blair
et al. 2006). Com en altres especies de mamifers es classifiquen en diferents families: DP, DQ i DR
(Puri and Brandon 1987) i s’ha vist que DQ i DR presenta certes homologies amb els gens d’HLA (Puri,
Gogolin-Ewens et al. 1987; Puri, Scott et al. 1987; Scott, Choi et al. 1987).

Els gens DR sén molt polimorfics i les molécules que codifiquen s’expressen a més altes
concentracions que les de DQ. El locus DRB és el més polimorfic de tots els gens del MHC i existeixen
multiples copies, algunes funcionals i d’'altres no, fins al moment hi ha descrits 4 loci DRB, el gen
DRB1 funcional es localitza a un d’ells i els pseudogens DBB2, DRB3 i DRB4, es troben en els 3 loci
restants (Scott, Maddox et al. 1991).
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MATERIAL | METODES

4. OBTENCIO DE LES MOSTRES

La recol-leccié de la limfa dels diferents bens es va fer en el Centre de Recerca INRA de Jouy-en-
Josas, Franca, mitjangant el sistema de canulacié del conducte limfatic cervical pseudo-aferent en
bens, que permetia col-lectar grans quantitats de limfa en condicions fisiologiques. La técnica inclou
tres passos: 1) Eliminacié del noduls limfatics d'un costat del cap. 2) Cateteritzacio dels conductes

limfatics cervicals després de dos mesos. 3) Recol-leccié de la limfa i purificacid de les cél-lules.

En un treball anterior es demostrava que les ceéllules drenants dels conductes limfatics
pseudoaferents eren originals de les mucoses orals i nasals (Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2005).
Les ceél-lules que es collecten amb aquest sistema inclouen: cél-lules fagocitiques incloent DC,
granulocits i monocits, cél-lules T CD4* de memoria CD45RA” CD2" integrina B7°, cél-lules T CD4"
CD25", CD8" i y8, i limfocits B.

La limfa es recol-lectava durant tota la nit en un flasc de cultiu amb 500 IU d’heparina, 10000 IU de
penicil-lina i 10mg d’estreptomicina, aproximadament es recollien unes 50x10° cél-lules per hora. Les
cel-lules es separaven amb un gradient densitat de iodixanol (Optiprep; Nycomed Pharma) per enriquir
les cél-lules de baixa densitat (LDL: low-density lymph) (Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2006). Un
cop recuperades, es centrifugaven a 700g durant 7 min i s'usaven directament o es congelaven amb
10% DMSO en serum bovi fetal. Per eluir els péptids de MHC, les mostres es centrifugaven a 700g
durant 7 min en criotubs i els botons cel-lulars es congelaven directament amb nitrogen liquid. Un cop
es tenien tots els vials preparats s’enviaven a la UAB per I'eluci6 i posterior caracteritzacio dels péptids.
Les cel-lules mononuclears de sang periférica (PBMC) s’aillaven fent un gradient de Percoll (Chevallier,
Berthelemy et al. 1998). Les mostres s’enviaven a la UAB en les mateixes condicions, per a I'elucio

dels péptids.

5. MOSTRES ANALITZADES

S’ha usat 12 bens per I'estudi: 3 per I'analisi fenotipic dels PBMC (#97, #12 and #03), 4 per I'analisi
fenotipic de les poblacions limfatiques (#78, #70, #58 and #55), 2 bens (50303 i 41931) i una barreja
de limfa de 4 bens per I'elucioé dels péptids de cél-lules de la limfa i 1 be per I'elucié de péptids de
PBMC (50303).

El llistat de les mostres processades per I'extraccié de péptids s'indica a la taulaTaula 1. Alguns dels
vials de la mostra 50303 tenien isopenta en els criotubs, la qual cosa com es va veure posteriorment

va embrutar bastant la mostra.
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N° de N° de
Mostres de be Cel. DC % DC
50303 260.5x10°  24.7 64.4
41931 180 x10° 22 39.6
Pool limfa de bens 360 x10° 15 54
PBMC be 50303 400 x10°

Taula 1: Mostres de limfa usades per I'extraccié de péptids. El n° de cel-lules s’indica en milions.

6. TINCIO CEL-LULAR DE SUPERFICIE

Es deixaven 5 x 10° PBMC o LDL (> 95% viabilitat) amb medi FACS (RPMI-1640 amb 4% sérum de
cavall (HS)) en gel durant 15 minuts. Els anticossos primaris, 50 ul de sobrenedant d’hibridomes sense
diluir (CD4 (ST4, 1gG1), Pan B (DU2-104, IgM), CD11c (OM1, IgG1)) o diluits a 1 pg/ml amb medi
FACS (CD8 (CACT80C, IgG1), v/5 T cell (86D, IgG1), CD1b (Th97A, IgG2a), MHC de classe Il (Th21A,
IgG2b), CD14 (CAM36A, 1gG1l) s’incubaven durant 30 min a 4°C. El cocktail de mAbs pan T incloia
anti CD4, anti CD8 i anti y/6 (tots IgG1). Després de dos rentats, les cél-lules s'incubaven durant 30
min a 4 °C amb un anticos secundari de cabra contra els isotips especifics de ratoli (GAM) conjugat
amb fluorescein- (FITC), phycoerythrin- (PE), tricolor o Cyanin-5 (Cy-5), diluit a 1:200 (Caltag
Laboratories). Posteriorment es feien dos rentats amb medi FACS. Es van usar 1gG1, 1gG2a, IgG2b i
IgM de ratoli irrellevants com a controls d’isotip (ISC). Les cél-lules marcades resuspeses amb medi

FACS es van analitzar amb un FACSCalibur™ usant els software CELLQuest™ (Becton Dickinson).

6.1. Analisi comparativa dels nivells d’expressio en superficie de molécules de classe Il a

les cél-lules de lalimfa.

Els nivells d’expressi6 en superficie de les molécules de MHC Il de les cél-lules CD1b" i CD1b" es van
mesurar per quantificacio indirecte del valor mig d’'intensitat de fluorescéncia lineal (MFI) (Wozniak
2004). La relacio entre el valor mig de molécules de MHC Il a les cél-lules CD1b" i a les CD1b es va
calcular mitjancant la férmula [MFI lineal MHC Il - MFI lineal isotip control] a les cél-lules CD1b" : [MFI

lineal MHC Il - MFI lineal isotip control] a les cél-lules CD1b'.

7. PROTOCOL D'ELUCIO DELS PEPTIDS ASSOCIATS A LES MOLECULES DE MHC

La generacio de les columnes d’'immunoafinitat i I'elucié dels péptids es va fer utilitzant els mateixos

protocols descrits en la seccioé de material i métodes d’aquesta tesis.

Abans de plantejar-nos la realitzacié d’aquest treball vam haver de comprovar si algun dels hibridomes
dels quals disposavem, produien anticossos que reconeguessin les molécules de MHC dels bens, ja

que per la construccié de les columnes es necessita una gran quantitat d’anticos, no disponible
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comercialment. Per comprovar-ho es comparaven les tincions de citometria de cél-lules de la LDL amb
anticossos especifics de bens i amb els anticossos dels quals disposavem dels hibridomes productors.
Es va veure que ni L243 ni B8.11.2 reconeixien les molécules de bens perd en canvi I'anticos EDU-1
(especific d’'un epitop comu de les molecules d’'HLA-II) si, per tant es va procedir al creixement i
purificacio de I'anticds per poder construir les columnes d'immunoafinitat. Els resultats de les tincions
es mostren a la Figura 7.

Isotype contro

Figura 7: Tincié per citometria de la mostra de be 41817. La tincié es va fer a partir d’'una mostra
congelada de cél-lules limfatiques enriquides amb un gradient d’optiprep. A la part de dalt de la figura es

mostra el control negatiu i el control positiu amb una anticos anti-MHC Il especific de be.

8. ANALISIS PER ESPECTROMETRIA DE MASSES DELS REPERTORIS PEPTIDICS
ASSOCIATS A MHC DE CLASSE Il OVi

Les mostres es van analitzar per LC-uESIMS/MS capil-lar, la mateixa tecnologia que es va utilitzar per
la linia cel-lular JHAF. El processament de les mostres es va fer segons el protocol descrit a I'apartat
de material i métodes. L'Unica diferéncia era que en el cas de les mostres de be es va establir una
exclusio dinamica de 2, ja que aixi teniem més possibilitats d’obtenir un espectre bo d’'un mateix péeptid
fraccionat i d'aquesta manera tampoc perdiem gaire informacio ja que el nombre de péptids presents a
la mostra era molt baix.
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9. CERQUES A LES BASES DE DADES

Els espectres de fragmentacié MS? es van buscar usant el programa SEQUEST (Bioworks v3.3,
ThermoFisher, San Jose, CA) contra una base de dades de mamifers, els parametres de cerca
s'expliguen amb detall a I'apartat de material i métodes. Totes les identificacions obtingudes es van
revisar manualment, igual que tots els espectres bons, per intentar sequenciar-los de novo

manualment.

Com que la base de dades de proteines ovines és molt reduida, en molts casos es va haver d'utilitzar
les bases de dades humanes, bovines o d'altres mamifers. En alguns casos, les sequéncies
obtingudes coincidien exactament amb la proteina bovina, humana o d’altres especies usades, pero
en daltres la sequéncia obtinguda tenia alguna modificacié i per tant la identificacid dels péptids en
molts casos es va haver de fer de forma manual. S’ha de tenir en compte que les modificacions entre

sequencies d’'aminoacids amb el mateix pes molecular no es poden detectar amb aquest sistema.
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RESULTATS

10. EXPRESSIO DE MHC DE CLASSE Il A LES CEL-LULES LDL | EN PBMC DE BENS

S’ha demostrat que les DC contingudes a la limfa del conducte pseudoaferent de la pell, identificades
amb el marcador CD1b, representen al voltant del 3% del total cel-lular de la limfa dels bens, amb un
75% de limfocits T, 10% de B i <1% de monocits (Bujdoso, Hopkins et al. 1989; Mackay, Marston et al.
1990; Epardaud, Bonneau et al. 2004; Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2006). El gradient de baixa
densitat permet un enriquiment de fins al 50% de DC. Per comprovar si aquesta metodologia era
adequada per obtenir una font acceptable de DC per I'elucié de péptids, es va mirar I'expressié de
MHC Il a les ceél-lules de la LDL. Un 72.1+ 7.7% (Figura 8), eren positives, amb cél-lules d’expressié
elevada (40.1 £ 11.3%) i altres amb expressio mitja (30.8 + 8.9%). El percentatge mig de DC a les
poblacions cel-lulars de la LDL de 4 bens diferents, era de 38.5 + 10.3%, mentre que les cél-lules T, B i
monocits representaven el 29.2 + 5.3, 8.8 + 5.5, 2.3 + 1.8% respectivament (Figura 8B). Alguns
subgrups de LDL no es van poder assignar a cap poblacié coneguda. Les cel-lules CD1b+ (DC)
representaven més del 52.8 + 12.4% de les cél-lules positives per MHC de classe Il (Figura 9). Les
cel-lules d'alta expressié de classe Il, contenien un 89.6 + 6.4% de DC, mentre que la poblacié amb
nivells mitjans d’expressié era heterogenis i incloia DC (9.4 + 11.3%), limfocits T (44.3 £ 13.5%),
cel-lules B (17.6 £ 8.2%) i mondcits (3.3 + 2.7%). En resum I'analisi de I'expressié de MHC de classe Il
per les cél-lules LDL va mostrar que hi havia una alt percentatge de cél-lules amb nivells elevats
d’expressio i que la majoria d’aquestes cel-lules eren DC. Les cél-lules que no eren DC expressaven

nivells mitjans de MHC Il i eren majoritariament limfocits T.

S’havia vista anteriorment que el MFI lineal era proporcional al nombre de molécules expressades a la
superficie cel-lular (Sukwit, Chuenchitra et al. 2005). Per poder comparar quantitativament I'expressio
en superficie de MHC 1l a les DC i a la resta de poblacions, es va calcular la relacié del MFI lineal
entre ambdés grups en diferents bens. Vam comprovar que I'expressié de MHC Il a les DC era 33.4 £
7.3 vegades més elevada que a la resta de poblacions (Figura 10). Com que les DC representen més
del 50% de les cél-lules MHC Il positives (Figura 9A), podem dir que més del 95% de les molécules de

MHC extretes d’una preparacié cel-lular de LDL provenen de les DC.
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Figura 8: Expressié de MHC de classe Il i distribucié cel-lular dins les cél-lules de la LDL. Es van tenyir les
cel-lules de la LDL amb mAb anti MHC de classe Il, anti CD1b, cocktail Pan T (anti CD4, CD8 and y/3), i anti CD14
(veure material i metodes). A) Poblacions amb alta (1) i baixa expressié (1) de MHC Il d’'un exemple representatiu,
al costat tinci6 no especifica amb els controls negatius d'isotip (ISC). B) Percentatge de les diferents

subpoblacions de LDL de 6 tincions diferents de 4 animals.
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Figura 9: Distribucié de les poblacions dins les LDL MHC II*. Distribucié de les subpoblacions dins el total de
cél-lules LDL MHC II* (A), dins les cél-lules MHC " (B) i dins les MHC T (C). Es van fer 6 tincions de 4 bens
diferents.
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Un analisi similar es va fer amb les PBMC de 3 bens. No es van detectar cél-lules CD1b" entre les
PBMC. Les ceél-lules CD11lc+ (DC) (Pernthaner, Cole et al. 2002), no es podien detectar entre la
poblacié de cél-lules de la sang MHC II" que no eren limfocits B, la qual cosa suggeria que les DC
MHC II" eren escasses a la sang dels bens (no mostrat). Les cél-lules T representaven un 43.2 + 6.5%
de les PBMCs, les B 15.9 + 4.7% i els monocits 7.4 + 3.2% (Figura 11). L’expressié de MHC Il en
PBMC era intermédia en comparacié amb la de les cél-lules de I'LDL. Les PBMC positives per MHC |l
eren limfocits T (42.0 £ 4.6%), limfocits B (27.3 + 9.3%) i monocits (7.4 + 3.5%) (Figura 11C).
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Figura 11: Expressié de MHC de classe Il i distribucié de les diferents poblacions cel-lulars dins les

PBMCs. Les PBMC es van tenyir amb el mateix protocol que les cél-lules de la LDL (veure Figura 8). A) La
poblacié6 MHC II+ s'indica amb un rectangle, la positivitat de la fluorescéncia es basa en la tincié no especifica
amb els controls negatius d'isotip (ISC). B) Percentatge de les diferents subpoblacions de PBMC de 3 animals

diferents. C) Representacio de la distribucio de les diferents poblacions cel-lulars dins el total de cél-lules MHC".
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En conclusié, les preparacions de LDL eren bones fonts cel-lulars per I'analisi del repertori peptidic
presentat per MHC 1l de les DC que migren de la pell als noduls limfatics en abséncia d’activacid. Les
PBMC, amb nivells més baixos de MHC Il i provinents d’'una altra font cel-lular, es podien usar com a

controls.

11. PEPTIDS PRESENTATS PER MHC EN CEL-LULES DE LIMFA OVINA

Es van processar 3 mostres de limfa de be, dues de dos animals, el 50303 i el 41931 i la tercera d'un
pool de cel-lules de la LDL de diferents bens. Es va decidir usar un pool degut a la enorme dificultat

per obtenir grans quantitats de cel-lules d’'un Unic animal.

La mostra 50303, tal i com es va poder comprovar en I'analisi per espectrometria de masses, contenia
molta contaminacio de polimers, fet que va dificultar enormement I'obtencié de seqiiéncies, ja que els
polimers emmascaraven els pocs peptids que hi havia. Es va pensar que la contaminacié podia
provenir o bé de l'isopenta que havia quedat en els tubs del procés de congelacié o bé del detergent
NP40 usat per fer la lisis cel-lular. Per aquest motiu per les posteriors mostres es va tenir cura al fer els

botons cel-lulars secs i es va decidir canviar a un NP40 més pur (Surfact-Amps NP40).

En total es va aconseguir identificar 68 péptids provinents de 32 proteines diferents: 10 seqliéncies de
de la mostra 50303, 34 de 41931, i 24 peptids del pool de cél-lules de la LDL.

D’acord amb el patré descrit en humans o ratolins, els péptids associats a molécules de classe Il de
bens tenien longituds entre 11 i 19 aminoacids, i molts es presentaven en grups de families (nested
sets) de seqliencies solapades. A les tres mostres es van identificar péptids que ens confirmaven que
les sequliéncies identificades pertanyien a lligands de les molécules de classe Il, ja que corresponien a
lligands classics com la cadena invariant, proteases lisosomals, com la catepsina B o proteines del
MHC.

La gran majoria dels péptids eren endocitics, derivats de proteines exogenes, com I'hemoglobina o la
lactotransferrina, de proteines de membrana com molécules del MHC o Rap 1-A, o dels lisosomes o
endosomes. També s'identificaven a totes les mostres péptids generats a la via citosolica de
processament, de proteines nuclears, com histones, citosoliques com proteines del citoesquelet o

proteines ribosomals o del Golgi.

De la mostra 50303 es van identificar 3 péptids de la cistatina que contenien una modificacié respecte
la seqliencia de la proteina bovina, i enlloc de glutamic tenien glutamina o lisina (no es pot saber quin
dels dos aminoacids era ja que tenen el mateix pes molecular). El péptid més rellevant que es va
seqlienciar va ser un provinent de la citoqueratina, proteina que no s'expressa a cap de les cél-lules
classe Il positives presents a la limfa. Per tant, el més probable és que aquest péptid provingui de
cel-lules epitelials de la pell o les mucoses, i que hagi estat captat per DC o per altres fagocits MHC-II

positius de la limfa per fagocitosis de ceél-lules apoptotiques.
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Entre els péptids de la mostra 41931 es van sequenciar dos péptids de la Interleucina-8 i un de la
Tachykinin-1. La Tachykinin-1 és un péptid neurotransmissor ampliament distribuit en el sistema
nervids central i periféric perd també te una distribucié no neuronal on funciona com a regulador

autocri, paracri o endocri. La Interleucina-8 és una quimiocina produida per macrofags o per cél-lules

epitelials i endotelials i és un important mediador de la resposta immune innata.

NO

Proteina origen MH+ Peéptid aa Especie Neld L
Be 50303
Cytokeratin-10 (185-201) 2134.07 DYSKYYQTIEDLKNQIL 17  Canfa Q6EIZO C
Cystatin C (85-100) 1799.90 VVSGMNYFLDV[QK]LGRT 19 Bovina P01035 E
Cystatin C (86-99) 1602.00 VSGMNYFLDV[QK]LGR 17 Bovina P01035 E
Cystatin C (85-98) 1542.75 VVSGMNYFLDV[QK]LG 17 Bovina P01035 E
Stomatin-like protein 3 (219-231) 1517.77 ARAKVIAAEGEMNAS 15 Humana pP27105 M
Actin-1 (129-146) 1870.99 TPAMYVAIQAVLSLYASG 18 Be P60713 C
Cathepsin B (247-263) 1891.40 GPVEGAFSVYSDFLLYK 18 Bovina P07688  Lys
LAMA-like protein (77-91) 1522.81 GILEIKAGYGSQSLS 15 Bovina Q9GL30 E
Invariant chain (136-150) 1723.64 VYPQLKGSLPENLKH 15 Bovina Q7JFY1 End
Ras-related protein Rab-5 (86-100) 1672.85 APMYYRGAQAAIVVY 15 Bovina QOIIG7  End
Be 41931
Alpha-1-antitrypsin (171-185) 1779.02 DAEEAKKKINDYVEK 15 Be P12725 E
Alpha-enolase (127-141) 1695.7 GVPLYRHIADLAGNAE 16 Bovina Q9XSJ4 C
Alpha-enolase (128-141) 1509.72 VPLYRHIADLAGNA 14 Bovina Q9XSJ4 C
Alpha-enolase (128-142) 1638.58 VPLYRHIADLAGNAE 15 Bovina Q9XSJ4 C
Apolipoprotein C-IIl (64-76) 1536.54 TESFSSLKDYWSS 13 Bovina P19035 E
Ceruloplasmin (102-117) 1894.78 GDKVYVHLKNFASRPY 16 Be QOXT27 E
Elongation factor 1-alpha 1 (82-98) 1983.19 TSKYYVTIIDAPGHRDF 17 Bovina P68103 N
Gelsolin (419-433) 1684.42 GGDSYIILYNYRHGG 15 Bovina Q3SX14 C
Integral membrane protein 2B (102-120) 2119.48 EPSADAPASRYQTIEENIK 19 Bovina Q3TOP7 g
Integral membrane protein 2B (106-120) 1734.82 DAPASRYQTIEENIK 15 Bovina Q3TOP7 g
Integral membrane protein 2B (107-120) 1619.76 APASRYQTIEENIK 14 Bovina Q3TOP7 g
Integral membrane protein 2B (107-121) 1732.12 APASRYQTIEENIKI 15 Bovina Q3TOP7 g
Integral membrane protein 2B (145-158) 1676.86 IVHDFNKKLTAYLD 14 Bovina Q3TOP7 g
Integral membrane protein 2B (193-206) 1681.56 LPQSYLIHEHMVIT 14 Bovina Q3TOP7 g
Interleukin-8 (42-56) 1854.67 TPFHPKFIKELRVIE 15 Be P36925 E
Interleukin-8 (42-60) 2231.8 TPFHPKFIKELRVIESGPH 19 Be P36925 E
Invariant chain (143-155) 1527.66 SLPENLKHLKDSmM 13 Bovina Q7JFY1 End
Invariant chain (144-156) 1539.78 LPENLKHLKDSMD 13 Bovina Q7JFY1 End
Invariant chain (142-155) 1584.62 GSLPENLKHLKDSmM 14 Bovina Q7JFY3 End
Invariant chain (142-155) 1568.7 GSLPENLKHLKDSM 14 Bovina Q7JFY1 End
Invariant chain (142-156) 1700.8 GSLPENLKHLKDSmMD 15 Bovina Q7JFY3 End
Invariant chain (143-155) 1511.7 SLPENLKHLKDSM 13 Bovina Q7JFY1 End
Invariant chain (143-156) 1626.78 SLPENLKHLKDSMD 14 Bovina Q7JFY1 End
Invariant chain (144-155) 1424.26 LPENLKHLKDSM 12 Bovina Q7JFY1 End
MHC class | (112-123) 2152.78 GRDYLALNEDLR 12 Be A4ZNXT M
MHC class | (140-152) 1549.7 DGRDYLALNEDLR 13 Bovina P13752 M
MHC class Il (15-28) 1549.96 GPSGQYIHEFDGDE 14 Be Q7YPU4 M
MHC class Il (108-121) 1497.64 LRNGHSVIEGVSET 14 Bufal Q45T67 M
MHC class Il (14-29) 1815.76 HGPSGQYIHEFDGDEQ 16 Be Q7YPU4 M
MHC class Il DQ a chain (147-161) 1627.54 WLKNGHAVTEGVSET 15 Be A8IW56 M
MHC class II, DR o chain (25-35) 1295.12 IKEDHVIIQAE 11 Be Q30846 M
Nucleobindin-1 (241-255) 1717.78 NPKTFFILHDINSDG 15 Bovina QOP569 g
Tachykinin-1 (58-68) 1363.56 RPKPQQFFGLmM 11 Bovina P01289 E
Ras-related protein Rap-1A (61-73) 1633.86 TEQFTAMRDLYMK 13 Bovina P62833 M
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Pool de limfa de diferents bens

60S ribosomal protein L13a (19-32) 1479.97 LAAIVAKQVLLGRK 14 Bovina Q35290 C
Beta-2-microglobulin (49-66) 2048.12 GFHPPQIEIDLLKNGEKI 18 Ovina Q6QAT4 E
Beta-2-microglobulin (51-64) 1602.85 HPPQIEIDLLKNGE 14 Ovina Q6QAT4 E
Beta-2-microglobulin (51-65) 1730.17 HPPQIEIDLLKNGEK 15 Ovina Q6QAT4 E
Beta-2-microglobulin (51-66) 1844.03 HPPQIEIDLLKNGEKI 16 Ovina Q6QAT4 E
Cofilin-1 (9-21) 1520.83 DGVIKVFNDMKVR 13 Ovina Q6B7M7 C
Hemoglobin subunit beta (37-52) 1854.84 TQRFFEHFGDLSNADA 16 Qvina P02075 E
Histone H1.1 (36-52) 1696.95 GPPVSELITKAVAASKE 17 Bovina P02253 N
Histone H2A type 1 (97-112) 1494.86 GKVTIAQGGVLPNIQ 15 Humana P20671 N
Histone H2A type 1 (98-112) 1607.95 LGKVTIAQGGVLPNIQ 16 Humana P20671 N
Invariant chain i (136-151) 1835.74 VYPQLKGSLPENLKHL 16 Bovina Q29630 End
Invariant chain, li (50-62) 1588.82 TTAYFLYQQQGRL 13 Bovina Q29630 End
Invariant chain, li (50-64) 1831.08 TTAYFLYQQQGRLDK 15 Bovina Q29630 End
Invariant chain, li (66-79) 1514.88 TVTSQNLQLENLR 13 Bovina Q29630 End
Lactotransferrin (447-464) 1902.04 RPTEGYLAVAVVKKANEG 18 Bovina P24627 E
OVAR-DQ beta chain (165-180) 1727.76 NDQEETAGVVSTPLIR 16 Be Q30839 M
OVAR-DQ beta chain (165-181) 1842.92 NDQEETAGVVSTPLIRN 17 Be Q30839 M
OVAR-DQ beta chain (164-180) 1614.81 DQEETAGVVSTPLIR 15 Be Q30839 M
OVAR-DQ beta chain (164-180) 1499.80 QEETAGVVSTPLIR 14 Be Q30839 M
OVAR-DQ beta chain (165-182) 1899.94 NDQEETAGVVSTPLIRNG 18 Be Q30839 M
OVAR-DQ alpha chain (29-40) 1372.42 DHIAAYGINVYH 12 Be QIMXE, M
OLA-DRA, alpha chain (76-91) 1669.59 ASFEAQGALANMAVmMK 16 Be Q30846 M
OLA-DRA, alpha chain (76-91) 1638.75 ASFEAQGALANMAVMK 16 Be Q30846 M
Syntenin-1 (15-30) 1598.08 VIQAQTAFSANPANPA 16 Humana 000560 M

Taula 2: Seqliencies dels péptids associats a classe |l de les mostres de cel-lules de la LDL. Proteina origen,
proteina de la qual prové el péptid amb la posicié relativa d’aquest entre paréntesis; MH+, pes molecular del
péptid; N°aa; mida del péptid en nimero d’aminoacids. Especie, espécie de la qual prové la proteina origen; N°lid,
numero d'identificacio de la proteina en el SwissProt o al genpept.; L, localitzacié de la proteina: C, citoplasmica;
E, exdgena; M, de membrana; Lys, lisosomes; End, endosomes; N, nuclear; g, golgi

12. COMPARACIO DELS PEPTIDS AILLATS DE PBMC | DE CEL-LULES LIMFATIQUES DE BE

12.1. Péptids aillats de PBMCs del be 50303

Es van identificar un total de 30 péptids agrupats en 6 families peptidiques formades per entre 2 i 3
seqliéncies i 15 sequéncies uniques. Els peptids provenien de 14 proteines diferents. Els péptids
tenien mides que anaven des de 11 fins a 23 aminoacids. La majoria de lligands provenien de
proteines exogenes presents en el sérum tals com I’hemoglobina, I'albimina sérica, un péptid d’'una
immunoglobulina, i de la a-1B glicoproteina. La resta eren péptids de proteines citosoliques tals com
les proteines de xoc térmic o la timosina beta-4. També es va seqienciar, com a les altres mostres, un

péptid de la cadena invariant.
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Proteina origen MH+ Péptid N°a Espécie Ne Id L
PBMC del be 50303
Heat shock 70 kDa (37-49) 1487.70 TTPSYVAFTDTER 13 Bovina Q27975 C
Heat shock protein 71 kDa (420-437) 2026.97 IPTKQTQTFTTYSDNQPG 18 Bovina pP19120 C
Hemoglobin subunit alpha-1 (131-141) 1182.64 ANVSTVLTSKY 11 Be P68240 E
Hemoglobin subunit alpha-1/2 1452.31 LANVSTVLTSKYR 13 Be P68240 E
Hemoglobin subunit alpha-1/2 (131-142) 1339.23 ANVSTVLTSKYR 12 Be P68240 E
Integral membrane protein 2B (149-163) 1796.00 FNKKLTAYLDLNLDK 15 Bovina  Q3TOP7 g
NADH dehydrogenase (70-82) 1525.79 VDYSKLKKEGPDF 13 Bovina Q01321 mit
Protachykinin-1 (58-68) 1348.72 RPKPQQFFGLM 11 Bovina P01289 E
Serum albumin (139-160) 2650.26 LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLK 22 Humana P02768 E
Serum albumin (169-183) 1899.00 RHPYFYAPELLFFAK 15 Humana P02768 E
Serum albumin (178-191) 1704.95 LLFFAKRYKAAFTE 14 Humana P02768 E
Serum albumin (340-351) 1411.72 KNYQEAKDVFLG 12 Be P14639 E
Serum albumin (361-372) 1467.84 RHPDYSVVLLLR 12 Humana P02768 E
Serum albumin (397-413) 2045.10 VFDEFKPLVEEPQNLIK 17 Humana P02768 E
Serum albumin (400-418) 2086.06 FKPLVEEPQNLIKQNCE 17 Humana P02768 E
Serum albumin (438-452) 1639.94 KVPQVSTPTLVEVSR 15 Humana P02768 E
Serum albumin (567-580) 1583.78 QLKAVMDDFAAFVE 14 Humana P02768 E
Serum albumin (570-581) 1342.63 AVMDDFAAFVEK 12 Humana P02768 E
Serum albumin (596-609) 1326.81 GKKLVAASQAALGL 14 Humana P02768 E
Serum albumin (598-609) 1141.69 KLVAASQAALGL 12 Humana P02768 E
Serum albumin (599-609) 1013.60 LVAASQAALGL 11 Humana P02768 E
Thymosin beta-4 (20-44) 2829.41 KTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 25 Bovina  P62326 C
Thymosin beta-4 (22-44) 2600.27 ETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 23 Bovina P62326 C
Thymosin beta-4 (23-44) 2471.23 TQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 22 Bovina P62326 C
Immunoglobulin light chain V region (45-59) 1504.92 APKLLIYGATSRASG 15 Be 5802442 E
Invariant chain, li (67-80) 1730.30 TAYFLYQQQGRLDK 14 Humana P04233 End
Transthyretin, chain A (42-54) 1366.04 GSPAINVAVHVFR 13 Humana P02766 E
Endozepine, Acyl-CoA-binding protein (34-53)  2149.77 QATVGDINTERPGMLDFTGK 20 Humana P07108 C
Alpha-1B-glycoprotein (450-469) 2097.77 GAAANLELIFVGPQHAGNYR 20 Humana P04217 E
Alpha-1B-glycoprotein (448-469) 2296.34 TPGAAANLELIFVGPQHAGNYR 22 Humana P04217 E

Taula 3: Sequiéncies dels péptids associats a classe Il aillats de PBMC. Veure llegenda de la taula 2

12.2.

Comparacio6 dels repertoris de les PBMC i de les cél-lules limfatiques

A continuacié vam comparar el tipus i origen dels péptids eluits de les cél-lules de la limfa amb els

péptids presentats per les PBMCs.

La diferéncia més evident entre aquestes dos pools va ser la mida dels peptids, més restringida en els
provinents de la limfa (11-19aa) en comparacié amb la tendéncia de les PBMCs a unir péptids més
llargs (11-25aa) (Figura 12).

Tot i que la majoria de péptids tant de les PBMC (77%) com de les cél-lules LDL (80%) eren generats
a la via endocitica hi havia una clara diferéncia pel que fa a I'origen de les proteines. Els péptids eluits
de les PBMC eren principalment de proteines seriques, i vam trobar també un péptid classic de
cel-lules B, d’'una Immunoglobulina. Per altra banda els péptids provinents de cél-lules de la limfa
derivaven principalment de proteines de la membrana plasmatica o de compartiments intracel-lulars.
Aquestes diferéncies reflectien el tipus cel-lular responsable del processament i presentacié dels

péptids a cadascuna de les mostres. En el cas de la mostra de cél-lules de la LDL, tal i com vam
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comprovar per citometria, més del 50% de les cél-lules positives per MHC Il eren DC, a més a més
I'expressié de MHC Il per aquestes cél-lules era més de 30 vegades superior a la dels altres tipus
cel-lulars, és a dir que un 95% de les molécules aillades d'una preparacié cel-lular de LDL provenien
de les DC i per tant podiem assumir que tots els péptids identificats en aquestes mostres estaven
presentats per DC no activades de la limfa. En el cas de la mostra de PBMC, les cél-lules positives per
MHC II eren principalment cel-lules T (42%) i B (27%), en aquest cas I'expressié de MHC Il era més

baixa que la de les cél-lules de la LDL, per aix0 no es d’estranyar que tot i el major nombre de cél-lules

processades la quantitat de péptids identificats fos menor que per les mostres limfatiques.
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Figura 12: Distribucié de mides i localitzacions dels peptids aillats de cél-lules de la LDL i de PBMCs. (A i
C) Distribucié de mides dels peptids provinents de cel-lules limfatiques (A) i de PBMCs (C). (B and D) Distribucio
cel-lular de les proteines origen dels péptids, en funcié de la seva via de processament, de cel-lules de la LDL (B)

i de PBMC (D), E: via endocitica (barres negres); C: via citosolica (barres blanques).
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DISCUSSIO

La tecnologia de canulacié pseudoaferent dels conductes limfatics permet recol-lectar limfa durant uns
guants dies per adquirir grans quantitats de cél-lules que normalment quedarien atrapades als noduls
limfatics (Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2005; Schwartz-Cornil, Epardaud et al. 2006). En aquest
treball vam usar aquesta aproximacio per caracteritzar els péptids presentats per molecules de classe
Il de ceél-lules presents a la limfa, majoritariament dendritiques, que viatgen dels teixits cervicals cap

als noduls limfatics en condicions d’homeostasi, en els bens.

Les sequencies identificades constitueixen només una fraccié del total del pool peptidic associat a les
molécules de MHC-II, per tant probablement corresponen als péptids més abundants que es poden
detectar mitjancant el nostre sistema, aixi péptids poc representats o amb baixa eficieéncia d’ionitzacio
no es poden identificar. Tot i les limitacions del treball, ja que la quantitat de cél-lules de les quals
disposaven estava molt per sota dels limits reportats per poder detectar peptids presentats per classe
II (Wahlstrom, Dengjel et al. 2007), hem estat capacos d'identificar entre 10-34 peptids per mostra, i
s’ha pogut valorar que el processament acurat de la mostra i la quantitat de contaminants presents son

un punt critic alhora d’obtenir bons resultats.

S’ha sequlenciat 68 peptids naturals de MHC de classe Il mitjancant LC-pESI-ITMS/MS de cel-lules de
la LDL i 30 de PBMC. Els lligands d’ambdues mostres provenen majoritariament de proteines
processades per la via endocitica, proteines de membrana o de compartiments membranosos com
endosomes, lisosomes, reticle endoplasmatic o I'aparell de Golgi, mentre que els péptids eluits de
PBMC la majoria provenen de proteines exogenes del serum. També s’ha identificat aproximadament
un 20% de peptids de proteines citosoliques, a ambdoés tipus de mostres. Comparant els dos repertoris,
el de les cél-lules provinents de la limfa i el de les cél-lules de sang periférica s’'observa que la mida
dels péptids presentats per les PBMC és més heterogenia, mentre que les cél-lules de la LDL
presenten peptids de mida més restringida. A més l'origen dels péptids aillats de les PBMC provenen
majoritariament de proteines seriques. Aquestes diferéncies reflecteixen la composicié cel-lular de
cada mostra i per tant els diferents mecanismes de processament i generacié dels péptids i el diferent
entorn en el qual es trobaven cadascuna de les poblacions cel-lulars. A les mostres de cel-lules de la
LDL, es pot assumir que la gran majoria dels péptids sino tots eren presentats per DC, ja que un 95%
de les molécules de MHC provenien de les DC, mentre que a la mosta de PBMC podien estar
presentats per cel-lules T o B, perd no per DC. Els repertoris peptidics presentats per DC s6n poc
coneguts inclds en humans, tots els treballs de lligands de MHC de classe Il s’han fet amb cél-lules B
(Chicz, Urban et al. 1993; Rammensee, Friede et al. 1995; Muntasell, Carrascal et al. 2002) o
directament amb teixits on és dificil diferenciar entre el tipus cel-lular que esta presentant els peptids
(Gordon, Young et al. 1995; Oshitani, Hato et al. 2003; Wabhlstrom, Dengjel et al. 2007; Muixi,
Carrascal et al. 2008). Les nostres dades suggereixen que les DC a I'hora de generar peptids per

presentar-los via classe Il son més restrictives en quant a la mida d’aquests lligands.
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Tot i les limitacions del material, s’ha identificat un péptid de citoqueratina, una proteina expressada
per les ceél-lules epitelials de la pell i les mucoses. En un treball previ es va demostrar que les DC
originaries de les mucoses del cap contenien cossos apoptotics i inclusions de citoqueratines
(Epardaud, Bonneau et al. 2004). Per tant aquests resultats juntament amb la demostracié que els
péptids de citoqueratina poden presentar-se per molécules de classe Il expressades a la superficie de
les DC, evidencien el fet que aquestes cél-lules poden incorporar autoantigens de les mucoses, per
exemple per fagocitosis de céllules epitelials apoptotiques, i transportar-los als noduls limfatics per
presentar-los a les cél-lules T. S’ha proposat que el constant transport de cossos apoptotics deu jugar
un paper important en el manteniment de la tolerancia, els nostres resultats van amb concordanca
amb aquesta idea ja que demostren que alguns autoantigens, com la citoqueratina, poden presentar-

se via classe |l per les DC que es dirigeixen cap als NL.

Fins al moment no hi havia cap altre treball de caracteritzacié de péptids en bens i només s’havia
publicat algun treball sobre péptids presentats per BOLA, el complex major d’histocompatibilitat bovi.
S’ha fet estudis sobre péeptids presentats per molécules de BOLA-I (Hegde, Ellis et al. 1995; Gaddum,
Ellis et al. 1996) i més recentment es va publicar un treball fet amb cél-lules L transfectades amb 2
al-lels de BOLA-DR on identificaven un total de 24 péptids naturals, aquests peptids tenien entre 13 i

20 aminoacids de longitud i la majoria formaven grups de seqiiéncies solapades.

Aquest treball ens ha permeés per tant fer una primera caracteritzacié dels tipus de péeptids presentats
per cél-lules dendritiques de bens, en abséncia d'estimulacio i, tot i que és necessari fer un estudi més
ampli per poder treure conclusions més fermes, podem dir que al menys algunes d'aquestes DC
poden presentar péptids autodlegs provinents dels teixits, i transportar-los fins als noduls limfatics
proximals. Aquestes dades poden ser I'inici d'un estudi més profund del possible paper d’aquestes DC

presentadores d’antigens propis en la tolerancia.

XXVI



Annex

BIBLIOGRAFIA

Abe, M., A. F. Zahorchak, et al. (2004). "Migratory responses of murine hepatic myeloid, lymphoid-related, and plasmacytoid
dendritic cells to CC chemokines." Transplantation 78(5): 762-5.

Albert, M. L., M. Jegathesan, et al. (2001). "Dendritic cell maturation is required for the cross-tolerization of CD8+ T cells." Nat
Immunol 2(11): 1010-7.

Andersson, L. and L. Rask (1988). "Characterization of the MHC class Il region in cattle. The number of DQ genes varies

between haplotypes." Immunogenetics 27(2): 110-20.

Asselin-Paturel, C., G. Brizard, et al. (2003). "Mouse strain differences in plasmacytoid dendritic cell frequency and function
revealed by a novel monoclonal antibody." J Immunol 171(12): 6466-77.

Bjorck, P. (2001). "Isolation and characterization of plasmacytoid dendritic cells from FIt3 ligand and granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor-treated mice." Blood 98(13): 3520-6.

Bonneau, M., M. Epardaud, et al. (2006). "Migratory monocytes and granulocytes are major lymphatic carriers of Salmonella
from tissue to draining lymph node." J Leukoc Biol 79(2): 268-76.

Bujdoso, R., J. Hopkins, et al. (1989). "Characterization of sheep afferent lymph dendritic cells and their role in antigen carriage."
J Exp Med 170(4): 1285-301.

Chevallier, N., M. Berthelemy, et al. (1998). "Bovine leukemia virus-induced lymphocytosis and increased cell survival mainly
involve the CD11b+ B-lymphocyte subset in sheep." J Virol 72(5): 4413-20.

Chicz, R. M., R. G. Urban, et al. (1993). "Specificity and promiscuity among naturally processed peptides bound to HLA-DR
alleles." J Exp Med 178(1): 27-47.

de Heer, H. J., H. Hammad, et al. (2004). "Essential role of lung plasmacytoid dendritic cells in preventing asthmatic reactions to
harmless inhaled antigen." J Exp Med 200(1): 89-98.

Diacovo, T. G., A. L. Blasius, et al. (2005). "Adhesive mechanisms governing interferon-producing cell recruitment into lymph
nodes." J Exp Med 202(5): 687-96.

Dukkipati, V. S., H. T. Blair, et al. (2006). "'Ovar-Mhc' - ovine major histocompatibility complex: structure and gene
polymorphisms." Genet Mol Res 5(4): 581-608.

Ellis, S. (2004). "The cattle major histocompatibility complex: is it unique?" Vet Immunol Immunopathol 102(1-2): 1-8.

Epardaud, M., M. Bonneau, et al. (2004). "Enrichment for a CD26hi SIRP- subset in lymph dendritic cells from the upper aero-
digestive tract." J Leukoc Biol 76(3): 553-61.

Finkelman, F. D., A. Lees, et al. (1996). "Dendritic cells can present antigen in vivo in a tolerogenic or immunogenic fashion." J
Immunol 157(4): 1406-14.

Gaddum, R. M., S. A. Ellis, et al. (1996). "Identification of potential CTL epitopes of bovine RSV using allele-specific peptide

motifs from bovine MHC class | molecules." Vet Immunol Immunopathol 54(1-4): 211-9.

Gordon, R. D., J. A. Young, et al. (1995). "Purification and characterization of endogenous peptides extracted from HLA-DR

isolated from the spleen of a patient with rheumatoid arthritis." Eur J Immunol 25(5): 1473-6.

Gruszczynska, J., K. M. Charon, et al. (2002). "Microsatellite polymorphism in locus OMHC1 (MHC Class I) in Polish Heath
Sheep and Polish Lowland Sheep (Zelazna variety)." J Appl Genet 43(2): 217-22.

Hegde, N. R., S. A. Ellis, et al. (1995). "Peptide motif of the cattle MHC class | antigen BoLA-A11." Immunogenetics 42(4): 302-3.

XXVIII



Annex

Hein, W. R., T. Barber, et al. (2004). "Long-term collection and characterization of afferent lymph from the ovine small intestine."
J Immunol Methods 293(1-2): 153-68.

Hein, W. R., S. J. McClure, et al. (1987). "Cellular composition of peripheral lymph and skin of sheep defined by monoclonal
antibodies." Int Arch Allergy Appl Immunol 84(3): 241-6.

Hill, S., A. J. Edwards, et al. (1990). "Systemic migration of dendritic cells during contact sensitization." Immunology 71(2): 277-
81.

Howard, C. J., P. Sopp, et al. (1997). "Identification of two distinct populations of dendritic cells in afferent lymph that vary in their
ability to stimulate T cells." J Immunol 159(11): 5372-82.

Huang, F. P., N. Platt, et al. (2000). "A discrete subpopulation of dendritic cells transports apoptotic intestinal epithelial cells to T

cell areas of mesenteric lymph nodes." J Exp Med 191(3): 435-44.

Inaba, K., S. Turley, et al. (1998). "Efficient presentation of phagocytosed cellular fragments on the major histocompatibility

complex class Il products of dendritic cells." J Exp Med 188(11): 2163-73.

Janeway, C. A., Jr. (1992). "The immune system evolved to discriminate infectious nonself from noninfectious self." Immunol
Today 13(1): 11-6.

Kelley, J., L. Walter, et al. (2005). "Comparative genomics of major histocompatibility complexes." Immunogenetics 56(10): 683-
95.

Lanzavecchia, A. (1996). "Mechanisms of antigen uptake for presentation.” Curr Opin Immunol 8(3): 348-54.
Liu, K., C. Waskow, et al. (2007). "Origin of dendritic cells in peripheral lymphoid organs of mice." Nat Immunol 8(6): 578-83.

Liu, L., M. Zhang, et al. (1998). "Dendritic cell heterogeneity in vivo: two functionally different dendritic cell populations in rat
intestinal lymph can be distinguished by CD4 expression." J Immunol 161(3): 1146-55.

Mackay, C. R., W. L. Marston, et al. (1990). "Naive and memory T cells show distinct pathways of lymphocyte recirculation.” J
Exp Med 171(3): 801-17.

Matzinger, P. (1994). "Tolerance, danger, and the extended family.” Annu Rev Immunol 12: 991-1045.

Millot, P. (1978). "The major histocompatibility complex of sheep (OLA) and two minor loci." Anim Blood Groups Biochem Genet
9(2): 115-21.

Muixi, L., M. Carrascal, et al. (2008). "Thyroglobulin peptides associate in vivo to HLA-DR in autoimmune thyroid glands." J
Immunol 181(1): 795-807.

Muntasell, A., M. Carrascal, et al. (2002). "HLA-DR4 molecules in neuroendocrine epithelial cells associate to a heterogeneous

repertoire of cytoplasmic and surface self peptides.” J Immunol 169(9): 5052-60.

Nakano, H., M. Yanagita, et al. (2001). "CD11c(+)B220(+)Gr-1(+) cells in mouse lymph nodes and spleen display characteristics
of plasmacytoid dendritic cells." J Exp Med 194(8): 1171-8.

Okada, T., Z. X. Lian, et al. (2003). "Murine thymic plasmacytoid dendritic cells." Eur J Immunol 33(4): 1012-9.

Oshitani, N., F. Hato, et al. (2003). "Analysis of intestinal HLA-DR bound peptides and dysregulated immune responses to
enteric flora in the pathogenesis of inflammatory bowel disease." Int J Mol Med 11(1): 99-104.

Pascale, F., V. Contreras, et al. (2008). "Plasmacytoid dendritic cells migrate in afferent skin lymph." J Immunol 180(9): 5963-72.

Paterson, S. (1998). "Evidence for balancing selection at the major histocompatibility complex in a free-living ruminant." J Hered
89(4): 289-94.

Pernthaner, A., S. A. Cole, et al. (2002). "Phenotypic diversity of antigen-presenting cells in ovine-afferent intestinal lymph." Arch
Med Res 33(4): 405-12.

XXIX



Annex

Puri, N. K. and M. R. Brandon (1987). "Sheep MHC class Il molecules. Il. Identification and characterization of four distinct

subsets of sheep MHC class Il molecules." Immunology 62(4): 575-80.

Puri, N. K., K. J. Gogolin-Ewens, et al. (1987). "Monoclonal antibodies to sheep MHC class | and class Il molecules: biochemical
characterization of three class | gene products and four distinct subpopulations of class Il molecules." Vet Immunol

Immunopathol 15(1-2): 59-86.

Puri, N. K., P. C. Scott, et al. (1987). "Biochemical and molecular analysis of sheep MHC class || molecules." Vet Immunol

Immunopathol 17(1-4): 231-41.
Rammensee, H. G., T. Friede, et al. (1995). "MHC ligands and peptide motifs: first listing." Immunogenetics 41(4): 178-228.

Riffault, S., M. L. Eloranta, et al. (1996). "Herpes simplex virus induces appearance of interferon-alpha/beta-producing cells and
partially interferon-alpha/beta-dependent accumulation of leukocytes in murine regional lymph nodes." J Interferon Cytokine Res
16(12): 1007-14.

Sallusto, F. and A. Lanzavecchia (1999). "Mobilizing dendritic cells for tolerance, priming, and chronic inflammation." J Exp Med
189(4): 611-4.

Scheinecker, C., R. McHugh, et al. (2002). "Constitutive presentation of a natural tissue autoantigen exclusively by dendritic cells
in the draining lymph node." J Exp Med 196(8): 1079-90.

Schwartz-Cornil, I., M. Epardaud, et al. (2005). "Probing leukocyte traffic in lymph from oro-nasal mucosae by cervical
catheterization in a sheep model." J Immunol Methods 305(2): 152-61.

Schwartz-Cornil, I., M. Epardaud, et al. (2006). "Cervical duct cannulation in sheep for collection of afferent lymph dendritic cells
from head tissues." Nat Protoc 1(2): 874-9.

Scott, P. C., C. L. Choi, et al. (1987). "Genetic organization of the ovine MHC class Il region." Immunogenetics 25(2): 116-22.

Scott, P. C., J. F. Maddox, et al. (1991). "The nucleotide sequence and evolution of ovine MHC class Il B genes: DQB and DRB."
Immunogenetics 34(2): 80-7.

Shortman, K. and Y. J. Liu (2002). "Mouse and human dendritic cell subtypes." Nat Rev Immunol 2(3): 151-61.
Shortman, K. and S. H. Naik (2007). "Steady-state and inflammatory dendritic-cell development." Nat Rev Immunol 7(1): 19-30.

Smith, J. B., G. H. Mclntosh, et al. (1970). "The traffic of cells through tissues: a study of peripheral lymph in sheep." J Anat
107(Pt 1): 87-100.

Steinman, R. M. and M. C. Nussenzweig (2002). "Avoiding horror autotoxicus: the importance of dendritic cells in peripheral T
cell tolerance." Proc Natl Acad Sci U S A 99(1): 351-8.

Sukwit, S., T. Chuenchitra, et al. (2005). "Distribution of CD38 molecules on CD3+ and CD8+ T- lymphocyte in adulthood HIV-1-
uninfected Thais." J Med Assoc Thai 88 Suppl 1: S48-55.

Summerfield, A., L. Guzylack-Piriou, et al. (2003). "Porcine peripheral blood dendritic cells and natural interferon-producing

cells." Immunology 110(4): 440-9.
Summerfield, A. and K. C. McCullough (2008). "The porcine dendritic cell family." Dev Comp Immunoal.

Summers, K. L., B. D. Hock, et al. (2001). "Phenotypic characterization of five dendritic cell subsets in human tonsils." Am J
Pathol 159(1): 285-95.

van Eijk, M. J., J. E. Beever, et al. (1995). "Genetic mapping of BoLA-A, CYP21, DRB3, DYA, and PRL on BTA23." Mamm
Genome 6(2): 151-2.

Villadangos, J. A. and P. Schnorrer (2007). "Intrinsic and cooperative antigen-presenting functions of dendritic-cell subsets in
vivo." Nat Rev Immunol 7(7): 543-55.

Villadangos, J. A. and L. Young (2008). "Antigen-presentation properties of plasmacytoid dendritic cells." Immunity 29(3): 352-61.

XXX



Annex

Wahlstrom, J., J. Dengjel, et al. (2007). "ldentification of HLA-DR-bound peptides presented by human bronchoalveolar lavage
cells in sarcoidosis." J Clin Invest 117(11): 3576-82.

Walton, K. L., J. He, et al. (2006). "Dendritic cells in germ-free and specific pathogen-free mice have similar phenotypes and in

vitro antigen presenting function." Immunol Lett 102(1): 16-24.

Wilson, N. S., D. El-Sukkari, et al. (2003). "Most lymphoid organ dendritic cell types are phenotypically and functionally
immature." Blood 102(6): 2187-94.

Wozniak, J. (2004). "Two methods for the quantitative analysis of surface antigen expression in acute myeloid leukemia (AML)."
Folia Histochem Cytobiol 42(3): 195-9.

Wu, L. and A. Dakic (2004). "Development of dendritic cell system." Cell Mol Immunol 1(2): 112-8.

Yoneyama, H., K. Matsuno, et al. (2004). "Evidence for recruitment of plasmacytoid dendritic cell precursors to inflamed lymph
nodes through high endothelial venules." Int Immunol 16(7): 915-28.

Young, L. J., N. S. Wilson, et al. (2008). "Differential MHC class Il synthesis and ubiquitination confers distinct antigen-presenting

properties on conventional and plasmacytoid dendritic cells." Nat Immunol 9(11): 1244-52.

Yrlid, U., V. Cerovic, et al. (2006). "Plasmacytoid dendritic cells do not migrate in intestinal or hepatic lymph." J Immunol 177(9):
6115-21.

Zaba, L. C., J. Fuentes-Duculan, et al. (2007). "Normal human dermis contains distinct populations of CD11c+BDCA-1+ dendritic
cells and CD163+FXIIIA+ macrophages." J Clin Invest 117(9): 2517-25.

XXXI



	8.3.Muixi Adv Immunol 09.pdf
	Peptides Presented In Vivo by HLA-DR in Thyroid Autoimmunity
	List of Abbreviations
	Introduction
	Endocrine autoimmunity
	Autoimmune thyroid disease as a model of tissue-restricted autoimmune responses
	HLA class II and AITD
	Tolerance to thyroid antigens
	The role of antigenic peptides in the autoimmune responses in situ

	Natural Peptides: The Constitutive Ligands of MHC Molecules
	Natural ligands of class II MHC molecules: Binding properties and promiscuity
	Some technical considerations: The analysis of MHC-associated peptides from tissue samples

	Natural Ligands for HLA Class II in Autoimmune Thyroid Tissue
	Are HLA class II natural ligands related to the function of their specific T cells?
	The case of Tg
	Peptide binding analysis of all Tg peptides yielded some results

	TPO and TSHR peptides

	Concluding Remarks
	Acknowledgments
	References





