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Aun no se dispone de una vacuna
segura y eficaz que permita
disminuir el impacto del VSRh en
salud publica.

MHC clase Il : HLA-DR1, HLA-DR4

Presentacién de antigenos a
células T CD4.

Se expresan en células
presentadoras de antigeno, como
monocitos y células dendriticas.

La unién MHC-péptido es la mds
selectiva para determinar
epitopes de células T

Virus Sincitial Respiratorio Humano

-ARNss-

-1 proteinas

-Las proteinas Gy F son los e Losensayos de union
mayores determinantes ofrecen un

antigénicos. .
acercamiento

experimental en la
busqueda de blancos
terapéuticos contra
diversos patogenos.

Ensayos de unién /Algoritmos
de predicciéon

-Ensayo de competencia

Se estima que antes
de los dos arfos de
edad, el 95% de los

niAos se han

infectado con el
virus y

aproximadamente

un 50% se ha
infectado hasta dos
veces -Los algoritmos predictivos,
tienen ventajas como el facil

manejo y bajo costo.

INTRODUCCION



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la unién de 8 péptidos del Virus sincitial respiratorio Humano a

los alelos MHC clase II: HLA -DR1Y HLA - DR4.



2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Predecir valores de afinidad de los péptidos F-137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-
68, G1-58, SH-50 por las moléculas HLA- DR1 y HLA-DR4 mediante el empleo del
algoritmo PROPRED.

Determinar experimentalmente el porcentaje de union relativo de los péptidos F-
137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-68, G1-58, SH-50 con las moléculas HLA- DR1
y HLA-DRA.

Estimar cualitativamente la influencia de la molécula HLA- DM en la interaccién de
los péptidos F-137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-68, G1-58, SH-50 con los alelos

HLA-DR1y HLA-DR4.




—

a

Mata células @
infectadas

R
\\ﬁ
O

M)
lolo

1)
O

f
g

\

*
Bl
O[O0

DIAS 1 - 3 = INNATA

— | IFNay B, IFNy, IL2-4-5-9-12

MARCO TEORICO

Liberaciéon de citoquinas:

LT CD4+

2P _ﬁt
Presentacion

de antigeno 2

Migracion de DC

LT CD8+

Ol

3

@w

Anticuerpos

DIAS 4-7 DIAS 7~9 = ADAPTATIVA

Rev. chil. enferm.
respir.vol.33 no.4
Santiago dic.
2017

http://dx.doi.org/10.4
067/S0717-
73482017000400293



Reciclado de

Ant fgt‘ﬂ{]l WE ’\\\UZ//
Vesicula receptores
cubierta
con clatrina 1

Endosoma temprano
pH de 6.0 a 6.5

Reticulo endoplasmitico :
— () ——

Endosoma tardio mic
Complejo de Golgi  muc clase II-1i pH de 4.5 2 5.0

Fuente: Judith A. Owen, Jenni Punt, Sharon A. Stranford: KUBY. Inmunologia, 7e:
www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.
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Estructura tridimensional de las moléculas MHC clase Il unidas a un ligando peptidico.

Blum Js,et al 2013 Annual Review of immunology 31.443.73.



Bolsillos de union

MHC CLASE I
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A HLA-DM-HLA-DO

Molécula DM

Es la encargada de la catalizacion
del intercambio del fragmento CLIP,

la edicion de péptidos y la

estabilizacion de las moléculas MHC HLA-DM-HLA-DR1
clase Il.

e Su estructura no le permite la
union a péptidos.

e Posee un papel clave en la
seleccion de epitopos al
favorecer la presentaciéon de
péptidos con mayor

estabilidad cinética

FUENTE: Yin L1, Stern LJ.Published online 2013 Oct 17. doi: . !
10.3389/fimmu.2013.00336 5



METODOLOGIA

Moléculas MHC clase Il y  ° DRBr¥o101/DRB1*0401

* Purificacién de proteinas recombinantes en

HLA-DM células de insecto.
Péptido control * PKYVKQNTLKLAT
biotinilado: Hemaglutinina e |
¢ Marcado en el extremo NH3-terminal con
(HA) 306-318 sulfa-NHS-LC-Biotina
* 8 péptidos

Péptidos del virus sincitial ° 1> aminodcidos cadauno

. . e 7 de ellos determinados como péptidos de
respiratorio alta unin a los alelos HLA-DR1y HLA-DR4

* Un control negativo




Caracteristicas de los 8 péptidos del Virus Sincitial Respiratorio evaluados.

Nombre

SH-50

F-137

L-962

N-298

L-832

L-449

M-68

G1-58

Proteina

SH/Proteina de

envoltura

F / Proteina de

fusion

L/ ARN polimerasa

N/Nucleoproteina

L/ARN polimerasa

L/ARN polimerasa

M/Proteina Matriz

G1/Glicoproteina

Localizacion

50-64

137-151

962-976

298-312

832-846

449-463

68-82

58-72

Pesomolecular

1830

1375

1726

1658

1738

1745

1614

1641

Secuencia

FHNKTFELPRARVNT

LGFLLGVGSAIASGI

LKTFFNLDNIDTALT

AGFYHILNNPKASLL

ADYLLALNSLKLLYK

ETKFYLLSSLSMLRG

PSLRVMINSRSAVLA

AlIFIISANHKVTLT

Especificidad de unién

Péptido de baja Unién (Negativo)

Péptido de alta unién solo a HLA-DR1

Péptido de alta unién solo a HLA-DR4

Péptido de alta uniéna HLA-DR1y HLA-DR4

Péptido de alta unién a HLA-DR1y HLA-DR4

Péptido de alta unién a HLA-DR1y HLA-DR4

Péptido de alta unién a HLA-DR1y HLA-DR4

Péptido de altauniéna DR1y DR4



;Como evaluar la unién de los 8 péptidos del Virus sincitial respiratorio
Humano a los alelos MHC clase II: HLA -DR1Y HLA - DR4?

Determinacion del porcentaje de unién relativo
MHC clase Il/péptido



= Se extraen todos los marcos
peptidicos nandmericos posibles a

. Predice regiones de partir de |a secuencia
Algoritmo /£ i GEEE S -l e de :Iodos los valtwefI
: especificos de posicidn y cadena
P ROP RED una'secuencla 38 |ateral, dan como resultado un
anhgenu,' usando valor numérico
LELHEN » Porcentaje de péptidos naturales
HIENENES que mejor puntdan (un umbral de
1% predecird péptidos en
cualquier secuencia).

Singh,H. and Raghava,G.P.S.(2001) ProPred: Prediction of HLA-DR binding
sites. Bioinformatics,17(12), 1236-37.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=11751237&dopt=Abstract

SEQUENCE SUBMISSION FORM

\'ims 9? &n‘ngm (OPQM) HEMAGLUTININA
Paste vour sequences here:

PEYVEQNTLELAT

Or submit sequence from file : Seleccionar archivo | Ningin archvo selecconado
mmw |/Amino acid sequence in single ietter code «

Standard format (PIRFASTA/EMEL etc.) ¥

Threshold G [1-10):  [1 Allele: (AL

[HLA-DRE1°C101
HLA-DRS1°0102
HLA-DRE 10201
HLA-DRS1°0208
HLA-DRS1°0208
HLA-DRE1°0207
HLA-DRE21°0208
HLA-DRE1°0208
HLA-DRB10211 ¥

For mzdegle salocsca

Display top scorers:

Result Display Format:  [HTMLT .
12 HTMLTI

Graphicsl ¥

Tomado de : http://crdd.osdd.net/raghava/propred/
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Prediction Method

MHC and Prediction
Algorithms

Yirtual matrices

Related Links

ProPred Team

Virtual matrices

Quantitative Matrices Used in Prediction Method
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MHC _and Prediction.
Algorithms | Help | Virtual matrices | Related Links | ProPred Team



INPUT & PARAMETER INFORMATION

12| GO For Predictions | OR | Reset

DRB1_©161: LKTFFNLDNIDTALT




INPUT & PARAMETER INFORMATION

Marco peptidico Puntuacién de marco peptidico



*
r\ bichai 2 besica B. 50 pl/pozo de streptavidin

fosfatasa dilucidn 1/500

L Moléculas DR : temperatura ambiente
purificadas (3.8
uM/pL) ! —_, 9. 60 pl/pozo de la solucidn Ihoraa t:mperatura
2. Péptido problema del complejo HLA-DR/péptido ambieste.
250 M (7 500 | *
excesos) " l
3. 30pLdeHA 7.200 pL de la solucidn el
biotinilada (3.8 yM) _osaiat P-Nitrofenilfosfato
Incubar 72 horas a 37° C. & P =le eNete & Dejar desarrollar color a 37
N R O A R O °C durante al menos | hora.
\Reaaeecs |
; N\ o=
4. 30 pL de anti DR 10 pg/ml (LB 3.1) W= 8. Leer en lector de ELISA a 415 nm.
Dejar reaccionar 0/N a 4°C .'
*
Bloguear con BSA al 0.25% en PBS IX ¥ Lavar 3 veces con PBS IX y Tween 20 al 0.05%

*



( ) ~
(OD Control

positivo - OD
Blanco) = OD

(OD R1 +OD R2) CP1
/ 2 = Valor
promedio de cada
reaccion (OD Reaccion de
cada péptido

evaluado - OD
Blanco) = OD
 Sran) P

v

union de HA biotinilada = (OD p * 100 % de unién) / OD CP1
% de union del péptido = (100 - % de union de HA biotinilada)

Determinacién del porcentaje
de uniénrelativo MHC clase
[1/péptido

OD: Densidad 6ptica

R: Reaccion

OD CP1: Densidad 6ptica
control positivo 1

OD p: Densidad 6ptica péptido

' evaluado



RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del porcentaje de afinidad de los péptidos
SH-50,F-137,L-962, N-298, L.-832, L-449, M-68, G1-58
a las moléculas HLA-DRB1* 0101y HLA-DRB1*0401
empleando el algoritmo PROPRED.



Valores de prediccion de afinidad de los péptidos evaluados al alelo HLA-DRB1* 0101
empleando el algoritmo PROPRED

Péptido Secuencia “core” Puntuacién marco % de puntuacién marco
peptidico peptidico normalizado
respecto a HA

HA YVKQNTLKL 1.8 100
SH-50 - 0 0
F-137 FLLGVGSAI 1,5 33
L-962 FFNLDNIDT 1,5 33
N-298 YHILNNPKA 2,1 120
L-832 LLALNSLK L 1,1 61
L-449 FYLLSSLSM 2,5 143
M-68 LRVMINSRS 0,9 50
G1-58 FIISANHKV 1,2 67

-Secuencia minima de
interaccion con las
moléculas MHC clase Il

-Residuos aromaticos
voluminosos tales como F o
Y, favorecen la interaccién
del péptido en la posicion 1

-MHC clase Il: Glicinaen la
posicion 86 de la cadena
Beta, y arreglo estructural
generan un bolsillo
profundo,
predominantemente
hidrofébico.

L J Stern et al.
Marsh et al.
Rammensee, H G



Valores de prediccion de afinidad de los péptidos evaluados al alelo HLA-DRB1* 0401
empleando el algoritmo PROPRED

Péptido Secuencia “core” Puntuacién marco % de puntuacion marco
peptidico peptidico normalizado
respecto a HA
HA YVKQNTLKL 45 100
SH-50 - 0 0
F-137 LGFLLGVGS 0,38 8
L-962 FNLDNIDTA 2.8 62
N-298 YHILNNPKA 3.7 82
| -832 YLLALNSLK 28 62
L-449 FYLLSSLSM 4 I 89 [
M-68 LRVMINSRS 4.4 ﬁ
G1-58 FIISANHKV 4 ITI_

Residuo de anclaje al bolsillo 1
es clave para la union MHC
[1/Péptido.

Vargas L.E. et al 2003
Marek Wieczorek 2017

Hay otros pequenos bolsillos
4,6,7y 9dentro del sitio de
uniéon del péptido que juegan
un papel importante en la
estabilizaciéon o
desestabilizacion del
complejo.

“Susceptibility to HLA-DM
Protein Is Determined by a
Dynamic Conformation of Major
Histocompatibility Complex
Class Il Molecule Bound with
Peptide.” Journal of Biological
Chemistry”

Yin, Liusong et al. 2014



RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion experimental de los porcentajes de union relativos de
péptidos del VSRh a moléculas HLA-DR1Y HLA-DR/ en presenciay
ausencia de HLA-DM



i) P - . i} e 4.
% de union relativo: HLA- DR1/Péptidos /o de union relativo: HLA- DR4/Peptidos
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Determinacion del porcentaje de unién relativo HLA-DR1 HLA-DR4 /péptido



% de union relativo: HLA- DR1/Péptidos/DM
150-
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% de union relativo: HLA- DR4/Péptido/DM

150+

Péptidos

Determinacion del porcentaje de unién relativo HLA DR1- HLA DR4 /péptido/HLA-DM



RESULTADOS Y DISCUSION

Comparacion del porcentaje de union de cada péptido con HLA-
DR1y HLA- DR4 en presenciay ausencia de HLA-DM



% de union relativo de SH-50

DR1/P

DR1/P/IDM DR4/P

Tipo de reaccién

DR4/P/IDM

Yo

% de unidén relativo de F-137

100+

40-

20+

[ |

DR1/Pp DR1/P/DM DR4/P

Tipo de reaccién

DR4/F/DM



% de union relativo de L-962

% de unioén relativo de N-298

150
150-
100-
100-
S
3 =
5[' . i ]
5‘“ = :l.::::
C. , : D. o e
1
P DR1/PIDM DRA4/P P/DM
DR1/P DR4/P/DM DR1/P DR1/PIDM DR4/P  DR4/P/DM

Tipo de reaccion

Tipo de reaccion



Yo

100+

80+

604

% de union relativo de L-832

DR1/P DR1/P/DM DR4/P

Tipo de reaccioén

DR4/P/DM

Yo

80-

60+

40+

20+

% de unioén relativo de L-449

DR1/ DR1/P/DM DR4/P DR4/PIDM

Tipo de reaccion



Yo

% de union relativo de M-68

100+

404

201

DR1/7 DR1/P/IDM DR4/P

Tipo de reaccion

DR4/P/DM

100-

60-

40-

20+

% de union relativo de G1-58

DR1/P

R 5

DR1/P/DM  DR4/P

Tipo de reaccién

DR4/F/DM



RESULTADOS Y DISCUSION

La modulacién negativa de HLA-DM
observada sobre la mayoria de los
péptidos evaluados incluyendo el control
puede estar relacionada con el pH al cual
se realizd la reaccién (pH 7,7)

Hall, Frances et al. 2002.

Hasta ahora los programas desarrollados
no presentan confiabilidad del 100%, no
obstante, se demuestra que PROPRED es
un buen algoritmo predictor.

Lin, Hong Huang et al 2008

El umbral de astringencia escogido es
critico en la obtencién de verdaderos
positivos.

Falsos positivos (50%) / Falsos negativos (6%)

PROPRED tiene en cuenta la interaccién
fisicoquimica del péptido con la molécula HLA-
DR

Es necesario tener en cuenta el efecto de la
molécula HLA-DM en esta interaccion Achal
Pashine et al 2003. Lawrence J Stern. 2011

SH-50 / HLA-DR1Y L-832,G1-58 y SH-50
con HLA-DR4 en presencia de HLA-DM :
Porcentajes de unién negativos

Moléculas pequenias pueden llegar a
modular la formacién del complejo HLA-
DR/péptido de manera andloga a HLA-DM.

Analogues of HLA-DM Can Induce a
Peptide-receptive State in HLA-DR
Molecules. Viviana Marin-Esteban, Kirsten
Falk,Chemical ,2004




. HLA-DR1 HLA-DR4;
: F137 F-137

* Los péptidos

2 : L-962

N'298 Y L'449 Se estimd [ 5 962 N 2 8
presentan los cualitativamente la i N'298 M_2698 i
influencia de la i 1L-832 A ;
mayores molécula HLA- DM en 3 :

i L449  L-832
\ M68  L-449

la interaccién de los
péptidos con los
alelos HLA-DR1y DR4.

porcentajes de
afinidad para
los dos alelos
evaluados.

Se determinéd
experimentalme
nte la union
relativa de los

* Se comprobd
la deficiente
capacidad de

unién que péptidos con las
—— moléculas HLA-
péptido SH-50 DR1y DR4 Se determino la
(-5.4%). afinidad de unién de

los péptidos por las
moléculas HLA- DR1y
DR4 mediante el

« El péptido N-298 y L-962 algoritmo PROPRED.

presentan mayor afinidad
por los dos alelos
evaluados.

nmzo~—~wnwCcrozoon



Los péptidos N-298 y L-362 presentan el mayor porcentaje de
afinidad para los dos alelos evaluados en presencia y ausencia

de HLA-DM. (Blanco potencial)

Se determind que los péptidos SH-al, L-832 y GI-08
potenciaron la unidn de HA (péptido contral) al alelo HLA-

DR4 en presencia de HLA-DM

Se establecid que los datos experimentales se correlacionan
con los datos tedricos en ausencia de HLA-DM, sin embargo los
resultados cambian en presencia de esta molécula.




Algoritmos de prediccion
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La interaccion que ejerce
cada aminoacido del péptido
con los bolsillos de union de
HLA-DR.

Precision

N

Utilidad

* Restringe el nimero de
péptidos que pueden unirse a
moléculas del MHC clase L.

* Reducir costos.

* Determina el potenciales
epitopes de células T CD4.

4 )

*Seleccionan posibles
péptidos antigénicos capaces
de modular la respuesta
inmune.

. /

.. Ensa)tcjs de
union




PROYECCIONES

Evaluar la unién de los péptidos teniendo en cuenta valores de IC50

Evaluar estabilidad cinética del complejo MHC/Péptido

Determinar la tasa de disociacion y la vida media de unién con los alelos HLA-
DR

Estudios in vivo de la capacidad antigénica de los péptidos

Respuestade linfocitos T

Produccion de citoquinas.



