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RESUMEN

Estudiamos el peptidoma asociado a la molécula HLA-DR, tanto en tejido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide (AR) como en células dendriticas (CD)
de donantes positivos para alelos del epitopo compartido (EC), pulsadas con fluido
sinovial de pacientes AR. Estos alelos han sido extensamente estudiados,
encontrandose una asociacion con AR. Nosotros mediante el uso de espectrometria
de masa describimos el repertorio peptidico de algunos alelos del EC, obtenidos
desde tejido y CDs de donantes sanos pulsados con FS. Basandonos en el tipo de
unién de estas secuencias peptidicas y su procedencia, logramos ver caracteristicas
propias de estos alelos, que presentaban un tipo de unién tedrica mas afin a las
secuencias peptidicas. Esto nos permitira en un futuro cercano el desarrollo de una
busqueda de posibles nuevos auto- antigenos para esta enfermedad.

Metodologia: Se seleccionaron 3 pacientes con AR para cirugia de
reemplazo articular, los cuales se genotipificaron para el gen HLA-DR y de los cuales
se obtuvo fluido y tejido sinovial. Ademas, se reclutaron 100 donantes sanos en
busca de donantes positivos para los alelos del EC. De los donantes
seleccionados se generaron CD, las que fueron pulsadas con fluido sinovial de
pacientes AR. Se aislaron complejos HLA-DR/péptidos desde tejido sinovial y CD
pulsadas y no pulsadas, y posteriormente se eluyeron los péptidos, los que fueron
secuenciados por espectrometria de masas y analizados por herramientas

bioinformaticas.
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Resultados: Se obtuvieron 1176 péptidos, provenientes de 227 proteinas. La
mayoria de los péptidos fueron presentados en “nested set” y derivaban de proteinas
procesadas por la via endocitica. En el caso de tejido sinovial, la mayoria de los
péptidos provenia del medio extracelular, mientras que en las CD, los péptidos
provenian en un 70% de membrana plasmatica. Los alelos del EC DRB1*01:01 y
DRB1*04:01 presentaron en tejido una mayor cantidad de péptidos de afinidad alta e
intermedia por las respectivas moléculas HLA-DR. En las CD los péptidos
presentados en el alelo DRB1*01:01 tenian una afinidad teorica alta por ésta
molécula. No se observo la presentacion de péptidos citrulinados en tejido sinovial ni
en CD pulsadas y no pulsadas.

Conclusion: El peptidoma proveniente de CD cargadas con fluido sinovial de
pacientes AR o de tejido sinovial de pacientes AR presentado por moléculas HLA-DR
positivas para los alelos EC, presenta secuencias peptidicas con una afinidad tedrica
alta. Las secuencias presentadas en tejidos provienen del medio extracelular y se
relacionando con proteinas inflamatorias. Las secuencias presentadas en CDs de
donante sano en su mayoria provienen de membrana plasmatica y se relacionan

con proteinas del procesamiento y presentacion antigénica.
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ABSTRACT

This study involves the peptidome associated to HLA-DR molecule, in
synovial tissue from Rheumatoid Arthritis (RA) patients and dendritic cells (DC) from

healthy donors positive for shared epitope (SE) alleles pulsed with synovial fluid from

RA patients. These alleles have been extensively studied, finding an

association with RA. We using _-mass spectrometric-_ peptide repertoire describe

some alleles of EC, obtained from tissue and CDs from healthy donors pulsed with
FS. Based on the type of binding of these peptide sequences and their origin, we see
own of these alleles, they exhibited one more akin to theoretical peptide sequences
binding characteristics. This will enable us in the near future the development of a

search for new potential autoantigens for this disease.

Methodology: 3 RA patients selected for joint replacement surgery were
recruited, genotyped for HLA-DR gene, and their synovial fluid and tissue were
obtained. Also, healthy donors positive for SE alleles were recruited. From the 100
selected subjects, blood samples were obtained to generate DC, which were pulsed
with synovial fluid from RA patients or left unpulsed. HLA-DR/peptides complexes
were isolated from tissue and cells, later the peptides which were sequenced by mass

spectrometry were eluted and analyzed by bioinformatics tools.

Results: 1176 peptides from 227 parental proteins were obtained. Most
peptides were presented in nested set and derived from proteins processed by the
endocytic pathway. In the case of synovial tissue, most peptides derive from the

extracellular medium, whereas in DC, 70% were derived from the plasma membrane.
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Most peptides presented by SE alleles DRB1*01:01 and DRB1*04:01 in synovial
tissue were defined as of high and intermediate affinity for their respective HLA-DR
allele. In DC, the peptides presented by the allele DRB1*01:01 had a high theoretical
affinity for this allele. No citrullinated peptides were detected neither in synovial tissue

nor in pulsed and non-pulsed DC.

Conclusion: The peptidome associated to HLA - DR molecule of alleles SE
presents peptide sequences with high theoretical affinity. The sequences presented in
tissues derived from the extracellular medium and interacting with inflammatory
proteins. The sequences presented in healthy donor CDs mostly come from plasma

membrane proteins and are related to processing and antigen presentation.
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INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica que a
nivel mundial afecta al 0,5 -1% de la poblacion adulta (Wegner, 2010). En Chile su
prevalencia es de 0,46%, siendo uno de los 25 primeros problemas de salud en
mujeres en el tramo de edad de 45 a 74 afios (MINSAL, afio 2007).

Es una enfermedad de etiologia desconocida y multifactorial, que se
caracteriza por el compromiso simétrico de las articulaciones y por la inflamacion e
hiperplasia del tejido sinovial, lo que lleva al aumento de tejido granulatorio que se
extiende por la superficie articular, proceso conocido como pannus (Goronzy et al.,
2005). La progresion de la AR esta asociada con una pérdida en el funcionamiento
de la articulacion, resultado de la destruccién del hueso y del cartilago mediado por
un proceso inmune, provocando discapacidad y reduccion de la expectativa de vida

del paciente (Tak et al., 2000, Scott et al., 2010).

Células y citoquinas involucradas en la patogenia de AR

En las primeras etapas de la AR, se observa edema del tejido y
posteriormente hiperplasia en la membrana sinovial con aumento de sinoviocitos tipo
macrofago y tipo fibroblasto (Lee et al.,, 2001). El aumento de citoquinas pro-
inflamatorias lleva al predominio de sinoviocitos tipo macréfago (Scott et al., 2010).
Los sinoviocitos tipo fibroblasto producen IL-6, IL-8 y quimioquinas que aumentan la
llegada de leucocitos a la membrana sinovial (Mor et al., 2005). Estudios posteriores
han asociado la heterogeneidad de la enfermedad con cuatro fenotipos sinoviales;
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linfoide, mieloide, leve inflamacion y fibroide, cada uno de ellos con un perfil genético
caracteristico. En el caso del fenotipo linfoide, se observa expresion de genes
relacionados con la activacion y diferenciacion de los linfocitos T y/o B, produccion de
inmunoglobulinas, sobreexpresion de la via JAK/STAT y sefializacion de IL-17. Por
su parte, el fenotipo mieloide se caracteriza por la expresién de genes relacionados
con procesos de quimiotaxis, produccién de Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-o)
e IL-1B, fagocitosis mediada por los receptores Fc-y y proliferacion de
mononucleares. El fenotipo fibroide, en tanto, presenta un perfil genético asociado a
sefalizacion del Factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) (Dennis et al.,
2014).

Los linfocitos T CD4+ “naive” pueden ser polarizados y diferenciarse en
distintos subsets de linfocitos Th1,Th2, Thl7, Treg, Th22, dependiendo de la
citoquina que esté presente en el medio, que depende a su vez de la célula
presentadora de antigeno (APC) (Abbas et al., 1996). Las células dendriticas
presentan auto-antigenos a linfocitos T auto-reactivos, generando la activacion y
diferenciacion en el érgano linfoide secundario. Estos, migran por via sanguinea
hasta el 6rgano blanco en donde inducen o agravan la inflamacién local. (Lubberts, et
al 2015)

Los linfocitos T helper 1 (Thl) estan involucrados en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes, incluyendo la AR, debido a su caracter pro-inflamatorio
(Notley CA et al., 2010). El uso terapéutico de inhibidores de TNF ha significado un
avance importante en el manejo de la AR, dando a entender que los linfocitos Thl

estan involucrados en la patogenia de esta enfermedad (Taylor PC et al., 2009). En
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el modelo experimental de raton, su rol es controversial (pro-inflamatorio y/o anti-
inflamatorio), indicando que IL-23 es esencial promover la inflamacién, mientras que
IL-12 media la proteccion de la articulacion (Murphy C. et al., 2003).

Los linfocitos Th1l7 también son mediadores claves de la inflamacion en AR,
lo que ha sido demostrado en modelos experimentales de artritis, como Artritis
Inducida por Colageno (CIA), en donde ratones knock-out para el gen de IL-17 no
desarrollan inflamacion (Nakae S et al., 2003). Los linfocitos Th17 secretan IL-17, IL-
21, IL-22, factor estimulante de colonia granulocito-macrofago (GM- CSF) y TNF—a.
Ademas, en su superficie expresan receptores para quimioquinas: CCR2, CCR4 y
CCR6 (Sato et al., 2007). Por otro lado, contribuyen al reclutamiento de neutrofilos
hacia la membrana sinovial, mediante la induccién de la produccién de IL-6 e IL-18
por parte de fibroblastos y células endoteliales (Fujimoto et al., 2008, Fossiez et al.,
1996). También incrementan la produccidon metaloproteinasas en el tejido sinovial y
cartilago, como MMP-1, 2, 9 y 13 (Moran et al., 2009). En pacientes con AR, se
observa un aumento en los niveles de IL-17 en sangre, mostrando una relaciéon
directa con la actividad de la enfermedad (Shen et al., 2009).

IL-22, secretada por los linfocitos Thl7, se encuentra elevada en pacientes
con AR en comparacion a donantes sanos (Zhao et al 2013). El aumento de esta

citoquina se correlaciona con erosion del hueso (Leipe et al., 2011).
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Estructura de las moléculas MHC clase Il y sus caracteristicas

La funcion de las moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(MHC por sus siglas en inglés), es la unidén de fragmentos peptidicos derivados de
patdgenos o proteinas propias en la superficie celular de una célula presentadora de
antigenos (APC) para el reconocimiento apropiado por los linfocitos T. Los genes de
este complejo se ubican el cromosoma 6 humano y comprende alrededor de 4 mil
pares de bases que contienen mas de 200 genes. Es un complejo poligénico y
polimorfico. Se divide en tres regiones que contiene genes clase |, clase 1l y clase Il
Los genes clase | contiene los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C que codifican la cadena
o del heterodimero de la molécula MHC clase I. Los genes clase Il contiene los
genes HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ que codifican las cadenas a y 3 de la molécula
MHC clase Il. Ademas, en este complejo se encuentran genes relacionados con el
procesamiento y presentacién antigénica, como; genes del transportador TAP1 y
TAP2, genes de dos sub unidades del inmunoproteosoma (LMP), genes que
codifican las cadenas a y B de la molécula HLA-DM y las cadenas a y B de la
molécula HLA-DO. Los genes de clase lll codifican proteinas con diversas funciones
inmunolégica (TNF-a, C4A, C4B, linfotoxinas A y B). (Janeways Immunobiology 8
edicion ,2012)

La molécula MHC clase | es un heterodimero, compuesto por una cadena o
(43 kDa) que se extiende por la membrana y esta unida de manera no covalente a la

cadena -2 microglobulina. La cadena o posee tres dominios, al, a2 y a3. LoS

dominios a3 y a2, muestran una estructura similar al dominio constante (dominio C)
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de las inmunoglobulinas. Los dominios al y a2 muestran una estructura que consiste
en dos alfa hélices separadas que yacen en una sabana de ocho bandas beta anti-
paralelas, creando una hendidura donde se ubica el péptido antigénico. Esta
hendidura es cerrada y une péptidos de un largo limitado (8-10 aminoécidos). El
péptido es estabilizado en los extremos N y C-terminal del surco de uniéon (Bjorkman
et al., 2005).

La molécula MHC clase Il estd compuesta por dos glicoproteinas de
transmembrana, o (34 kDa) y B (29 kDa). Cada cadena posee dos dominios (al,
a2y B1, B2). Los dominios a2 y 2 se unen en una estructura similar al dominio C de
las inmunoglobulinas. Los dominios al y 1 toman una forma similar a los dominios
aly a2 de la molécula clase | (dos alfa hélices en la sabana beta plegada). La
hendidura de unién al péptido es abierta y permite unir péptidos de gran tamafo (10-
27aa). El péptido es estabilizado a lo largo de todo el surco de unién (Brown et al.,
1993).

Dentro del surco de unién, hay residuos especificos y polimérficos llamados
residuos de anclaje (Stern et al., 1994). El conjunto de residuos de anclaje recibe el
nombre “motivo de union” y es caracteristico de cada variedad alélica. La molécula
MHC de clase Il contiene 9 residuos de anclaje (P1 al P9) y en ellos se ubica el
centro del péptido o Core. Los residuos P1, P4, P6 y P9 se ubican dentro del surco
de union y dan especificidad y estabilidad al péptido. El residuo P1 es el mas
importante y recibe el nombre de residuo ancla y los aminoacidos de los péptidos
gue interactian con este residuo son de caracteristica hidrofébica. Los aminoacidos

de los péptidos que interactian con P4 se caracterizan por su carga negativa. Los

20



que lo hacen con P6 en cambio, se caracterizan por ser residuos basicos y
finalmente los que interactian con P9 se caracterizan por ser residuos hidrofébicos.
Estos residuos se unen mediante unién de puente de hidrogeno a las cadenas
laterales del péptido antigénico (Brown et al., 1993).

La informacion de cada motivo de union de un alelo puede presentarse en
forma de una matriz de afinidad en la que se indica la importancia relativa de cada
aminoécido en las distintas posiciones del motivo de union, permitiendo calcular la
afinidad tedrica de un determinado péptido a un alelo especifico. (Sturniolo et al.,
1999). En la actualidad mediante algoritmos matematicos y métodos de modelacion
molecular se pueden realizar estimaciones sobre la afinidad de un péptido a
determinado alelo. El programa Net MHC Il pan, predice la afinidad de alelos cuyos
motivos de union no estan caracterizados, utilizando la red ANN (del inglés Atrtificial
Neural Network) (Lundegaard et al.,2011). El programa Propred se basa en la matriz
de uniodn realizada por Sturniolo, tomando en cuanta los péptidos de anclaje de cada
alelo, generando un “umbral”. (Singh et al., 2001). Programas basados en motivos
publicados en bases de datos, como SYFPEITHY, que toma en consideracion los

peptidos de anclaje y las posiciones auxiliares (Rammensee et al., 1999).

Influencia de los genes HLA-DR en la patogenia de la AR y su asociacion

con las proteinas citrulinadas

La incidencia de AR esta determinada por la susceptibilidad genética (Barton
et al., 2009). Estudios en gemelos demostraron que factores genéticos aumentan

entre un 50% y un 60% el riesgo de enfermar (Mac Gregor et al., 2000, Seldin et al.,
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1999). El locus HLA del cromosoma 6 (6p21.3) fue establecido hacia fines de los
afilos setenta como una region que promueve susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes. Los genes del locus HLA representan del 30% al 50% del total de la
susceptibilidad genética en AR. Esta region ha mostrado una consistente asociacion
con AR en varios grupos étnicos (Imboden et al., 2009).

La mayoria de los pacientes con AR poseen algunos alelos del gen HLA-
DRB1 que codifican las secuencias de aminoacidos QKRAA, QRRAA y RRRAA en
las posiciones 70-74 de la cadena DR de la molécula HLA-DR. Estas secuencias
comunes se conocen con el nombre de “Epitopo Compartido” (EC) (Gregersen et
al.,1987). Los motivos del EC consisten en 3 aminoacidos homaologos dentro de una
variante de secuencia: QKRAA variante comun en poblacidon caucasica codificada
por el alelo HLA-DRB1*0401; QRRAA, codificado por varios alelos, entre ellos HLA-
DRB1*0404, HLA-DRB1*0101 y HLA-DRB1*0405.; y RRRAA, codificado por el alelo
HLA-DRB1*1001 (De Almeida et al 2011). La secuencia del EC esta situada en la
pared de la hélice alfa del bolsillo de union al péptido. En esta posicion podria
influenciar la union del péptido a la molécula de HLA y por tanto la presentacion al
linfocito T (Bhayani et al 2001). EI mecanismo bajo el cual el EC actta en la AR no es
muy claro. Basados en el rol de las moléculas MHC clase Il, en la presentacion de
antigenos, se ha postulado la presentacion de péptidos artritogénicos propios
(Wucherpfenning et al 1991), mimetismo molecular con antigenos foraneos (La Cava
et al.,1997) o la seleccion en el repertorio de los linfocitos T (Bax et al.,2011). Para
definir la asociacion entre la region HLA y AR e identificar potenciales variantes

causales, Raychaudhuri y cols, realizaron un estudio de genoma ampliado de la
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poblacion con AR europea comparando con controles sanos. Se testearon los genes
MHC clasicos y sus polimorfismos (HLA-A, HLA-B, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-
DPB1 y HLA-DRB1) como también 3117 polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs),
encontrandose 3 aminoacidos en las posiciones 11, 71 y 74 en HLA-DRB1, un
aminoacido en la posicién 9 de la molécula HLA-B y un amino&cido en la posicion 9
de la molécula HLA-DPB1, que se localizaron en el motivo de unién al péptido y que
podrian explicar la asociacién de MHC y riesgo de AR (Raychaudhuri et al. ,2012).
Un estudio espafol observd esta asociacion independiente del EC y evaluo la
presencia de valina y leucina en la posicion 11 del HLA-DRBL1. Este cambio confiere
un alto riesgo de progresion radiografica independiente del EC pero no independiente
de la presencia de anticuerpo anti-proteinas citrulinadas (AAPC), dando importancia
a lo ya antes mencionado con respecto a los aminoacidos ubicados en la posicion 11
(Van Steebergen et al., 2015). Cabe mencionar que la asociacion entre alelos HLA-
DRB1 con EC y AR solo se ha observado en pacientes con AAPC (Van der Helm et
al., 2005).

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) de proteinas pueden afectar a
los péptidos presentados por las moléculas MHC, alterando las distintas etapas del
procesamiento y presentacion antigénica y se ven influenciadas por los procesos de
inflamacion y apoptosis (Engelhard 2006). La citrulinacion, MPT catalizada por la
enzima dependiente de calcio peptidil arginina deiminasa (PAD), que convierte a
arginina (de carga positiva) a citrulina (de carga neutra). Se ha identificado gran
cantidad de proteinas citrulinadas en el fluido sinovial de pacientes con AR, lo cual se

corresponde con los niveles de AAPC (Kinloch et al., 2008).
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Las cadenas alfa y beta del fibrinbgeno citrulinadas, son reconocidas de
manera especifica por los AAPC (Hill et al., 2008). El péptido de vimentina 65-77
(SAVRACItSSVPGVR) mostr6 mayor afinidad por la molécula HLA-DRB1*0401 en su
estado citrulinado (Hill et al., 2003). Alfa-enolosa presenta 9 residuos citrulinados en
su secuencia y ellos son reconocidos por anticuerpos presentes en el suero de
pacientes AR (Kinloch et al.,2005). Finalmente, se ha demostrado la presencia de
colageno citrulinado en el fluido sinovial de pacientes con AR (Burkhardt et al., 2005)

Los AAPC son auto-anticuerpos dirigidos contra proteinas citrulinadas y de
presencia casi exclusiva en AR. Estos anticuerpos aparecen muchos afos antes del
inicio de la enfermedad (Rantapaa-Dahlgvist et al., 2003), estan presentes en dos
tercios de los pacientes con AR (Schellekens et al., 2000), estan asociados a
severidad de la enfermedad (Agrawal et al., 2007), y son un factor predictivo
independiente en la progresion radiografica de la erosion en las articulaciones
(Syversen et al., 2008). La presencia de AAPC antes de los signos de inflamacion en
la articulacidon sugiere que la inmunidad contra péptidos citrulinados se inicia fuera de
la articulacion, postulandose el pulmén como sitio de inicio de la respuesta inmune
en individuos fumadores (Catrina A. 2014). Se ha demostrado que en un comienzo
los AAPC reconocen un solo epitopo citrulinado, para luego expandir esta reactividad
hacia distintos epitopes citrulinados en un periodo cercano al inicio de los sintomas,
en un proceso llamado diversificacién epitopica (Catrina A., 2014).

La presencia de AAPC esté asociada a factores de tipo ambiental (fumadores)
y factores de riesgo genético, como alelos HLA-DRB1 pertenecientes al EC, como ha

sido observado en distintas poblaciones de pacientes AR (Padyukov 2004, Too
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2012). Existiendo una asociacion directa entre la presencia de AAPC, alelos
pertenecientes al EC y AR. (Ding et al., 2009). La regién del EC, esta ubicada dentro
del bolsillo de anclaje al péptido P4, de carga positiva, e interactia de manera directa
con las cadenas laterales del péptido, de forma tal que los aminoacidos de carga
neutra o negativa aumentan la afinidad por la molécula MHC. Asi, el cambio de
arginina a citrulina aumenta la afinidad, lo que fue demostrado en ratones
transgénicos para HLA-DR*0401 (Hill et al., 2003). Asimismo, linfocitos T de
pacientes con AR son capaces de reconocer tetrameros de HLA-DR*0401 con
péptidos que contienen residuos citrulinados en el bolsillo P4, y el niamero de
linfocitos T CD4+ reactivos a estos tetrameros se correlaciona con la actividad de la
enfermedad (Scally et al., 2013), demostrando que los auto antigenos citrulinados

presentan una mayor afinidad hacia los alelos del EC.

Identificacion de péptidos presentados por moléculas HLA en

enfermedades autoinmunes

Los estudios de caracterizacion de péptidos presentados por moléculas HLA-
DR partieron con la utilizacién de lineas celulares de linfoblastos B (B-LCL), como
fuente de complejos HLA-DR/péptidos, lo que permitio la identificacion de motivos de
unién de péptidos alelo-especificos, facilitando el desarrollo de bases de datos
(Rammensee et al., 1999). El uso de la espectrometria de masas (EM) ha permitido

el estudio masivo de péptidos naturalmente presentados (NPPs), asociados tanto a
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moléculas MHC clase | y IlI, abriendo paso al andlisis de epitopos virales, tumorales y
auto-antigénicos (Muixi 2008).

En autoinmunidad se han publicado varios trabajos desarrollados directamente
desde tejidos de pacientes con enfermedades autoinmunes, superando las
limitaciones a que estan sujetos los andlisis desde lineas celulares (Muixi 2008). Por
ejemplo, fueron descritos 55 péptidos exdgenos en pacientes con enfermedad del
intestino inflamado, encontrandose péptidos derivados de E. coli y S. cerevisiae, los
cuales podrian participar de la patogénesis de esta enfermedad (Oshitani et al.,
2003). También se ha utilizado esta técnica para el estudio de células extraidas de
lavado bronqueo alveolar de pacientes con sarcoidosis que presentan moléculas
HLA-DR3, en quienes se identificaron 78 péptidos propios, algunos de los cuales
habian sido descritos anteriormente como auto-antigenos (Wabhlstrom et al., 2007).
Usando tejido tiroideo de pacientes con Enfermedad de Graves, se pudo identificar
un repertorio de 162 péptidos asociados a HLA-DR, que en su mayoria
correspondian a proteinas del coloide tiroideo; de éstos, 8 péptidos derivados de la
tiroglobulina, un conocido auto-antigeno en esta patologia (Muixi et al.,2008).

En AR, la espectrometria de masas ha permitido analisis del proteoma de fluido y
tejido sinovial de pacientes con AR, comparandolo con muestras de pacientes con
artrosis (OA) (Sinz et al., 2002), permitiendo detectar la presencia en tejido sinovial
de auto-antigenos ya descritos, como es el caso de vimentina y fibrinégeno, los
cuales se encuentran citrulinados en articulaciones de pacientes con AR (Matéos et
al.,, 2012, Van Steedam et al., 2012, Hermansson et al., 2010). También se ha
estudiado complejos inmune para la biusqueda de nuevos auto-antigenos en AR

(Monach et al., 2009). Finalmente, se han realizado estudios comparativos entre
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individuos fumadores y no fumadores para detectar la presencia de proteinas
citrulinadas en pulmén y sus implicancias para AR (Lugli et al., 2015).

Este trabajo estudia el peptidoma asociado a la molécula HLA-DR en alelos que
confieren susceptibilidad a AR, tomando por una parte los péptidos obtenidos desde
tejido de pacientes AR, que presentaban un curso cronico de la enfermedad, para
una visién “in situ” de los procesos biolégicos que estan siendo favorecidos. Y por
otra parte, desde células dendriticas que expresan moléculas MHC pertenecientes al
EC y que fueron pulsadas con fluido de paciente AR, para obtener una mejor
aproximacion de los péptidos que son procesados y presentados en células APC que
expresan una cantidad importante de moléculas HLA-DR. A través de estas dos
aproximaciones observaremos diferencias y coincidencias en el repertorio, en
busqueda de posibles candidatos a auto-antigenos e informacion relevante sobre el
tipo de union que caracteriza a estos alelos y presencia de citrulinacion.

Como antecedente, ya se ha realizado un estudio comparativo de NPPs desde tejido
sinovial de pacientes con AR y enfermedad de Lyme, una artritis infecciosa,
identificandose 166 péptidos. Entre estos péptidos no se detectaron modificaciones
post-traducionales, junto con presentar otras limitaciones, como una baja
purificacion de los complejos HLA-DR/péptido debido a la expresion variable de la
molécula HLA-DR en el tejido sinovial, ademas de un numero reducido de donantes
de tejido (Seward et al., 2011). Para obtener una mayor purificacion de complejos
HLA-DR/péptidos, en este proyecto se ha decidido utilizar la estrategia de pulsar
células dendriticas con fluido sinovial, semejando la experiencia desarrollada por un
grupo holandés que logré identificar secuencias inmunogénicas de Factor VIII en

pacientes con hemofilia (Van Haren et al., 2011). La informacién encontrada sera util
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para desarrollar busqueda de auto-antigeno y posible desarrollo de terapia celular en

AR.
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HIPOTESIS

"Las moléculas HLA-DR que expresan el epitopo compartido favorecen la
presentacion de péptidos de alta afinidad derivados de proteinas presentes en tejido

y fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide"
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OBJETIVO GENERAL

Identificar péptidos derivados de proteinas de fluido y tejido sinovial de
pacientes con AR que son presentados por moléculas HLA-DR positivas para el EC.
Determinar el grado de afinidad tedrico de estas moléculas a las secuencias

peptidicas encontradas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener muestras de tejido y fluido sinovial de pacientes con AR.

2. Generar CDs cargadas con fluido sinovial, a partir de monocitos de
donantes sanos positivos para los alelos del EC.

3. Aislar complejos HLA-DR/péptido desde células presentadoras de
antigenos residentes en tejido sinovial de pacientes con AR.

4, Aislar complejos HLA-DR/péptido desde CDs de donantes sanos
positivos para los alelos del EC pulsadas con fluido sinovial de pacientes con AR.

5. Identificar los péptidos asociados a moléculas HLA-DR tanto de tejido
sinovial de pacientes con AR como de CDs pulsadas con fluido sinovial de estos
pacientes.

6. Definir, a partir de las secuencias obtenidas, aquellos péptidos que
presenten alto grado de afinidad tedrica y promiscuidad para moléculas HLA-DR

positivas para el EC.
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MATERIAL Y METODOS

1. Pacientes AR, Pacientes OA y Donantes Sanos

1.1 Paciente AR

Se reclutaron 16 pacientes diagnosticados con AR, segun criterio del colegio
Americano de Reumatologia (ACR) afio 1987 (Arnett et al 1988).

Los pacientes seleccionados fueron sometidos a una entrevista y examen
fisico para recabar datos clinicos y tener antecedentes del grado de actividad de la
enfermedad. Esta entrevista fue realizada por su médico tratante. Se obtuvo material
biologico (40 mL de sangre) para determinar los genes HLA-DRB1, HLA-DRB4, HLA-
DRB10. A los pacientes AR con indicacion de reemplazo articular de rodilla o
sinovectomia global, se obtuvo durante cirugia, tejido y fluido sinovial para el estudio
de epitopes en AR.

Los pacientes provenian del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y
Hospital del Salvador y este trabajo fue desarrollado en colaboracion con el
Traumatologo, Dr. Catalan y la reumatéloga, Dra. L. Soto.

Todos los pacientes firmaron consentimiento informado aprobado por el
comité de ética de investigacién en seres humanos de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile. Anexo 1.
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1.2 Paciente OA

Se reclutaron 11 pacientes diagnosticados con Artrosis primaria, como parte
del grupo control. Ellos al igual que los pacientes AR, fueron sometidos a una
entrevista para recabar datos clinicos relacionados con su enfermedad, realizada por
su médico tratante. Ademas se obtuvo 5 mL de sangre periférica para determinar los
genes HLA-DRB1, HLA-DRB4, HLA-DRB10. A los pacientes OA con indicacion de
reemplazo articular de rodilla o sinovectomia global, se obtuvo durante cirugia, tejido
y fluido sinovial como grupo control.

Los pacientes provenian del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y
Hospital del Salvador y este trabajo fue desarrollado en colaboracion con el
Traumatologo, Dr. Catalan y la reumatéloga, Dra. L. Soto.

Todos los pacientes firmaron consentimiento informado aprobado por el
comité de ética de investigacion en seres humanos de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile. Anexo 1.

1.3 Donante sano

Se reclutaron 100 donantes sanos. Se obtuvo 5 mL de sangre periférica para
determinar los genes HLA-DRB1, HLA-DRB4, HLA-DRB10. A aquellos donantes
positivos para genes del EC, se le solicitdé autorizacion para utilizar un producto
derivado de su donacion de sangre, consiste en concentrado de leucocitos o “Buffy
coat” para la generacién de células dendriticas que fueron pulsadas con fluido

sinovial.
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Todos los donantes sanos firmaron consentimiento informado aprobado por el
comité de ética de investigacion en seres humanos de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile. Anexo 1

2. Tejidos

2.1 Transporte de Tejido

Los tejidos obtenidos de artroscopia de rodilla de paciente AR y OA, fueron

transportados en hielo a 4 °C, en medio de transporte para muestras bioldgicas.

2.2 Procesamiento de tejido para espectrometria de masas

El tejido fue cortado en piezas de aproximadamente 1mm?® y sumergido en
isopentano enfriado en un bafio de acetona y hielo seco. Los blogues obtenidos

fueron guardados en crio-tubos a -80°C hasta su procesamiento.

2.3 Procesamiento de tejido para microscopia de epifluorescencia

El tejido de los pacientes AR5 y AR8 y el paciente OA 8 fueron embebidos en
Tissue-Tek® Optimum cutting temperatura (OCT) Compound (Sakura finetek Inc,
Estados Unidos), que es una formulacion soluble de glicol y resinas que permiten
una matriz de muestra ideal para seccionar mediante a criostato a temperaturas de -

10°C y mas bajas. Posteriormente, se us6 nitrogeno liquido para congelar de
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manera inmediata estos tejidos frescos. Los bloques fueron guardados a -80°C.
Mediante criostato se realizaron cortes de 8 um de espesor y puestos en
portaobjetos, los cuales previamente fueron limpiados en alcohol. Los portaobjetos

fueron guardados a -80°C hasta su uso.

2.4 Fluido sinovial

Las muestras de fluido sinovial de los pacientes AR y OA fueron tratadas con
la enzima hialuronidasa, para disminuir el grado de viscosidad. La enzima
hialuronidasa (Sigma-Aldrich, St Louis, Estados Unidos), se suspendido en una
solucion que contenia 0.02 M Buffer fosfato (NaH2PO4, Na;HPO4) a pH 7, 77 mM
NaCl, 0.01% BSA. Todos los fluidos sinoviales fueron incubados con hialuronidasa a

una concentracion final de 10 U/ml, por 30 minutos a 37°C (Mathsson et al., 2006).

3. Generacion de células dendriticas pulsadas con FS de paciente
AR, a partir de monocitos de donante sano.

3.1 Genotipificacién de donantes sanos

Se utilizé protocolo de Miller modificado para la obtencion de DNA gendmico.
Brevemente, se utilizaron 5 ml de sangre periférica. En un tubo cénico de 15 ml se
agregaron 5 ml de Buffer TKM1 (Tris 10mM, KCI 10mM, MgCl,, &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 2mM a pH 7,6), 125 ul de Triton x-100 y 5 ml de
sangre total. Se centrifug6 a 2500 g por 10 min a temperatura ambiente. El pellet se

resuspendié en Buffer TKM1 y se centrifugd nuevamente a 2500g por 10 min a
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temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en Buffer TKM2 (Tris 10mM, KCI
10mM, MgCl,, EDTA 2mM, 400mM NaCl a pH 7,6), se agregaron 50 ul de Dodecil
sulfato sodico (SDS) al 10% y se mezclé suavemente. Se agreg6é Proteinasa K
(Invitrogen, Estados Unidos) a una concentracién 10 pg/ul y se incub6 10 min a 55°C.
Posteriormente se agregaron 300 ul de NaCl 6M. Se centrifugd a 3500 g por 15 min a
temperatura ambiente, se recolectd el sobrenadante y se agregé etanol al 100% frio
y después etanol al 70%. Se centrifugd a 10000 g por 5 min, se elimind el
sobrenadante y posteriormente se resuspendié en 300 ul de Buffer TE (Tris 10mM,
EDTA 0,1mM a pH 8,0). La calidad de DNA gendmico obtenido fue medida por el
equipo Nanodrop (Biotek Instruments Inc. Estados Unidos).

Se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen HLA-
DRBL1, con partidores especificos para alelos de los serotipos DR1, DR4 y DR10, con
el fin de seleccionar los donantes que posean estos alelos.

El disefio de los partidores fue realizado mediante busqueda en la base de

datos www.ebi.ac.uk (Tablal). Se prepar6 una mezcla con dNTP 0,25 mM,

partidores 0,5mM, 1U de Pag5000 DNA polimerasa, (Stratagene, Estados Unidos) y
100 ng total de DNA templado, en Buffer de reaccion 1x (Stratagene, Estados
Unidos).

Se visualizé la amplificacion del producto de PCR, mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% (0,4 gr de agarosa en 40ml de Buffer TBE 1x mas bromuro de
etidio). Se cargaron 2ul de Buffer de carga y 10 ul de producto de PCR. Se utilizé un

marcador de DNA de 100 pb.
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Tabla 1. Partidores utilizados en la deteccion de los genes DR1, DR4, y DR10

DR1 194 36F:5 TTG TGG CAG | 58° | 39R:5'CCG CCT CTG CTC | 62°
CTTAAGTTGAAT3 | C CAG GAG 3’ c
DR4 259 | 47F: 58° | 37R: , 58°
5'GTTTCTTGGAGCAGGT | C | 5CTGCACTGTGAAGCTCTC | C
TAAACA3’ AC3’
DR10 | 203 |53F: ) 58° | 37R: , 58°
5 CGGTTGCTGGAAAGAC | C | 5CTGCACTGTGAAGCTCTC | C
GCG3’ AC3’

Las muestras que resultaron positivas para los serotipos DR1, DR4 y DR10 se

genotipificaron en el Laboratorio Banc de sang i teixits, LIRAD, Barcelona, Espafia,

mediante la técnica PCR-SSO. Esta técnica PCR-SSO (oligonucledtidos o sondas

especificos de secuencia) consiste en la amplificacion mediante PCR de los distintos

exones polimorficos de genes HLA (exdn 2 en los genes HLA-DR, DQ y DP; y

exones 2 y 3 en HLA-A, B y C) y su hibridacion posterior con sonda especifica

(SSOs).
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3.2 Purificacion de monocitos

A los donantes positivos para los alelos HLA-DRB1* 01:01 y 10:01 se les
realizé una leucoféresis para obtener células mononucleares de sangre periférica
(PBMC, del inglés peripheral blood mononuclear cells). Brevemente, se afiadié EDTA
a una concentracion final de 1mM al producto de la leucoféresis. Posteriormente se
adicion6 mezcla de anticuerpos para seleccion de monocitos RosetteSep® Human
Monocyte Enrichment Cocktail (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada),
gue contiene una combinacion de anticuerpos monoclonales (anti-CD2, CD3, CD8,
CD19, CD56, CD66b CD123 y Glicoforina) que forma un complejo de inmuno-rosetas
gue permite seleccionar de forma negativa a los monocitos mediante gradiente de
densidad. Se homogeniz6 e incubdé por 20 min a 37°C. Se diluyd la sangre con
Buffer Fosfato Salino estéril (PBS, 2mM NaH,PO4, 8Mm Na,PO, 150mM NaCl) mas
10 % de suero fetal bovino y Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Bio-Sciences Corp,
Piscataway, NJ, Estados Unidos), en una proporcion de un tercio para cada uno y se
centrifug6 20 minutos a 1200 g. Se removio la interface rica en células y se lavé dos
veces con PBS estéril. El sobrenadante se descartd y se afadié Buffer Amoniaco-
Cloruro-Potasio (ACK) para la lisis de glébulos rojos que contaminaron la suspension
celular y se centrifugd. Posteriormente se realizé recuento celular y se tomd una

alicuota para estudios de pureza mediante citometria de flujo.
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3.3 Diferenciacion de los monocitos a células dendriticas, pulso con FSy

maduracion de células dendriticas

Basados en el protocolo de Sallusto (Sallusto et al.,1994) y posteriores
modificaciones segun protocolo de Garcia-Gonzélez (Garcia-Gonzalez et al., 2013),
los monocitos aislados fueron cultivados en una cantidad de 2,5x10° células por
pocillo, en placas de 6 pocillos por 5 dias en medio AIM-V libre de suero (GIBCO
BLR, Invitrogen, Grand Island, NY, Estados Unidos) en presencia de 500 U/ml de
Factor estimulante de colonia de granulocitos-monocitos (GM-CSF) recombinante
humano y 500 U/mL de IL-4 (eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos) a 37°C al
5% de CO,. Al tercer dia de cultivo se cambio el medio y se agregé la misma cantidad
de citoquinas. Pasado 12 horas del cambio de medio se afiadio 200 ug/ml de fluido
sinovial previamente tratado con hialuronidasa, dividiendo las CDs en pulsadas y no
pulsadas en una proporcion similar. Se seleccionaron los fluidos sinoviales de
pacientes en donde hubiese una coincidencia el haplotipo del donante y el fluido del
paciente (CD 31 y AR12). También aquellos fluidos de pacientes a cuyo tejido
sinovial se hubiesen realizado secuenciacion por espectrometria de masas (AR7 y
AR12). Asi de manera indirecta, observar si hubo presentacion antigénica del fluido
sinovial de parte de las CDs del donante.

En el cuarto dia se afiadié 1 pg/ml de lipopolisacéarido (LPS; Escherichia coli,
Sigma-Aldrich,Estados Unidos) para la obtencién de CDs maduras. Al quinto dia las
células fueron cosechadas dejando una alicuota para estudio de fenotipo y viabilidad.

Las células restantes fueron centrifugadas en PBS y el pellet obtenido fue puesto en
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crio-tubos para su congelacion en nitrégeno liquido para posteriormente obtener los

complejos HLA-DR-péptidos.

4, Electroforesis de proteinas

4.1 Gel de poliacrilamida

Se utilizé gel de poliacrilamida en distinta concentraciones, segun finalidad del
analisis. Para ver la integridad de las proteinas contenidas en fluido sinovial de los
pacientes, tejido sinovial de pacientes con AR y OA, se utilizd gel de poliacrilamida al

12-15%.

4. 2 Electroforesis

Se realizo electroforesis en condicion denaturante en todos los analisis. Las
muestras fueron calentadas 5 min a 95°C en presencia de buffer de muestra
(62.5mM Tris-HCL pH 6,8, 0.02% azul de bromofenol, 10% de glicerol, 0.1% de SDS
y 12,5% B-mercaptoetanol). La electroforesis fue corrida en Buffer de corrida (35mM

Tris, 1,32mM glicina'y 0,1% de SDS) a 120 voltios.

4. 3 Tincion de geles

Se utilizdé tincibn de Azul de Coosamie (Sigma-Aldrich, St Louis Estados
Unidos) (0,59 de Azul de Coosamie, 250mL de metanol y 200mL de agua destilada).

Al momento de utilizar se agregd un 10% de &cido acético. Los geles fueron lavados
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en agua destilada y luego destefiidos en solucion de destincién (20% de metanol) en

varias ocasiones.

5. Analisis por Western-Blot

5. 1 Western blot de tejido sinovial de pacientes con AR para evaluar la

expresion de HLA-DR

Se utiliz6 PBMC como control positivo, debido a la alta expresion de la
molécula HLA-DR de estas células y la linea celular CHO (Ovario de Hamster Chino)
control negativo, ya que estads células no expresan esta molécula. Ambos tipos
celulares fueron lavados con PBS pH 7,0 y centrifugados a 1200 rpm por 5min a
4°C. El pellet fue lisado con 1mL Buffer de lisis RIPA (Radio Immunoprecipitation
Assay) (50mM Tris, 150mM NacCl, 0,1% SDS, 0,5% deoxicolato de sodio, 1% Triton
X100) mas inhibidores de proteasa (PMSF, aprotinina, leupeptina, pepstatina). Se
agito en vortex suavemente y luego se centrifugd por 15 min a 13200 rpm a 4°C. Se
recolectd el sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas mediante
método de Bradford

Las muestras de tejido sinovial de paciente con AR y OA obtenidos desde
artroscopia siguieron el protocolo de conservacion indicado en la seccion 2.2. Para
realizar el western blot, estos tejidos fueron puestos en hielo a 4°C. Se tomé de cada
tejido alrededor de 100 mg. Se homogenizé de manera mecanica en presencia de

buffer de homogenizacion (50mM Tris, 4% de IGEPAL mas inhibidores de

40



proteasas). Se sonicO por 8 segundos en hielo. Posteriormente, se centrifugd por 15
min a 13200 rpm a 4°C y se obtuvo el sobrenadante que se cuantificé utilizando
método BCA. Se cargaron 20 ug de proteina del extracto celular de PBMC, linea
celular CHO, lisado de tejido AR vy lisado de tejido OA en un gel de poliacrilamida.
Las muestras fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE al 15%. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a membrana de
nitrocelulosa por 60 min a 100 volts. La membrana fue lavada y se incubd en Buffer
TBS mas 0,1% de Tween 20, 5% de leche descremada), toda la noche a 4 °C.
Posteriormente se lavé en Buffer TBS pH 7,5+ 0,1% de Tween 20 y se incubo con
anticuerpo primario anti-HLA-DR humano hecho en ratén clon TAL1B5 (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos), que reconoce al dimero de la cadena o de la
molécula HLA-DR, a una dilucién de 1:5000 a temperatura ambiente por 2 horas. Se
lavo en Buffer TBS pH 7,5 + 0,1% de Tween 20. La membrana fue incubada con el
anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado con HRP (Invitrogen, Estados
Unidos) en dilucion 1:1000 por dos horas a temperatura ambiente. Para revelar la
membrana se utilizé el kit Pierce™ ECL Western Blotting Substrate. (Thermo Fisher

Scientific, Estados Unidos)
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5.2 Western blot para evaluar la presencia de proteinas citrulinadas en

tejido y fluido sinovial de pacientes con AR.

Se realizaron dos aproximaciones de western blot para la deteccion de
proteinas citrulinadas. Ambas utilizaron lisado de células corfinificadas de piel de un
donante, como control positivo, se utiliz6 este control debido a la gran cantidad de
proteinas citrulinadas encontradas en la piel debido al proceso de cornificacion.
(Uysal, et al., 2010). Para este lisado se utilizo el siguiente Buffer de lisis: 62,5mM
Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 5% p-mercaptoetanol y 10% de glicerol.

En la primera aproximacion se utilizo6 ademas lisado de bacterias E. coli como
control negativo, debido a que no se observa citrulinacion en esta linea. Para las
muestras de tejido sinovial de pacientes con AR8 y OAS8, se siguio el protocolo de
lisis descrito en la seccidn (5.1). Se cargaron 30 ug de proteina del lisado bacteriano,
10 ug de proteina del lisado de células cornificadas y 50 ug de proteinas de las
muestras de tejido o fluido sinovial (éste Gltimo de pacientes con AR). Las muestras
fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%.
Posteriormente las proteinas fueron trasferidas a membrana de nitrocelulosa por 60
min a 100 voltios. La membrana fue lavada y se incub6 en Buffer TBS mas 0,1% de
Tween 20 y 5% albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St Louis, Estados
Unidos ), por 2 horas en agitacion constante. Posteriormente se lavo en Buffer TBS
pH 7,5 mas 0,1% de Tween 20. Y se incubo con anticuerpo policlonal de conejo anti-
citrulina (LS-C 145131, LifeSpan Biosciences Inc, Seatle, Estados Unidos) en una

dilucion de 1:500 toda la noche a 4°C, en agitacion. Este anticuerpo reacciona
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especificamente con citrulina intra-péptidos independiente de la secuencia. Se lavo
en Buffer TBS pH 7,5+ 0,1% de Tween 20. La membrana fue incubada con el
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo hecho en cabra, conjugado con HRP
(Dako, Dinamarca) en dilucién 1:2000 por dos horas a temperatura ambiente. Para
revelar la membrana se utilizo kit Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo

Fisher Scientific, Estados Unidos)

La segunda aproximacion utilizé la linea celular CHO como control negativo.
La diferencia con el primer método fue un paso de modificacion quimica antes de
incubar con el anticuerpo primario, en el que una solucidon acido fuerte y los
compuestos 2,3 butanediona monoxima y antipirina permiten la formacion de un
grupo ureido aductor con los residuos de citrulina. Se utiliz6 como anticuerpo
primario un anticitrulina policlonal hecho en conejo que reconoce la citrulina
modificada (Millipore, Temecula, CA, Estados Unidos) en una dilucion 1:1000 toda la
noche a 4°C. Los siguientes pasos del protocolo fueron iguales al primer método

empleado, al inicio de esta seccion (5.2).

6. Deteccidn de anticuerpos anti-vimentina mutada citrulinada
(MCV) en fluido sinovial de pacientes AR

Se uso el kit comercial Anti-MCV® (Orgentec, Diagnostika, Mainz-Hechtsheim,
Alemania ), para la determinacién de anticuerpos IgG anti- Vimentina citrulinada
mutada (MCV) en muestras de fluido sinovial de los siguientes pacientes: AR1, AR2,

AR3, AR5, ARG, AR7, AR8, OA1, OA3, OA6 y OA1l. Se tomd 10ul de fluido como
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volumen de muestras, segun fabricante los valores superiores a 20 U/ml son

considerados positivos.

7. Microscopia de Epifluorescencia

7. 1. Evaluacion de la expresion de la molécula HLA-DR en tejido sinovial

de pacientes con ARy OA.

Los portaobjetos con las muestras se dejaron a temperatura ambiente por 30
min. Luego fueron fijados en acetona por 10 min a -20°C. Se utilizé un “wax pen” o
lapiz de cera, para dibujar un circulo hidrofébico alrededor del tejido, para prevenir la
contaminacion. Este lapiz es insoluble en etanol, acetona y agua. (Sigma-Aldrich, St
Louis Estados Unidos). Posteriormente, se lavo con Buffer PBS pH 7,0 y se bloqued
las muestras con Buffer PBS pH 7,0 con 5% de BSA por 30 min a temperatura
ambiente en camara humeda. Se utilizé anticuerpo anti-HLA-DR-FITC (eBioscienes,
Estados Unidos) en una dilucion 1:100 y se incubd por 60 minutos a temperatura
ambiente. Se lavl, se removid el exceso y se afiadio la tincion de contraste 4',6-
diamidino-2-phenilindol (DAPI) ((Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) por 5 min
a temperatura ambiente. Los portaobjetos fueron deshidratados en etanol al 100% y
se monté con glicerol. Las muestras fueron visualizadas en el microscopio de
epifluorescencia LSM 510 (Carl Zeiss, Germany). El andlisis de las imagenes se

realiz6 con el programa Image J (National Institutes of Health, Estados Unidos).
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7.2 Evaluacion de la presencia de proteinas citrulinadas en tejido sinovial
de pacientes con ARy OA

Para evaluar la presencia de proteinas citrulinadas en tejido sinovial se utilizé
protocolo de Chang (Chang et al., 2009). Previo a la incubacion con el anticuerpo
primario, se realizé un paso de modificacion de citrulinacion como fue descrito en
este protocolo. Se utiliz6 como control negativo de la técnica, el tejido sinovial de AR
sin modificaciébn. Brevemente, los portaobjetos fueron puestos a temperatura
ambiente por 30 min. Luego fueron fijados en acetona por 10 min a -20°C.
Posteriormente, se lavo con Buffer PBS pH 7,0. Los cortes fueron tratados con
solucion modificante (0,5% 2,3 butanedione, 0,25% antipirina, 0,5 acido acético,
0,025% FeCls, 4,6M H,SO,4, 3M H3PO,4). Después de sucesivos lavados con PBS pH
7, se bloquearon las muestras con Buffer PBS pH 7,0 con 5% de BSA por 30 min a
temperatura ambiente en camara humeda. Se utilizd como anticuerpo primario el
anticuerpo de conejo anti-citrulina modificada (Millipore, Temecula, CA, Estados
Unidos) en una dilucion 1:125 toda la noche a 4°C. Luego se incubd con anticuerpo
secundario anti-IgG de conejo hecho en cabra, conjugado con Alexa 488 (Abcam,
Reino Unido), en una dilucion 1:200 en PBS y al 5% de BSA por una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se removio el exceso y se afiadio la tincion
de contraste DAPI por 5 min a temperatura ambiente. Los portaobjetos fueron
deshidratados en etanol al 100% y se montd con glicerol. Las muestras fueron
visualizadas en el microscopio confocal LSM 510 (Carl Zeiss, Germany). El andlisis
de las imagenes se realizd con el programa Image J (National Institutes of Health,

Estados Unidos).
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8. Citometria de Flujo

8. 1 Evaluacion de pureza de monocitos

De los donantes sanos DC 10, DC16 y DC31 se obtuvo producto centrado de
leucocitos “Buffy coat”, mediante utilizacion de rosetas que contenian los
anticuerpos; anti-CD2, CD3, CD8, CD19, CD56, CD66b CD123 y Glicoforina, se
seleccion de manera negativa los monocitos, mediante gradiente de densidad. La
pureza de los monocitos aislados, fue medida el dia O de la diferenciacion a célula
dendritica. Se plaquearon en placas fondo V 1x10° células por pocillo, se centrifugé a
2000 rpm a 4°C y se suspendio en PBS 10% de SFB. Se incubo con los anticuerpos
anti-CD14 FITC, CD11lc APC (eBiosciences, Estados Unidos) y control de isotipo
(IgG1 FITC, IgG1l APC) (eBiosciences, Estados Unidos), por 30 minutos a 4°C. Se
lavo en Buffer PBS 3% de SFB y se agreg6 Buffer de fijacion IC Fixation Buffer
(eBioscience, Estados Unidos) a cada pocillo. Los datos fueron recolectados en el
citometro FACSCalibur (Beckton Dickinson, San Diego, CA, Estados Unidos) por el
programa CellQuest PRO y los andlisis se realizaron mediante los programas

WinMDI 2.9 y Flowjo (Estados Unidos)
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8.2 Evaluacion del fenotipo de las células dendriticas generadas

La diferenciacion de monocito hacia célula dendritica fue evaluada al dia 5 del
protocolo. Se plaquearon 2x10° células por pocillo en placas fondo V. Se centrifugé a
2000 rpm a 4°C y se resuspendid en PBS 10% de SFB. Se incubd con los
anticuerpos anti-CD83 FITC, HLA-DR FITC, CD86 PE, CD40 PE, CDllc APC
(eBiosciences, Estados Unidos) y control de isotipo (IgG1FITC, 1gG2b FITC, 1gG2b
PE, 1IgG1 APC) (eBiosciences, Estados Unidos), por 30 minutos a 4°C. Se lavo en
Buffer PBS 3% de SFB y se agreg6 Buffer de fijacion IC Fixation Buffer (eBioscience,
Estados Unidos) a cada pocillo. Los datos fueron recolectados en el citometro
FACSCalibur (Beckton Dickinson, San Diego, CA, Estados Unidos) por el programa
CellQuest PRO y los analisis se realizaron mediante los programas WinMDI 2.9 y

Flowjo (Estados Unidos).

8.3 Estudio de muerte celular

Se evaluo6 el grado de muerte celular de las células dendriticas en cultivo
mediante la union de los marcadores Anexina V y 7-AAD. Brevemente, se
plaguearon 1x10° células por pocillo en placas con fondo en V, y fueron re
suspendidas en Buffer de union 1x y Anexina V PE (eBiociences Estados Unidos).
Se incub6 por 20 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas en
buffer de unién y resuspendidas en este mismo Buffer. Se agreg6 el marcador 7-

Aminoactinomicina (AAD) (eBiosciences, Estados Unidos) y se dej6 a 4°C. Se realiz6

47



analisis antes de 4 horas pasada la marcaciéon. Los datos fueron recolectados en
citbmetro FACSCalibur (Beckton Dickinson, San Diego, CA, Estados Unidos) por el
programa CellQuest PRO y los analisis se realizaron mediante los programas

WinMDI 2.9 y Flowjo (Estados Unidos).

9. Obtencidn de péptidos asociados a moléculas HLA-DR

9. 1 Preparacion de la columna de sefarosa

Se prepar6 una columna con esfera de sefarosa activada CnBR-activadas 4B
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) con el anticuerpo anti-HLA-DR L243
purificado para obtener una columna de 2 g/ml de anticuerpo en 1 ml de volumen
final. Brevemente, las perlas de sefarosa fueron pesadas y resuspendidas en 1mM
de HCI. Las perlas hidratadas fueron lavadas en 1Mm HCI y Buffer de union (0,1M
NaHCO, 0,5M NaCl, pH 8,3), y se centrifugé a 500g por 2 min a temperatura
ambiente. Las perlas fueron incubadas con la solucion de anticuerpo por 4 horas a
temperatura ambiente. Como control de unién, se realiz6 mediciones de absorbancia
a 280 nm. Se lavé tres veces en Buffer de bloqueo (0,1M Tris-HCI pH 8,0) y se
incub6 con este mismo buffer por 2 horas a temperatura ambiente en rotacion. Las
perlas fueron lavadas de manera alternada con buffer de lavado pH 4,0 (0,1M NaAc,
0,5 NaCl) y 30 mL de buffer de lavado pH 8,0 (0,1M Tris-HCI, 0,5M NacCl) tres veces.
La columna de sefarosa-anticuerpo fue guardada a 4°C en 0,02% de azida de sodio

en Buffer de lavado pH 8,0.
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9. 2 Purificacion de péptidos unidos a molécula HLA-DR de tejido

sinovial y células dendriticas cargadas con fluido sinovial

9.2.1 Purificacién de péptidos asociados a HLA-DR desde extractos de

tejido sinovial de pacientes AR

El tejido sinovial fresco fue cortado en trozos de 1 cm® y congelado en
isopentano frio. Los bloques fueron guardados en nitrégeno liquido antes de su
utilizacion. Para la purificacion de complejos péptidos/HLA-DR, el tejido se
homogeniz6 mecanicamente con Buffer de homogenizacion de tejido (50mM Tris-HCI
(pH 7,6), 150 mM NaCl, mas inhibidores de proteasas (Roche, Alemania).
Posteriormente el homogenizado obtenido, fue resuspendido en Buffer de
homogenizacion mas 3-3 colamidopropildimetilamonio 1-propanosulfato (CHAPS) al
1% y se agitd por una hora en hielo. Se centrifug6 a 2500 rpm por 15 min a 4°C y el
sobrenadante se centrifugd a 30000 rpm por 1 hora a 4°C. Se retird la fase
intermedia, libre de lipidos y transfirid a un un tubo conico. Se agregaron perlas de
sefarosa pre-acondicionadas con Buffer de lavado (50mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM
NaCl) y se incubd por 3 horas en rotacion a 4°C. Se decantd por gravedad y se
recolecté “pass-through”. Se tomo6 el “pass-through” y se mezclé con la
sefarosa+anticuerpo L243 (aprox 2 mg/mL), en agitacion por 3 horas a 4°C. Se
empagueté en columna de 10 mL desechable y se dej6 decantar. Se recogio el pass-
through y se lavé la columna con Buffer de lisis sin inhibidores de proteasas. Se lavo

varias veces con Buffer de lavado. Se eluy6 lo retenido en la columna con sefarosa
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no acoplada (pre-columna) y lo retenido en sefarosa-anticuerpo con Buffer de elusion
(0,1% &cido trifluoroacético).

Posteriormente, se separ6 por tamafio las cadenas de HLA-DR y los péptidos
utilizando tubos centricon (Millipore, filtro 20000 MWCO, Estados Unidos). Para ello
se cargaron las fracciones eluidas, se centrifug6 a 3600 rpm, se recuperé lo que
pas6 a través de membrana, se llevd a desecacibn mediante speedvac y se
resuspendié con agua destilada para la espectrometria de masas. Como control se
realizo una electroforesis en gel de SDS/PAGE al 12% para visualizar las cadenas
alfa y beta de la molécula HLA-DR retenidas en la membrana, cuyo peso molecular

es de 33 KDa y 28 KDa respectivamente.

9.2.2 Purificacion de péptidos desde células dendriticas cargadas con

fluido sinovial

Los complejos HLA-DR-péptidos fueron purificados segun protocolo de van
Haren (van Haren et al., 2011). El pellet de células dendriticas fue resuspendido en
Buffer de lisis (50mM Tris-HCI pH 7,0, 4% de NP-40) conteniendo cocktail de
inhibidores de proteasas (Halt Protease and Phosphatase Inhibitor cocktail, EDTA
free, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) y se incubé una hora a
4°C en agitacion. Posteriormente, se centrifugé 14000 rpm por 15 min a 4°C. Los
complejos fueron purificados desde la fraccidn soluble por cromatografia de
inmunoafinidad usando sefarosa unida a anticuerpo L243, descrita en la seccién
9.2.1. Se incubo la mezcla de sobrenadante con sefarosa a 4°C toda la noche. La

columna de sefarosa fue lavada 3 veces con 10mM de Tris-HCl a pH 7,0 mas
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inhibidores de proteasas y 5 veces con 10mM de Tris-HCI pH 7,0 sin inhibidores de
proteasas. Los complejos fueron eluidos afiadiendo soluciéon de 0,1% &cido
trifluoroacético. Al igual como en tejido, se realizd control para uniones no
especificas, realizandose una cromatografia de aquellas proteinas unidas a la
sefarosa no acoplada a anticuerpo. La separacion de los péptidos y las moléculas

HLA-DR se realiz6 como se describié en la seccién anterior. 9.2.2

10. Espectrometria de masas

10.1 Cromatografia en fase liqguida- espectrometria de masas en tandem

(LC/MS/MS)

El desarrollo de esta etapa fue realizado mediante un proceso de colaboracion
con el Laboratorio de Proteomica CSIC/UAB de la Universidad Autébnoma de
Barcelona, Espania.

Los péptidos fueron desalados y luego separados y limpiados de detergente a
través de una cromatografia de intercambio idnico, usando una columna de
polisulfoetil A (50x1mm, 5um, 200A). Se cargd un volumen de 200 ul de cada
muestra y la separacion fue hecha a 50 ul /min. Las fracciones colectadas (6 por
muestra) fueron llevadas a desecacion reconstituidas en 40 ul de solucion al de
metanol al 5%.

Se utiliz6 el espectrémetro de masas LTQ XL Orbitrap (ThermoFisher, Estados

Unidos) equipado con fuente de iones nanoESI. Los 40 pl de cada muestra fueron

51



cargados dentro del sistema cromatogréafico, que consiste en una columna C18
(Agilent Technologies). La separacion fue hecha a 0,4 uL/min en una gradiente de
acetonitrilo de 3 a 40%. EI LTQ XL Orbitrap fue operado en modo ion positivo con un
voltaje de 1,8 kV. El andlisis espectrométrico fue realizado en modo dependiente,
realizandose un scaner global seguido por 10 MS/MS de las 10 sefiales mas intensas
detectadas por el espectrometro de masas. El espectro del MS/MS fue realizado en

un analizador de trampa lineal de iones

10.2 Identificacion de espectros en base de datos

Los espectros obtenidos fueron identificados utilizando el software SEQUEST
(Proteome Discoverer vl1.4, ThermoFisher, Estados Unidos) siguiendo estos
parametros: Tolerancia péptido masa 10ppm, tolerancia de fragmento 0,6 Da, sin
corte por enzimas y pérdida de mas de 2 clivajes, modificaciones dinamicas de la
oxidacion de la metionina y citrulinacion de arginina. En la base de datos se uso el
término “human without isoforms”. Se utiliz6 una tasa de falsos descubrimientos

(FDR) del 0,1%.

11. Asignacion de Afinidad Teorica

Para predecir la afinidad de union de cada péptido a las moléculas HLA-DR se
utilizé 3 diferentes métodos: NetMHCllIpan 2.1

(www.cbs.dtu.dk/services/netmhclipan), Propred

(www.intech.res.in/raghva/propred/index.html) y el analisis manual basado en el

motivo HLA-DRB1 de SYPEITHY (www.syfpeithy.de).
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El programa NetMHCllpan 2.1 utiliza la red ANN (del inglés Artificial Neural
Network). Este programa permite predecir de manera eficaz la afinidad por aquellos
alelos cuyo motivo de union no estan caracterizados, tomando en cuenta tanto las
secuencias de los bolsillos de la moléculas MHC como también el “core” del péptido
y las secuencias que lo flanquean (Lundeegarrd et al., 2011). Con este sistema, los
péptidos de alta afinidad (AA) corresponden a aquellos que poseen una
concentracion inhibitoria media (ICsp) menor de 50, los péptidos de afinidad
intermedia (Al) corresponden a aquellos con un ICsy entre 50-500 y los péptidos de
afinidad baja (AB) corresponden a aquellos con un ICso mayor a 500.

El programa Propred (Singh et al., 2001) se fundamenta en las base de datos
de matrices de unidn descritas por Sturniolo (Sturniolo et al.,1999). Aqui se describen
motivos de union para 51 alelos HLA-DR y se asigna una secuencia “core” para el
péptido basada en la presencia de al menos un residuo P; correcto. Es asi que
dependiendo de los motivos de union se fijara un umbral o “threshold” bajo o alto en
funcidn de la presencia de otros motivos de anclaje (generalmente Py, Ps Yy Py). El
umbral se fija de acuerdo al percentil de “péptidos naturales”, determinados
experimentalmente, que se unen con mas afinidad a un alelo en particular. Nosotros
utilizamos el siguiente criterio: el péptido fue considerado AA si el core del péptido se
encontraba en un umbral = 3. Si el core del péptido tenia un umbral entre 3y 9, era
considerado un péptido Al, y sobre un umbral de 9, era considerado un péptido AB.

Utilizamos como control de analisis el programa basado en motivos de unién
SYFPEITHY (Rammensee et al., 1999). A cada secuencia peptidica se le asigné su

‘core”, lo que se realizO por el programa TEPITOPE (http:/datamining-

iip.fudan.edu.cn/service/TEPITOPEpan/TEPITOPEpan.html). Se le asigno el residuo
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P, para cada alelo al aminoacido (ad) en posicién 1 del “core”. Posteriormente, se
asignd un puntaje dependiendo de las coincidencias con el motivo alélico en los
residuos P4, Ps y Pg. Un puntaje mayor o igual a 3, que equivale a tres 0 mas
coincidencias, era considerado un péptido AA, un puntaje de 2 era considerado un
péptidos Al, y un puntaje de 1, un péptido AB. Las secuencias donde no coincidia P;
eran consideradas AB.

Segun estos tres programas, a los dos alelos de cada muestra se asigno el
tipo de uniodn, considerando dos 0 mas coindencias. En los casos en que no hubo
coincidencia entre los programas, se califico el tipo de unién como Inderterminado
(ID). Para asignar el alelo por el cual tedricamente fue presentada la secuencia
peptidica, se comparo el tipo de afinidad entre ambos alelos. Si ambos presentaban
el mismo tipo de unién, fue anotado como doble union, compartiendo la asignacion.
En el caso que el tipo de union para un alelo era AA y para el otro Al 6 AB, se asigno
la secuencia peptidica al alelo que presenté mayor afinidad. No se asigno alelo en
los casos ID.

En el caso del peptidoma derivado de las células dendriticas del donante
CS16, se utilizé una cuarta herramienta bioinformatica, debido a que ninguno de sus
alelos esta contemplado en el programa Propred. El programa IEDB analyses

resource (http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhclibinding.html) (Wang et

al., 2010), se basa en el uso de varios métodos de prediccion, combinando
Consensus, alineacion NN, alineacion SMM y CombLib y si el motivo HLA no esta
disponible, usa por defecto NetMHClIpan. El uso de los métodos de prediccién en
orden de predileccion es Consensus > NetMHCllpan > NN-align > SMM-align >

CombLib.
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Se utilizé el programa bioinformatico DAVID (Huang et. Al, 2009), para
sistematizar e integrar nuestro listado de proteinas a través de la funcion para
agrupar, “Functional Annotation Clustering”, entregandonos informacién sobre que
procesos biolégicos que son favorecidos desde un grupo de genes relacionando
todos los genes de un mismo organismo. Esto fue aplicado en todas la proteinas
encontrados en las muestras de tejido y CD. El grado de enriquecimiento fue medido
por un puntaje que relaciona todos los puntajes de enriquecimiento para el grupo
basados en el puntaje EASE (puntaje basado en el test de Fisher) de cada miembro.
Ademéas, se utilizé Ila base de datos de proteinas  Unitprot

(http://www.uniprot.org/uniprot/) para clasificar las proteinas segun su origen celular
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RESULTADOS

1. Péptidos asociados a HLA-DR en tejido sinovial de pacientes con AR
gue expresan alelos pertenecientes al EC.

1.1 Pacientes AR

Se realizaron los andlisis en 3 pacientes mujeres diagnosticadas con AR. El
puntaje DAS, nos indica el grado de actividad basado en parametros clinicos, de
laboratorio y condicion global del paciente. Al momento de la evaluacion por un
reumatélogo, los pacientes presentaban una enfermedad activa en el caso del
paciente AR12 (puntaje DAS 28 = 8,51), o de actividad intermedia, en el caso de la
paciente AR7 (puntaje DAS 28 = 4,51). En el caso de la paciente AR16, no se
pudieron obtener los datos referentes al grado de actividad de su enfermedad.. Las
pacientes seleccionadas estaban sometidas a tratamiento con drogas anti-
reumaticas que modifican la enfermedad (DMARDs, del inglés disease-modifying
anti-rheumatic drugs). Al momento de obtener la muestra de tejido, presentaban una
evolucion de la enfermedad aproximada de entre 20 a 30 afios. La edad de las
pacientes se encuentra en un rango entre los 50 a 64 afos. (Tabla 2). Esta
informacion fue muy relevante ya que las muestras de tejido nos entregaron una
vision “in situ” del momento de la enfermedad, que en el caso de estas pacientes

presentaban una evolucion cronica con un grado activo.
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Tabla 2. Caracteristicas de las pacientes AR que fueron secuenciados por

espectrometria de masas.

Muestras de tejido sinovial

Muestras AR12 AR7 AR16
Haplotipo DRB1*01:01 DRB1*04:01 DRB1*03:01
DRB1* 07:01 DRB1*04:07 DRB1*14:01
Sexo Femenino Femenino Femenino
Edad 54 63 60
Afos de evolucion de la 20 21 30
enfermedad
8,51 4,51 *
DAS 28

*No se pudo obtener desde ficha clinica.

En el caso del paciente ARS8 utilizado en el Western blot para medir la
expresion de la molécula HLA-DR y proteinas citrulinadas, Este paciente presentaba
una enfermedad de larga evolucion. El paciente AR5 utilizado en la microscopia de
epifluorescencia de proteinas citrulinadas, presentaba un diagnostico reciente, lo que

puede relacionarse con el nivel alto de AAPC en fluido sinovial (Tabla 3, Tabla 11)
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes AR

Muestras

Haplotipo
Sexo
Edad

Anos de
evolucion de la
enfermedad
DAS28

Tratamiento

Muestras

Haplotipo

Aios de

evolucion de
la
enfermedad

Tratamiento

Caracteristicas clinicas de los pacientes AR
AR1 AR2 AR3 AR4 AR5 ARG
DRB1*01:02, | DRB1*08:02,
04:07 13:03
Femenino Femenino Femenino Femenino Femenino Masculino
46 43 40 49 46 22
Recién
4 25 10 5 diagnosticada 1
6,03
Metotrexato | Metotrexato Metotrexato | Prednisona Sin tto Metotrexato
Prednisona Celebra Prednisona Celebra Prednisona
Leflunomida Ketoprofeno
Caracteristicas clinicas de los pacientes AR
AR7 AR8 AR 9 AR10 AR12 AR15 AR16
DRB1*04:01, DRB1*01:01, DRB1*03:01
04:07 07:01 14:01
Femenino Femenino Femenino Masculino Femenino | Femenino | Femenino
63 41 41 51 54 39 60
21 23 11 29 20 36 30
4,51 5,53 8,51
Metotrexato Celebra Metotrexato Plaquinol Metotrexato Sin tto
Prednisona Prednisona | Prednisona | Metotrexato Lertus
Paracetamol Tramal Ketoprofeno | Prednisona Tramal
Azatioprina Celebra
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1.2 Expresion de molécula HLA-DR en tejido sinovial

Como estudio previo para analisis de peptidoma asociado a la molécula HLA-
DR, se estudi6 la expresion de la molécula HLA-DR en tejido sinovial tanto de
pacientes con AR como de OA. Se utilizaron dos aproximaciones diferentes debido al
distinto grado de sensibilidad de cada una de ellas.

En western blot, se observo la presencia de la molécula HLA-DR en tejido
sinovial de pacientes AR y en el control positivo (PBMC), pero ausente en el tejido
OA (Figura 1). Este hallazgo se correlaciona con la fisiopatologia de la AR, en donde
se desarrolla un proceso inflamatorio mediado por una respuesta inmune con alta

infiltracion de leucocitos.

Tejido OA Tejido AR PBMC CHO LADDER

Figura 1. Western blot para evaluar la expresion de la molécula HLA-DR en
tejido sinovial de pacientes con AR. Las muestras, tanto de tejido sinovial de
paciente con artritis reumatoide (AR) como de paciente con artrosis (OA), fueron
homogenizadas y sonicadas. Como control positivo se utiliz6é PBMC y como control
negativo se utilizé la linea celular CHO. La membrana fue incubada con un

anticuerpo monoclonal contra las cadenas alfa de la molécula HLA-DR, clon TAL1B5.
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Para tener una mejor visién de la arquitectura del tejido y ver la distribucién de
la molécula HLA-DR, se realiz6 una microscopia de epifluorescencia del tejido
sinovial de un paciente AR y de un paciente OA, utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-HLA-DR. Se utilizé la tincion nuclear DAPI para poder discriminar mejor entre el
componente celular dentro del tejido, debido a que este presentaba un componente

graso y conectivo que dificultaba su observacion (Figura 2).

DAPI HLA-DR FITC MERGE

) .-.
) --.

Figura 2. Microscopia epifluorescencia para evaluar la expresion de moléculas
HLA-DR en tejido sinovial de pacientes AR y pacientes OA. Se estudi6 la
expresion de la molécula HLA-DR utilizando un anticuerpo anti-HLA-DR conjugado a
FITC. En la columna izquierda se observa la tincién nuclear DAPI, en la columna del
medio la expresion de la molécula HLA-DR y en la columna derecha podemos
observar la sobre posicion de ambas tinciones, observandose que las moléculas

HLA-DR se expresan en el parénquima de las dos muestras evaluadas.
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En la figura 2, se observa la expresion de la molécula HLA-DR en ambos
tejidos sinoviales, AR y OA. Al co-localizar, se observa que esta expresion proviene
de membrana, ya que esta rodeando al ndcleo. La arquitectura es irregular en ambos
tejidos, pero se logra ubicar zonas en donde hay un componente celular. Cabe
sefialar que son muestras de tejido sinovial obtenidas desde artroscopia para
reemplazo articular, y al momento de procesar estos tejidos se observaba un alto
grado de tejido fibroso y graso. La expresién de la molécula HLA-DR en tejido de
paciente AR corrobora los resultados mostrados en la figura 1. En el caso del
paciente OA8, la expresion de la molécula HLA-DR puede deberse a que los
pacientes OA presentan un grado inflamacion bajo en el curso de la artrosis primaria

(Liao, et al 2013).

1.3 Presencia de proteinas citrulinadas en tejido sinovial AR

La presencia de AAPC en pacientes con AR es un hallazgo muy usual. A su
vez, la citrulinacion es una MPT caracteristica de esta patologia, asi como de otros
procesos inflamatorios, pudiendo estar relacionada con la patogénesis de la
enfermedad. Quisimos detectar la presencia de proteinas citrulinadas en tejido
sinovial de pacientes con AR. Para ello, tomamos dos aproximaciones, las que
fueron realizadas mediante western blot. En un caso, la membrana de nitrocelulosa
fue previamente expuesta a un buffer de modificacién, en donde 2,3 butanediona y
antipirina modifican los residuos citrulinados en un medio acido para formar un
compuesto ureido y se utiliza como anticuerpo primario un anticuerpo policlonal anti-

citrulina modificada. La segunda aproximacién consiste en un western blot sin
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modificacién de la membrana, utilizando como anticuerpo primario un anticuerpo
policlonal anti-peptidilcitrulina (Figura 3)

Se observo la presencia de proteinas citrulinadas en el fluido sinovial del
paciente AR7 en western blot de la membrana sin modificacién. En cambio, no se
observé la presencia de proteinas citrulinadas en el tejido del paciente ARS8, tanto en
el western blot sin modificacién, como en aquel con modificacién, ni tampoco en el
fluido sinovial de este paciente. En el control positivo, obtenido desde la capa
cornificada de piel, se observaron varias bandas, ya que en este tejido existe gran
cantidad de proteinas citrulinadas, como por ejemplo, queratina (Figura 3) (Gyorgy
et al., 2006). Cabe sefalar, que en el paciente AR8 tampoco se observan altos titulos
de AAPC (Tabla 11), lo que puede relacionarse con este resultado. En el tejido

sinovial del paciente OA, no se observan proteinas citrulinadas.
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A. WB sin modificacion

Fluido sinovial Tejido Sinovial
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B. WB con modificaciéon

Tejido Sinovial
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I 70
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Figura 3. Presencia de proteinas citrulinadas en tejido y fluido sinovial de
pacientes AR y OA. A. Western blot sin tratamiento de modificacion de residuos
citrulinados. Se utiliz6 como muestras de fluido sinovial los pacientes AR17, ARS8,
AR7 y ARG, en tanto tejido, se utilizO muestra del paciente AR8 y paciente OA 8.
Como control positivo, se utilizé lisado de células cornificadas de piel y como
control negativo, lisado bacteriano. Como anticuerpo primario, se usO un
anticuerpo policlonal anti-citrulina. B. Western blot de una membrana expuesta a
modificacién mediante 2,3 butanediona y antipirina. Se utilizO muestra de tejido
sinovial de paciente AR8 y paciente OA8. Como control positivo, se utilizé lisado
de células cornificadas de piel y como control negativo, lisado de linea CHO.

Como anticuerpo de deteccion se uso6 un anticuerpo anti-citrulina modificada.
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Utilizamos microscopia de epifluorescencia como segunda técnica de analisis
para la determinacién de proteinas citrulinadas en tejido sinovial. Para ello, nos
basamos en el trabajo de Chang et al., 2009. Utilizamos tejido sinovial del paciente
AR5, que presentaba un alto nivel de AAPC en el fluido sinovial (Tabla 11) y el tejido
del paciente OA8. Antes de incubar el anticuerpo primario, sometimos a los cortes a
un proceso de modificacibn con los agentes modificadores 2,3 butanediona y
antipirina en un medio acido. Posteriormente utilizamos como anticuerpo primario un
anticuerpo anti-citrulina modificada policlonal y como anticuerpo secundario un anti-
IgG de conejo conjugado con Alexa 488. Como control se utilizé muestra de tejido del

paciente AR5 sin modificacion (Figura 4).
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Anti-citrulina DAPI MERGE

PACIENTE OAS8 PACIENTE AR5

PACIENTE AR5
Sin modificacion

Figura 4. Evaluacion de la presencia de proteinas citrulinadas en tejido sinovial
de pacientes AR y OA mediante microscopia epifluorescencia.. Microscopia
epifluorescencia de las muestras de tejido sinovial de paciente (AR5) y paciente
(OA8) que fueron incubadas con anticuerpo que reconoce residuos citrulinados
previo tratamiento de modificacion quimica. En la columna izquierda, tincion con el
anticuerpo primario anti-citrulina y anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
conjugado a Alexa 488. En la columna del medio, tincion con DAPI en ambos tejidos.

En la columna derecha, co-localizacion de ambas tinciones.

En la figura 4, se observa la presencia de proteinas citrulinadas en el tejido
sinovial del paciente AR5. En cambio, en el paciente OA no se observan péptidos o
proteinas citrulinadas, esto se debe a la patogenia de la OA, lo que concuerda con la

literatura.
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1.4 Descripcion de los péptidos asociados a moléculas HLA-DR en

tejido sinovial de pacientes AR

Para el andlisis del repertorio peptidico asociado a moléculas HLA-DR en
tejido sinovial de pacientes con AR, se utilizo tejido proveniente de 3 pacientes de
sexo femenino, dos de ellas (AR 7 y AR12) presentaban alelos pertenecientes al EC
(Tabla 5).

El analisis fue hecho utilizando el espectrometro de masas LTQ-Orbitrap. Los
péptidos que aparecieron en las fracciones de la pre-columna fueron eliminados de
todas las muestras, al igual que los péptidos derivados de proteinas especificas de la
piel, como queratina, considerada contaminante. El listado completo de péptidos que
superaron estos filtros se encuentra en Anexo 2. De las 3 muestras analizadas se
obtuvieron 141 péptidos, de un total de 30 proteinas. Del paciente AR12 se
obtuvieron 36 péptidos de 12 proteinas, del paciente AR7 18 péptidos de 9 proteinas
y del paciente AR16 87 péptidos de 9 proteinas. Sobre un 75% de los péptidos
presentados lo hicieron en familia de secuencias o “nested sets” que significa, un
grupo de péptidos con una secuencia central comun o “core” y variantes de residuos
gue flanguean los extremos C- y N- terminal, figura comun de los péptidos MHC
clase Il (Suri et al., 2006). De los péptidos presentados, solo un 21% de ellos lo hizo

como secuencia Unica.
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Tabla 5. Caracteristicas de las muestras de tejido sinovial y descripcion de los

péptidos y proteinas obtenidas en el analisis de espectrometria de masa

Muestras

Sexo Femenino Femenino Femenino
Haplotipo DRB1*01:01 | DRB1*04:01 | DRB1*03:01
DRB1* 07:01 | DRB1*04:07 | DRB1*14.01
NuUumero de péptidos 36 18 87
Numero de proteinas parentales
12 9 9
Secuencias Unicas 7 (19%) 7 (39%) 6 (6,9%)
Familias de péptidos 29 (81%) 11 (61%) 81 (93,1%)
Péptidos por proteina lal4d la7 lal6
Familia de péptidos por proteina
2al4 2a’7 2a65
Total péptidos 141
Total proteinas 30
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1.4.1. Distribucion por tamafio de los péptidos

Para profundizar y describir qué péptidos son presentados en el tejido sinovial
de pacientes AR, se realiz6 un estudio en la distribucion por tamafio de los péptidos
encontrados. La distribucién por tamafio de los péptidos en tejido sinovial fue
variable, cada paciente mostr6 un patréon diferente (Figura 5). En el caso del tejido
del paciente AR12, la mayoria de los péptidos encontrados se concentran en dos
grupos de péptidos, uno de un tamafio de 14 aa (38,9%) y el otro de un tamafio de
16 aa que alcanza un 30% del total. En el paciente AR7 se observa una distribucion
homogénea en los grupos de péptidos de 13 a 17 aa, con un porcentaje de péptidos
muy similar entre ellos. En el paciente AR16, se observa que un 73% de los péptidos
encontrados presentan un tamafio de 16 aa. En este caso, se observa que casi un
70% de los péptidos encontrados pertenecen a una misma secuencia peptidica de la
proteina serotransferrina. (Anexo 2). Al observar la distribucion total, vemos que la
longitud de los péptidos encontrados se encuentra dentro del rango estandar de los
péptidos unidos a las moléculas MHC clase Il que va de 10 a 27 aa (Suri et al.,

2006), con un promedio de tamafio de 16 aa (Figura 5).
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Figura 5. La distribucion por tamafio de los péptidos asociados a la molécula
HLA-DR en tejido sinovial AR se encuentra dentro de los rangos estandar.
Distribucién por tamafio de las secuencias peptidicas obtenidas desde muestras de
tejido sinovial de pacientes con AR. Cada linea representa el porcentaje del total de
péptidos segun tamafo de secuencia, para cada tejido. La barra representa la

distribucion por tamafio de los péptidos de las tres muestras en conjunto.

1.4.2 Distribucién por via de procesamiento

Mediante la herramienta bioinformatica Uniprot estudiamos la procedencia del
repertorio peptidico asociado a las moléculas HLA-DR en tejido sinovial, para lo cual
se agrup6 a los péptidos segun el compartimiento celular de origen de la proteina

parental para clasificarlos acuerdo a la via de procesamiento (Figura 6) Los
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compartimentos de membrana, extracelular/secretor, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico y endosoma/lisosoma corresponden a la via endocitica. Los
compartimentos de nucleo, citosol/citoplasma y mitocondria estdn candnicamente

asociados a la via citosoélica.

D Total

® AR7
S0% = — O AR12
AR16

100%
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20% o |_|
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Viaendocitica Via citosélica

% Total de péptidos

Figura 6. Los péptidos encontrados asociados a HLA-DR en tejido
sinovial AR derivan en su mayoria de la via de procesamiento endocitica.
Porcentaje de péptidos asociados a HLA-DR encontrados en tejido sinovial de
pacientes AR segun el origen de la proteina parental. Cada simbolo representa el
porcentaje de péptidos segun localizacién para las distintas muestras. La barra

representa porcentaje del total de muestras en conjunto.

En las muestras de los pacientes AR7 y AR12, un 60% de los péptidos
provienen de la via endocitica y un 40% restante proviene de proteinas derivadas de
citosol. En el caso del paciente AR16, un 80% de los péptidos proviene de la via
endocitica. Estos resultados guardan relacion con la funcion de la molécula HLA-DR

en el procesamiento y presentacion antigénica de péptidos procesados por la via
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endocitica, especialmente aquellos endocitados desde el medio extracelular (Neefjes
etal., 2011).

Al analizar las proteinas parentales segun compartimento celular (Figura 7), se
observa que aproximadamente un 70% de los péptidos proviene de proteinas
derivadas del medio extracelular, -en particular en el paciente AR16-, en que un 90%
de las proteinas encontradas derivan de este compartimento. Esto se debe a que en
este tejido se observan gran cantidad de péptidos derivados de la proteina
serotransferrina. En el paciente AR12, en cambio, casi un 40% de los péptidos
encontrados derivan de proteinas de membrana y sélo un 20% deriva de proteinas
del medio extracelular. Ademas en este paciente se observa un aumento de
proteinas derivadas de nucleo en comparacion al resto. Finalmente, en el paciente

AR7 se observa un aumento en proteinas derivadas del citosol (40%) (Figura 7).
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Figura 7. La mayoria de los péptidos encontrados asociado a la molécula HLA-
DR de tejido sinovial de paciente AR derivan proteinas solubles del medio
extracelular o de matriz extracelular. Localizacién sub-celular de las proteinas
parentales de los péptidos asociados a HLA-DR en muestras de tejido sinovial de
pacientes AR. Cada simbolo representa el porcentaje del total de péptidos de una
muestra. La barra representa el porcentaje de los péptidos de las tres muestras en
conjunto. E/ECM: Medio extracelular o matriz extracelular, M: Membrana, C: Citosol,
ER: Reticulo Endoplasmatico, Lis/End: Lisosoma o Endosoma, G: Golgi, N: Nucleo y

M: Mitocondria.

1.4.3 Distribucién por tipo de unién a las moléculas HLA-DR

De acuerdo a los criterios descritos en la seccion Material y Métodos (seccion
11), se utilizaron tres programas bioinformaticos para predecir el grado de afinidad de
las secuencia peptidica a determinados alelos de la molécula HLA-DR: Propred,

NetMHC Il 2.0 y SYFPEITHY. Se utilizé en programa TEPITOPE para obtener el
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“core” de cada secuencia. Segun estos tres programas se clasifico el tipo de unién
para cada alelo en indeterminado (ID), de alta afinidad (AA), de afinidad intermedia
(Al) o de baja afinidad (AB). Se asigné la secuencia peptidica al alelo que presentd
mayor afinidad por dicho péptido. Los alelos HLA-DR de cada uno de los pacientes
desde donde se extrajo el tejido sinovial fueron los siguientes Los alelos estudiados
fueron tejido AR12, DRB1*01:01 y DRB1*07:01.; tejido AR16 DRB1*03:01 y
DRB1*14:01; tejido AR7 DRB1*04:01, DRB1*04:07 y ¢El alelo DRB1*14:01 no se
encuentra descrito en los programas de prediccion de afinidad Propred ni
SYFPEITHY, por lo que un 32% de las secuencias no se pudo determinar el alelo.
Casi un 40% de los secuencias peptidicas fueron consideradas de doble unién, ya
gue ambos alelos presentaban un mismo tipo de union por el péptido.

Al analizar el total de péptidos, vemos que casi un 40% de ellos presenta un
tipo de union ID, lo que se produce por la presencia del alelo DRB1*14:01 (por esta
razon vemos que el paciente AR16 presenta un 100% de unién ID) (Figura 8). Al
analizar por paciente, vemos que el paciente AR12 (DRB1*01:01; 07:01) tiene casi
un 60% de las secuencias peptidicas en un tipo de union AA. En el caso del paciente
AR7 (DRB1*04:01; 04:07) presenta un 40% de las secuencias en unién Al y un 60%

en union AB (Figura 8).

73



b 100%
o Bl AA
— c
o2 80% A A
2 3
v Bl AB
T S5 60% -
T o B D
o 2
- 5 40%
o c
= 5
=
c o 20%
)
o
s 0% = T
v © A
N N < v
< Q& v
v v e &O&

Figura 8. Porcentaje de péptidos segun tipo de union en las muestras de tejido
sinovial de pacientes AR. Cada barra representa el porcentaje de péptidos segun
afinidad de union. Los péptidos fueron agrupados por grado de afinidad. El grado de
afinidad se obtuvo mediante las herramientas bioinformaticas PROPRED,
SYFPEITHY y Net MHCII Pan 2.1, determinando 4 categorias: Afinidad alta (AA),
intermedia (Al), baja (AB) e indeterminada (ID).

Posteriormente, analizamos el tipo de unidon segun alelo (Figura 9). Vemos
gue en el alelo DRB1*01:01, cerca de un 60% de las secuencias presentadas en él,
presentan un tipo de unién AA. En el caso del alelo DRB1*04:01, un 63% de las
secuencias presenta una Al. En los alelos DRB1*03:01, DRB1*04:07 y DRB1*07:01,
la mayoria de las secuencias peptidicas presentadas en estos alelos poseen un tipo
de union AB (88%, 63% y 41,1% respectivamente). En el caso particular del paciente
AR16, cuyo haplotipo es DRB1*03:01/14:01, los péptidos podrian estar asignados al
alelo DRB1*14:01, debido a la afinidad baja que presentaron al alelo DRB1*03:01. En
conclusién, los alelos del EC que se estudiaron en las muestras de tejido sinovial de
pacientes con AR, presentan una afinidad tedérica mas alta por las secuencias
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peptidicas. Este tipo de unién es predominantemente AA en el caso del alelo

DRB1*01:01 y Al en el caso del alelo DRB1*04:01.
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Figura 9. Los alelos de EC presentan un tipo de union mas afin por secuencias
peptidicas presentadas en tejido sinovial de pacientes AR. Cada barra
representa el porcentaje de péptidos segun afinidad de unién. Los péptidos fueron
agrupados segun alelo. ElI grado de afinidad se obtuvo mediante herramientas
bioinformaticas, determinando 4 categorias: Afinidad alta (AA), intermedia (Al), baja
(AB) e indeterminada (ID).

También evaluamos el tipo de union presentada por el repertorio peptidico del
tejido sinovial en relacion a la procedencia de la proteina parental y comparamos el
tipo de union con la via de degradaciéon (Figura 10). La via citosélica presenta en su
mayoria péptidos de unidén AB, un 60% de las secuencias de esta via de degradacion
presenta esta union. En la via endocitica, en cambio, se observan un 32% de
péptidos en union AA y 20% de uniones Al. En comparacion a la via citosolica, el

porcentaje de uniones de tipo AB es mucho menor. Las uniones ID en ambas vias
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tienen un porcentaje significativo (39% y 35%, respectivamente) y esto estaria dado

por el hecho de que el alelo DRB1*14:01 no esta incluido en las herramientas

bioinforméticas utilizadas en este andlisis y no se pudo determinar el tipo de unién.

801

60

40 A

201

segun tipo de unién

Porcentaje del total de péptidos

Via citosélica

Via endocitica

AA

Al

AB

ID

Figura 10. La via endocitica presenta péptidos con tipo de union de afinidad

alta e intermedia, en tejido sinovial de pacientes AR. Cada barra representa el

porcentaje de péptidos del total segun tipo de union. Los péptidos fueron agrupados

por la via de degradacion de la proteina parental.
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Nuestro objetivo era estudiar los alelos de susceptibilidad para AR del EC, mediante
el estudio in situ del tejido sinovial de pacientes AR. Al comparar la localizacion sub-
celular del repertorio peptidico segun la proteina parental y los alelos del EC
(DRB1*01:01, paciente AR12 y DRB1*04:01 paciente AR7), observamos que la
mayoria de los péptidos que presentan una unién AA provienen del compartimiento
extracelular y de membrana plasmatica (Figura 11). Las uniones Al, en el caso del
alelo DRB1*04:01, provienen en su mayoria del medio extracelular. Las uniones AB
provienen de la via citosolica (Figura 11). Todos estos resultados nos muestran que
los péptidos de afinidad alta e Intermedia provienen de la via endocitica, lo que tiene

relacion con la funciodn biolégica de la molécula HLA-DR
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Figura 11. Los péptidos que presentan afinidad alta e intermedia en alelos del
EC provienen en su mayoria de medio extracelular en muestras de tejido
sinovial de pacientes AR. Tipo de union de los péptidos para alelos del EC segun
localizacién de la proteina parental de muestras de tejido sinovial. Cada barra
representa el porcentaje del total de péptidos segun grado de afinidad tedrica (AA,
Al, AB e ID) para cada alelo del EC, segun la localizacion subcelular de la proteina

parental.
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El programa bioinformatico DAVID a través de su funcion Funtional Annotation
Clustering nos entreg6 informacion sobre qué procesos bioldgicos estan favorecidos
en las proteinas parentales de los péptidos asociados a HLA-DR encontrados en las
muestras de tejido sinovial de los pacientes AR7, AR12, AR16. Debido al niumero
pequefio de secuencias peptidicas encontradas en el tejido se analiz6 todas las
secuencias encontradas en conjunto. El enriquecimiento relativo de estos procesos
fue medido por un puntaje obtenido desde un andlisis sistémico de esta base de
datos (Huang et al., 2009). Los grupos con un grado de enriquecimiento igual o
superior a 1,9 fueron considerados en este analisis. Se utiliz6 como filtro un umbral

alto para agrupar las proteinas (Tabla 6).
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Tabla 6. Grado de enriguecimiento funcional de las proteinas parentales de los
péptidos presentados por HLA-DR en muestras de tejido sinovial de pacientes
AR. El grado de enriquecimiento fue obtenido utilizando la funcién “Clustering” del

programa bioinformético DAVID.

Cluster Puntaje de enriquecimiento
funcional
Tejido Sinovial

Respuesta
Inflamatoria 4.49
Proteinas 3.83
Secretadas
Péptidos 2.71
sefnal
Via clasica 2.23
del
complemento
Respuesta a 1.93
iones

Los principales “Cluster” se agruparon en proteinas relacionadas con la
respuesta inflamatoria y proteinas secretoras; proteinas del complemento C3 y C1q,
proteina C reactiva, fibronectina 1 y serotransferrina, entre otras, lo que guarda
relacion con el proceso inflamatorio presente en estos tejidos, teniendo en cuenta

gue son pacientes que llevan un largo periodo de evolucion de la enfermedad y por lo
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tanto el grado de inflamacién y destruccion es muy elevado. También relacionado
con un proceso inflamatorio destaca el “cluster” de proteinas del Complemento.
Ademas, encontramos un grupo de proteinas asociadas a iones; Actina, Conectina y
Fibrindgeno.

Al analizar con detenimiento, nos enfocamos en las secuencias peptidicas
mas frecuentes presentes en estos tejidos, observando que estan relacionadas con
proteinas de la respuesta inmune y procesos inflamatorios (Tabla 7). También
analizamos si existian proteinas comunes entre las muestras de tejido (Tabla 8). Fue
interesante notar que entre las proteinas comunes hay auto-antigenos previamente

descritos en AR, como es el caso de la filagrina y la fibronectina.

En conclusién, se observa secuencias peptidicas provenientes de proteinas de
la respuesta inflamatoria. La distribuciéon por tamafio de estas secuencias no es
homogénea entre los tejidos estudiados pero guarda relacion con lo descrito para la
molécula HLA-DR. La mayoria de las secuencias proviene de la via endocitica y de
manera particular del compartimento Extracelular. Las secuencias presentadas en
los alelos pertenecientes la EC, presenta un tipo de union de Alta Afinidad (AA), lo
gue es muy interesante, ya que nos entregaria informacion sobre la presentacién
antigénica en estos alelos, la cual al presentar una mayor afinidad seria mas estable

la union de complejo MHC/péptido facilitando su presentacion.
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Tabla 7. Proteinas de la respuesta inmune y procesos inflamatorios dieron
lugar a los péptidos mas abundantes asociados a HLA-DR en tejido sinovial de

pacientes AR. El numero en la tabla representa la cantidad de secuencias
encontradas para esa proteina

o oaws

Region VH26 V-Ill de la

cadena pesada Ig 14

Fraccion C3
complemento 10

Serotransferrina
65

Cadena gamma de
fibrin6geno 7

Tabla 8. Proteinas parentales de péptidos asociados a HLA-DR comunes en
tejidos sinoviales de pacientes AR. El numero representa la cantidad de

secuencias encontradas para esa proteina en cada muestra.

Fraccion del Complemento
C3 1 10
Factor de elongacion 1 alfa

Fibronectina

Filagrina 2
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2. Peptidoma asociado a moléculas HLA-DR que presentan el EC
desde células dendriticas de donantes sanos pulsadas con

fluido sinovial de pacientes con AR.

Debido a la expresion variable de la molécula HLA-DR en tejido autoinmune
(Muixi et al, 2008). Utilizamos como fuente de complejos HLA-DR/péptidos, células
dendriticas derivadas de monocitos de donantes sanos que expresaran un alelo de
EC. Estas células fueron cargadas con fluido sinovial de paciente AR, lo interesante
es que estos fluidos pertenecian a los pacientes AR7 y AR12. De esta manera,
obtuvimos una mayor cantidad de péptidos y nos permitié tener una vision de los
procesos de procesamiento y presentacion antigénica en alelos susceptibles a AR.

Como una primera etapa, estudiamos el fluido sinovial, buscamos donantes
sanos positivos para alelos del EC. Posteriormente, se generaron CDs y se analizo el

peptidoma asociado a la molécula HLA-DR.

2.1 Fluido sinovial

Se cuantifico la cantidad de proteinas contenida en el fluido sinovial de

pacientes AR y pacientes OA pre-tratados con hialuronidasa (Tablas 9 y 10).
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Tabla 9. Cuantificacion de proteinas obtenidas desde fluido sinovial de

pacientes AR

AR1 26,7
AR2 2,1

AR3 22,06
AR4 19,4
AR5 26,7
ARG 40,1
AR7 34,4
ARS8 9,8

AR12 28,72
AR13 24,02
AR14 30,62
AR15 50,22
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Tabla 10. Cuantificacion de proteinas fluido sinovial de pacientes OA

OAl 26,7
OAZ2 2,1

OA3 22,06
OA4 19,4
OA5 26,7
OAG6 40,1
OA7 34,4
OA8 9,8

OA9 28,72
OA10 24,02
OAll 30,62

Tanto el fluido sinovial de pacientes con AR y OA, presentan niveles bajos
proteinas con respecto al plasma, lo que esta de acuerdo con la biologia de este
fluido (Shmerling et al., 1990). En casos de inflamacion, existe un aumento de
proteinas de peso molecular elevado como fibrinbgeno en pacientes AR. (Raijmakers
et al. 2012) Para determinar la integridad de las proteinas presentes en el fluido se
realizaron electroforesis en gel SDS/PAGE al 12% denaturante. Debido a la gran
concentracion de proteinas se trabajé con una dilucion 1:20 del fluido. Se observo un
trazado electroforético con gran variedad de proteinas, sin signos de degradacion

debido a la incubacién con la hialuronidasa (Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel SDS/PAGE al 12% de fluido sinovial de pacientes
con ARy OA.

Se cuantificd la presencia de AAPC en fluido sinovial mediante técnica de
ELISA, con el kit comercial Anti-MCV® (Orgentec, Diagnostika, Mainz-Hechtsheim,
Germany), para la determinacion de anticuerpos IgG anti-vimentina mutada
citrulinada, de los siguientes pacientes: AR1, AR2, AR3, AR5, AR6, AR7, AR8, OA1,
OA3, OA6 y OA11l. Fueron considerados valores positivos, aquellos superiores a

20U/mL, segun fabricante En la Tabla 11 se observa que 2 pacientes AR presentan
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niveles positivos para AAPC en FS . Cabe sefialar que este kit estd adaptado para
cuantificar anticuerpos en muestras de suero y plasma. Los niveles de proteinas
presentados en FS son mucho méas bajos que el suero o plasma, por lo tanto, este
valor deberia correlacionarse con la concentracion de proteinas del FS. Los

pacientes AR5 y AR6 presentan una alta concentracién de proteinas.

Tabla 11. Cuantificacion de anticuerpos AAPC en fluido sinovial pacientes ARy

OA

_

AR1 5,4
AR2 8,3
AR3 6,8
ARS 39,1
ARG 20,1
ARY 9,1
ARS8 10,1
OAl 5,6
OA3 4,2
OA6 5,4
OAl1l 4,8
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2. 2 Genotipificacion de donantes

Las muestras de sangre de 100 donantes sanos fueron amplificadas por PCR
utilizando los partidores descritos en material y métodos seccién 2.2. Como control
positivo para cada reaccion se utilizé DNA gendmico, en el caso del serotipo DR1,
DNA que contiene el haplotipo DR1*01:07/01:02, para el serotipo DR4, DNA que
contiene el alelo DR1*04:07 y para el serotipo DR10, DNA que contiene el alelo
DR1*10:01. De los 100 donantes, 15 donantes expresaban el serotipo HLA-DR1, 34
donantes expresaban el serotipo HLA-DR4 y 3 donantes expresaban el serotipo

HLA-DR10. (Anexo 3y Figura 13).
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DR1
194 PB

300 pb
200 pb

100 pb

Ladder C(+) Cs10

DR4
259 PB

300 pb

200 pb

100 pb

Ladder C(+) cs3 Ccs4 Cs7 CcSs13

DR10
203 PB

300 pb

200 pb

100 pb

CS16 CS34 C (+) Ladder

Figura 13. Gel de agarosa del producto de PCR para los serotipos DR1, DR4 y
DR10. Electroforesis en gel de agarosa muestra una banda de 194 pb para el
serotipo DR1, una banda de 259 pb para el serotipo DR4 y una banda de 203 pb
para el serotipo DR10.

Se realiz6 la genotipificacion a los donantes positivos a los serotipos

estudiados mediante la técnica de PCR-SSO. (Tabla 12 y 13)
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Tabla 12. Resultados genotipos de HLA-DRBL1 de tejido mediante PCR-SSO

B

Tejido
AR 02 DRB1*01:02, 04:07
AR 03 DRB1*08:02, 13:03
AR 07 DRB1*04:01, 04:07
AR 12 DRB1*01:01, 07:01
AR 16 DRB1*03:01, 14:01
OA 01 DRB1*01:03, 04:07
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Tabla 13. Resultados genotipos de HLA-DRB1 donantes mediante PCR-SSO

Muestras Haplotipo

Donantes
CS3 DRB1*01:01, 04:02
CS 10 DRB1*01:01, 11:04
CS 12 DRB1*01:01, 03:01
CS 16 DRB1*09:01, 10:01
CS 20 DRB1*01:01, 11:04
CS 30 DRB1*01:02, 04:03
CS31 DRB1*01:01, 07:01
CS 34 DRB1*09:01, 10:01
CS 35 DRB1*01:01, 15:01
CS 47 DRB1*01:01, 11:04
CS 56 DRB1*01:02, 11:04
CS 79 DRB1*01:02, 11:04
CS 80 DRB1*10:01, 11:04
CS 86 DRB1*01:01, 03:01
CS 89 DRB1*01:02, 13:01
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2. 3 Generacién de células dendriticas desde monocitos pulsadas con

fluido sinovial

2.3.1 Purificacién de monocitos

Se seleccion6 a los donantes DC10, DC16 y DC31 quienes mediante proceso
de leucoféresis, se obtuvo concentrado de los leucocitos y desde alli se aislaron
monocitos, segun protocolo descrito en Material y métodos seccion 2.3. El porcentaje
de monocitos fue obtenido por medio de citometria de flujo y se realiz6 antes de
cultivar las células para su diferenciacion a CDs. Como marcadores de diferenciacion
se utiliz6 CD14 y CD11c. La estrategia de analisis que se utilizo, fue la seleccion de
la poblacién viable segun patron de dispersion de luz FSC/SSC, luego se selecciono
la poblacion que present6 una mayor complejidad por patron de dispersion de luz
FSC/SSC y se midio los niveles de expresion de las moléculas CD14 y CD11c
(Figura 14). El grado de pureza de los monocitos fue de 78% segun la expresion del

marcador CD14 y de un 85,3% por el marcador CD11c.
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Figura 14. Purificacion de monocitos. Analisis mediante citometria de flujo de los
niveles de pureza de monocitos basados en el patrén de dispersion de luz FSC/SSC

y la expresion de los marcadores de linaje CD14 y CD11c.

2.3.2 Fenotipo de células dendriticas

Se utilizaron 3 donantes sanos en cuyos haplotipos al menos un alelo
pertenecia al EC (Tabla 13). Se generaron las CDs con dos condiciones, la primera
utilizando 200 mg/dl de fluido sinovial de paciente AR (ver Material y métodos,

seccion 3.3) y LPS para activar su maduracién y la segunda solo con LPS.
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Se estudio el fenotipo de las CDs derivadas de monocitos y pulsadas con
fluido sinovial, después de 5 dias de cultivo con medio AIM-V y citoquinas IL-4 y GM-
CSF. La cantidad de células vivas obtenidas en cada donante segun condicion esta
en descrita en la Tabla 14. Para una completa caracterizacion de las CDs obtenidas
se realizé citometria de flujo para medir porcentaje e Intensidad media de
fluorescencia (MFI) de marcador de linaje (CD11c), marcador de co-estimulacion
(CD86), marcador de presentacién antigénica (HLA-DR), marcador de maduracion
(CD83) y del marcador de activacion funcional (CD40). En el caso de la molécula
HLA-DR, nos permitié cuantificar su expresion para el desarrollo de experimentos
posteriores, relacionados con el peptidoma asociado a esta molécula (Figuras 15y
16).

Se utiliz6 como estrategia de analisis la seleccion de la poblacion viable
mediante patrén de dispersion de luz FSC/SSC para luego seleccionar la poblacion
de células dendriticas comparando las dispersion lateral de la luz (SSC) y la
expresion del marcador de linaje CD11c. La expresion del marcador CD11c en la
poblacién de CDs fue de un 98%. Posteriormente, a partir de esta poblacion se
realizaron los andlisis de expresion de los marcadores estudiados mediante
histograma y se comparo la expresion de las CDs pulsadas y no pulsadas en cada
donante. En las Figuras 15 y 16, llama la atencion la expresion mas intensa de este
marcador de activacion CD83 en el donante 10 en comparaciéon a los otros dos
donantes, pero podria tratarse de una condicién propia del donante y que para el
objetivo de este estudio no influenciaria los resultados. El antigeno CD86, marcador
de co-estimulacion, posee una expresion intensa en los tres donantes y no hay una

diferencia entre una condicion y otra. El antigeno CD40 se encuentra expresado en
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los tres donantes. La molécula HLA-DR esta expresada en los tres donantes y al
evaluar la expresion de ésta en el grupo de CDs pulsadas con fluido sinovial,
observamos que presenta una intensidad de expresion del marcador menor al grupo
de las CDs no pulsadas. Este hallazgo fue observado en los tres donantes y podria
atribuirse a la presencia de factores anti-inflamatorios en el fluido sinovial, pero

habria que realizar un estudio mas profundo.
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CD86 CD40 Donante 16
CD1llc cDh83 CcCD86 CcCDh4o0 Donante 31
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CcD83 HLA-DR CcCD86 CD40 Donante 10

Figura 15. Expresion de los marcadores de linaje, maduracién, HLA-DR, co-
estimulacién y activacion funcional de las CDs de 3 donantes sanos. Se
selecciond la poblacion segun patron de dispersion de luz FSC/SSC y expresion del
marcador CD11c (columna izquierda) y se determiné la expresion de los marcadores
CD83, HLA-DR, CD86 y CD40 (histogramas). La linea gris indica la intensidad de
fluorescencia del isotipo para cada marcador, la linea roja representa las CDs

pulsadas con fluido sinovial y la linea azul indica las CDs no pulsadas.
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Figura 16. Analisis de la expresion de los marcadores CD86, CD83, CD40, HLA-
DRy CD11c en CDs pulsadas o no con fluido sinovial. En las CDs pulsadas con
fluido sinovial de los 3 donantes se observa disminucion en la expresion de la

molécula HLA-DR. Cada barra indica el MIF de cada donante segun condicion.

También se realiz6 estudio de viabilidad de las CDs obtenidas, que en el caso
del donante 16 no se pudo realizar. Se utilizaron las tinciones con 7AAD y Anexina V
para medir los niveles de muerte celular y apoptosis respectivamente. Estos
marcadores fueron medidos al momento de cosechar las CDs y se realiz6 para ver si
el proceso de pulso con fluido sinovial afecta la viabilidad celular (Figura 17). El
donante CD10 present6 los niveles mas altos de muerte celular en el grupo de las
CD pulsadas con fluido sinovial, con una viabilidad so6lo del 31,5%. En el caso del
donante CD 31 no se observa este tipo de diferencia, y el porcentaje de viabilidad en

ambos tratamientos alcanza el 50% (Figura 17).
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Figura 17. Viabilidad de las CDs pulsadas y no pulsadas con fluido sinovial, de

los donantes CD10 y CD31. Mediante citometria de flujo se midi¢ la viabilidad de las

células dendriticas generadas a través de las tinciones con 7AAD y Anexina V. En

ella se observa un porcentaje de viabilidad cercano al 50% de total.
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Para la eleccion del fluido sinovial para pulsar las células dendriticas se utilizd
como criterio, que este fluido pertenezca a un paciente cuyo tejido haya sido
analizado por espectrometria de masas, (AR7 y AR12). Y el caso especial del
donante CS31, tanto fluido como CDs presentaban mismo haplotipo. De esta
manera, quisimos observar si existia un grado de coincidencia en ambas muestras y
de manera indirecta ver si el proceso de carga de fluido sinovial en las CDs fue
efectivo.

Tabla 14. Listado de células dendriticas de donantes cargadas con fluido

sinovial

CS10 DRB1*01:01/11:04 | AR6 No secuenciado 9,26x10’células
CS16 DRB1*09:01/10:01 | AR7 DRB1*04:01/04:07 | 9,3x10'células
CS31 DRB1*01:01/07:01 | AR12 DRB1*01:01/07:01 | 1,56x10°%células
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2.4 Descripcion de los péptidos asociados a la molécula HLA-DR desde CDs

de donantes sanos cargadas con fluido sinovial de pacientes AR.

El andlisis fue hecho utilizando el espectrometro de masas LTQ-Orbitrap. Los
péptidos que aparecieron dentro de la pre-columna fueron eliminados al igual que los
péptidos derivados de proteinas especificas de la piel, como queratina, considerada
un contaminante. Ademas se eliminaron las secuencias peptidicas menores a 9 a4y
aquellas secuencias peptidicas cuyo residuo P; del core no correspondiera a uno de
los siguientes aminoacidos; Metionina (Met), Fenilalanina (Phe), Isoleucina (lle),
Leucina (L), Valina (Val), Tirosina (Tyr) y Triptéfano ( Trp). Segun Sturniolo (Sturniolo
et al 1999), estos aminoacidos son encontrados en los residuos P1 en una proporcion
significativa de secuencias que presentan uniones de alta afinidad, por lo tanto, sélo
estos aminoacidos deben considerarse en el residuo P; El listado completo de
péptidos se encuentra en Anexo 4.

Se obtuvo un total de 1035 péptidos derivados de 197 proteinas. Del donante
CD31 se obtuvo un total de 592 péptidos derivados de 103 proteinas; del donante
CD10, 86 péptidos desde 37 proteinas; y del donante CD16 se obtuvo 357 péptidos
derivados de 57 proteinas. Un 78,5% de las secuencias peptidicas se presentd bajo
la forma de nested sets, siendo el donante CD31 el que presentd un mayor
porcentaje de péptidos en esta forma (91,5%). La muestra del donante DC10
presentd un porcentaje bajo de péptidos en nested sets, aproximadamente 58%, y
estableciendo una diferencia entre las CDs pulsadas y no pulsadas (50,8% versus
66,6%, respectivamente). Por otra parte, el donante DC10 presentd cerca de un 40%

de secuencias Unicas. El donante CD16 presentd, al igual de que donante DC31, un

100



elevado porcentaje de péptidos presentados en nested set. Los nested set estaban

compuestos de 2-97 péptidos (Tabla 15).

101



Tabla 15. Caracteristicas de las muestras de CD de 3 donantes pulsadas con

fluido sinovial de paciente AR y descripciéon de los péptidos y proteinas

obtenida
I
Sexo Femenino Masculino Masculino
Haplotipo DRB1*01:01 DRB1*01:01 DRB1*09:01
DRB1*07:01 DRB1*11:04 DRB1*10:01
FS+LPS LPS FS+LPS LPS FS+LPS LPS
NUumero de péptidos
(total) 282 310 56 30 255 102
Namero de
proteinas (total) 46 57 24 13 37 20
Secuencias Unicas 24 26 27 10 28 19
(8,5%) (8,4%) (48,2%) | (33,3%) | (10,9%) | (18,6%)
Familias de 258 284 29 20 227 83
péptidos (91,5%) (91,6%) (50,8%) (66,6%) (89,1%) (81,4%)
Péptidos por
proteina la42 1a39 1al0 1al0 1a97 1a40
Péptidos por familia
de proteina 2a42 2a34 2al0 2al0 2a97 2a40
Total péptidos 592 86 357
1035
Total proteinas 103 37 57
197
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Solo 4 proteinas comunes se encontraron en las CDs de los 3 donantes:
aminopeptidasa, cadena alfa de la molécula HLA-DR, sintenina-1 e integrina M. Los
donantes DC31 y DC10 compartian un alelo en comin (DRB1*01:01) ademas de
estas 4 proteinas en comun, sélo en estos donantes se encontraban presentes las
siguientes proteinas: integrina D, seroalbumina, non-POU domain-containing
octamer-binding protein y la cadena beta de la molécula HLA-DR. En la muestra del
donante DC16 la mayoria de los péptidos encontrados provenia de proteinas
relacionadas con el procesamiento antigénico. El péptido CLIP fue encontrado en la
muestra del donante DC31. La enzimas relacionadas con el procesamiento
antigénico a nivel de la via endocitica, las catepsinas, fueron encontradas en todas
las muestras. Péptidos derivados de proteinas de células mieloides y CDs, como el
receptor de manosa de macréfago 5, sélo fueron encontradas en el donante DC31.

(Anexo 4)

2.4.1 Distribucién por tamafo de los péptidos

La frecuencia de péptidos segun tamafio sigue una distribucién normal (Figura
18). Al analizar el porcentaje total de péptidos segun tamafio de las secuencias, éste
presenta un promedio de 16 aa de largo, figura descrita para péptidos asociados a
molécula HLA-DR (Suri et al., 2006). En el donante 31, esta distribucion se mantiene
y no se observa ninguna diferencia entre la condicion de CDs pulsadas y no
pulsadas. En el donante 10, se observa un aumento en el porcentaje de péptidos de
un largo de 9 aa (40%). En el caso de donante 16, las células pulsadas presentan un
47% de péptidos de un tamafio de 14 aa, en contraste con el grupo de células no

pulsadas en donde la mayoria presenta un tamafio de 16 aa.
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Figura 18. La distribucién por tamafo de los péptidos asociados a la molécula
HLA-DR de las CD pulsadas y no pulsadas con fluido sinovial se encuentra
dentro de los rangos estandar. Distribucion por tamafio de las secuencias
peptidicas obtenidas desde CDs de 3 donantes. Cada linea representa el porcentaje
del total de péptidos segun tamafio de secuencia, para cada donante segun

condicion. Las barras representan la distribucion por tamafio del total de los péptidos.

En conclusion se observa una distribucion normal de los péptidos segun
tamafio de secuencias. Se observan algunas diferencias en el grupo de las CDs
pulsadas con fluido sinovial del donante DC16,. En los donantes 10 y 16 se observa

un porcentaje mayor de péptidos de 16aa.
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2.4.2 Distribucion por via de degradacion

Analizamos la procedencia del peptidoma asociado a la molécula HLA-DR
gue presentan alelos de susceptibilidad, tanto en células pulsadas como no pulsadas
con fluido sinovial. Es asi que segun la localizacion de la proteina parental
clasificamos en via endocitica y citosélica. La via endocitica comprende las proteinas
de origen de membrana, medio extracelular, reticulo endoplasmico,
Endosomal/Lisosoma y Aparato de Golgi. La via citoso6lica comprende proteinas de

citosol, nucleo y mitocondria (Figura 19).
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Figura 19. La mayoria de los péptidos encontrados provienen de la via
endocitica. Porcentaje de péptidos asociados a HLA-DR encontrados en CDs de
donante sano, segun el origen de la proteina parental. Cada simbolo representa el
porcentaje de péptidos para las distintas muestras. La barra representa el promedio
total. Las proteinas de la via endocitica incluye proteinas de Membrana, Extracelular,
Endosomal/Lisosoma, reticulo endoplasmico y Aparato de Golgi. Y proteinas de la via
citosdlica incluye proteinas de citosol, nacleo y mitocondria. LPS: lipopolisacéarido.

FS: fluido sinovial.
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Un 86% de las secuencias totales encontradas proviene de la via endocitica y
un 14% proviene de la via citosolica. En el donante DC16 se observa que un 93% de
los péptidos encontrados en esta muestra provienen de la via endocitica, no
observandose un diferencia entre las células pulsadas y no pulsadas de este
donante. También en el donante DC10 se observa un predominio de la via endocitica
sin diferencia en los subgrupos. El donante DC31 presenta un mayor porcentaje de
péptidos que provienen de la via citosélica en el grupo de células no pulsadas a
diferencia del resto. Estos resultados guardan relacion con la funcion de la molécula
HLA-DR en el procesamiento y presentacion antigénica de péptidos derivados del
medio extracelular (Neefjes et al., 2011). También coinciden con los resultados
obtenidos por el grupo de la Dra. Dolores Jaraquemada (Ciudad MT et. al, 2016) en
donde un 80% de los péptidos aislados de CDs provenia de proteinas de la via
endocitica y un 20% de la via citosdlica.

Al enfocarnos por compartimento (Figura 20), casi un 70% de las secuencias
provienen de proteinas de membrana, y en menor medida el resto de las secuencias
provienen de proteinas de citosol y endosomal/lisosoma. En el donante DC16, un
87% de las secuencias provienen de proteinas de membrana. Los donantes DC10 y
DC31, que expresan el alelo DRB1*01:01, presentan una distribucién similar de las
secuencias peptidicas segun origen de la proteina parental, observandose un
aumento de proteinas que provienen de ndcleo y de mitocondria en comparacion al
donante DC16, en donde casi no se observan péptidos en estos compartimentos. El
donante DC31 presenta en el grupo de células no pulsadas, un mayor porcentaje de
secuencias provenientes de proteinas de citosol, nicleo y mitocondria en relacion al

grupo de células pulsadas con fluido sinovial. No se observan diferencias en la
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distribucién por compartimento entre el grupo de células pulsadas y no pulsadas en
los donantes DC16 y DC10.

En resumen, las secuencias peptidicas encontradas en su mayoria
provienen de la via endocitica, en donde se observa que un 70% de las secuencias

derivan de proteinas de membrana (Figura 20).
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Figura 20. La mayoria de los péptidos asociados a moléculas HLA-DR en CDs
proviene de proteinas de membrana. Grafico que muestra el porcentaje de
péptidos asociados a HLA-DR encontrados en CDs de donantes sanos, segun el
origen de la proteina parental. Cada simbolo representa el porcentaje del total de
péptidos de una muestra distinta. La barra representa el porcentaje de todas las
muestras en conjunto. Extracelular/Matriz extracelular (E/ECM), Membrana (M),
Citosol (C), Reticulo Endoplasmatico (ER), Lisosoma/Endosoma (Lis/End), Golgi (G),
Nucleo (N) y Mitocondria (Mit). LPS: lipopolisacarido. FS: fluido sinovial.
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2.4.3 Distribucion por tipo de unién

De acuerdo a los criterios descritos en material y método, para predecir el
grado de afinidad de las secuencia peptidica a determinados alelos de la molécula
HLA-DR, se utilizaron cuatro programas bioinformaticos: IEDB analyses resource,
Propred, NetMHC 1l 2.0 y SYFPEITHY. Se utilizé el programa TEPITOPE para
obtener el core de cada secuencia. El programa IEDB analyses resource se utilizé en
reemplazo del programa Propred para determinar afinidad, debido que este Ultimo
programa no describe los alelos DRB1*09:01 y DRB1*10:01 y necesitabamos un
tercer programa para llegar a un consenso para definir tipo de union. El programa
Propred se utilizd para definir tipo de union en los alelos DRB1*01:01, DRB1*07:01 y
DRB1*11:04, ademas de indicar el grado de promiscuidad para los 51 alelos HLA-DR
descritos en este programa. Se asigno el tipo de unién, considerando dos o mas
coincidencias dentro de estos cuatro programas. En los casos que en no hubo
coincidencia se calificO como Indeterminado (ID). La asignacion del alelo a la
secuencias peptidica en estudio se definié “como el alelo que presenta una mayor
afinidad”. Si ambos presentan el mismo tipo de union, fue anotado como doble unién.
Cuando el tipo de unién fue indeterminado para un alelo y el otro presentaba una
unién baja o intermedia, no se asigné alelo. Los alelos estudiados fueron; donante
DC10: DRB1*01:01/DRB1*11:04, donante DC31: DRB1*01:01/DRB1*07:01 vy
donante DC16: DRB1*09:01/DRB1*10:01.

Un 45,8% de las secuencias peptidicas encontradas se asigno a un alelo. En
un 93% de los casos, se asigno a un alelo perteneciente al EC. De los alelos del EC

estudiados, al alelo DRB1*01:01 le fueron asignados un 95% de las secuencias y al
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alelo DRB1*10:01 el 5% restante. De los alelos no pertenecientes al EC, s6lo un 7%
de las secuencias le fueron asignadas, siendo el mas frecuente el alelo DRB1*07:01,
le sigue el alelo DRB1*09:01 y finalmente el alelo DRB1*11:04. Un 43,4% de los
secuencias peptidica fueron consideradas de doble unién. Un 10,8 % de las
secuencias no se pudo determinar el alelo, debido a que el tipo de unién de la
secuencia peptidica al alelo fue indeterminada.

Al analizar el total de péptidos (Figura 21), vemos que casi un 48% de ellos
presenta un tipo de unién de afinidad alta (AA), un 31% un tipo de afinidad baja (AB),
un 5,4% presenta una unidon de tipo intermedia (Al) y un 155% no se logro
determinar el tipo de union (ID). Cuando nos enfocamos por donantes, observamos
gue el donante DC31 presenta un 65,4% de union AA y en este donante se observa
un porcentaje menor (6,3%) de union ID. Esto se debe a que los alelos de este
donante estan bien caracterizados en las herramientas bioinformaticas utilizadas en
el andlisis. Llama la atencion el tipo de afinidad presentada por el donante DC16, en
donde la mayoria de las secuencias encontradas presenta un tipo de unién AB
alcanzando un 48,3%, y el tipo de uniones ID se alza sobre un 31%, y sélo se
observa un 16% de uniones AA. Una posible explicacién esta dada porque el motivo
de unién del alelo DRB1*10:01 aparece descrito sélo en un trabajo realizado el 2008
(Alvarez et al., 2010), a diferencia del alelo DRB1*01:01 para el que esta muy bien
caracterizado su motivo de unién. El donante DC10, presenta un 43,8% de unién AA,

un 29,8% de union AB, un 22,8% de uniones ID y s6lo un 3,5% de uniones Al.
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Figura 21. El peptidoma asociado a la molécula HLA-DR en CDs de donantes
sanos que expresan alelos del EC presenta en su mayoria uniones de alta
afinidad. Porcentaje de tipo de union en las muestras de CDs. Cada barra
representa el porcentaje de péptidos segun afinidad de unién. Los péptidos fueron
agrupados por grado de afinidad. El grado de afinidad se obtuvo mediante las
herramientas bioinformaticas PROPRED, SYFPEITHY, EIDB analyses resource y
Net MHCII pan 2.1, determinando 4 categorias: Afinidad alta (AA), intermedia (Al),
baja (AB) e indeterminada (ID).

Nos enfocamos en el tipo de unién por alelo para estudiar de manera mas
profunda la influencia de los alelos que pertenecen al EC en el procesamiento y
presentacion antigénica (Figura 22). Al analizar el alelo DRB1*01:01, presente en los
donantes DC31 y DC10, se observa que entre 60% y un 40,3% presenta union AA,
siendo este tipo de union el principal en estos alelos. En el caso del donante DC16,
hay un gran porcentaje de secuencias en que no se pudo determinar su tipo de union
debido a diferencias en los programas utilizados. Otro alelo del EC estudiado fue el

alelo DRB1*10:01, que presenta un 47% de unién de tipo Al y un 42% de uniones
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AB. Dentro de los alelos que no pertenecen al EC, destaca el alelo DRB1*09:01 que
presenta un 66% de union AB, y el alelo DRB1*11:04, que presenta un 36% de

secuencias en donde no se pudo establecer el tipo de union.
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Figura 22. El alelo DRB1*01:01 presenta un mayor porcentaje de Afinidad en
comparacion a los demas alelos estudiados. Andlisis predictivo de afinidad de
unién de péptidos a HLA-DR en CDs pulsadas y no pulsadas con fluido sinovial.
Cada barra representa el porcentaje del total de péptidos segun afinidad de union.
Los péptidos fueron agrupados por alelos y grado de afinidad. El grado de afinidad se
determind en 4 categorias: Afinidad alta (AA), intermedia (Al), baja (AB) e

indeterminada (ID).
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En resumen se observa que el alelo DRB1* 01:01 presenta un tipo de union
AA a las secuencias peptidicas estudiadas y que esta es independiente del donante,
ya que esta caracteristicas se observaron en donantes cuyo alelos secundarios eran
distintos.

Analizamos el tipo de union en relacién a la via de degradacion de la proteina
parental en cada donante (Figura 23). El donante DC31 presenta un mayor
porcentaje de uniones de alta afinidad, -alrededor de un 60% (Figura 21)-, y de ellas
un 90% proviene de secuencias derivadas de proteinas de la via endocitica. En este
mismo donante observamos que presenta un 55% de union AB proviene y estas
estas secuencias provienen de proteinas de la via citosélica. EI donante DC10
(Figura 21) presenta un 43% de uniones AA y de ellas un 92% provienen de
proteinas derivadas de la via endocitica. En este donante se observa que un 100%
de las secuencias de union intermedia provienen de la via endocitica. El donante
DC16 presenta un porcentaje elevado de péptidos derivados de la via endocitica
(87%, Figura 21). En este donante se observa que independiente del tipo de union,
las proteinas derivadas de la via endocitica predominan, pero podemos observar que
hay un leve aumento de proteinas de la via citosdlica en la secuencias que presenta

una unién mas débil.
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Figura 23. Las proteinas derivadas de via endocitica presenta un mayor
porcentaje de péptidos de AA y Al. Se agrupo segun tipo de afinidad de cada
donante y se subdividi6 segun via de degradacién de la proteina parental. Cada

barra presenta el porcentaje de tipo de unién del donante segun via de degradacion.

Analizamos el tipo de unidn presentado por las secuencias peptidicas al alelo
y su distribucién segun compartimento celular y nos enfocamos en alelos del EC. En

la figura 22 podemos observar que para el donante DC31, que presenta el alelo
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DRB1*01:01, un 61% de las secuencias asignadas a este alelo presenta una union
AA. Si nos enfocamos en qué compartimento presenta el mayor porcentaje de
secuencias AA (Figura 24), notamos que un 62% provienen de membrana, le siguen
medio extracelular con un 13% y Endosoma/Lisosoma con un 12%. En este alelo las
secuencias de union de tipo intermedia estan distribuidas entre citosol (34%),
membrana (20%) y Endosoma/Lisosoma (16%). El alelo DRB1*10:01, expresado en
el donante DC16, presenta un 47% de uniones Al (Figura 22) y estos péptidos
provienen en un 50% de proteinas derivadas de membrana (Figura 24). En este
mismo alelo vemos que las secuencias AB en un 70% provienen de membrana. El
alelo DRB1*01:01 expresado por el donante DC10, presenta caracteristicas similares
en cuanto a la distribucion del tipo de unién de las secuencias y la localizacion de
ellas segun compartimento celular que el donante DC 31. En él podemos observar
gue presenta 43,8% de uniones AA (Figura 22) y que ellas provienen en un 75% de
proteinas procedentes de membrana (Figura 24). Este alelo presenta un 29,8% de
secuencias de unidn AB, las que se distribuyen principalmente entre proteinas
provenientes del medio extracelular (31%) y membrana (25%). Las secuencias que
presentaron unién (ID) en un 53,8% provenian de proteinas de membrana.

En conclusion, se observa que en la mayoria de los casos, los alelos que
expresan moléculas del EC presentan secuencias peptidicas con union de alta
afinidad al motivo de la molécula MHC y que estas secuencias derivan de proteinas
de la via endocitica, -y principalmente del compartimento de membrana-, lo que

guarda relacion con la biologia y funcién de la molécula MHC clase II.
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Figura 24. Las secuencias que presentan uniones de alta afinidad a alelos del
EC provienen mayoritariamente de proteinas derivadas de membrana. Tipo de
unién de las secuencias para cada alelo del EC segun localizacion de las proteinas
parentales de muestras CDs .Cada barra representa el porcentaje del total de
péptidos segun grado de afinidad tedrica (AA, Al, AB e ID) para cada alelo, segun la

localizacion de la proteinas parentales.
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Utilizamos la herramienta bioinformatica DAVID y con la funcion Funtional
Annotation Clustering, identificamos qué procesos bioldgicos estaban enriquecidos
desde nuestro grupo de proteinas parentales obtenidas. Como explicamos en las
muestras de tejidos, se obtuvo un puntaje o score desde una base de datos a partir
de un andlisis sistémico (Huang et al 2009). Se tomaron en cuenta aquellos grupos
gue presentan un puntaje de enriquecimiento igual o superior a 2 tomando como

umbral una exigencia alta (Tabla 16).

Tabla 16. En el peptidoma asociado a la molécula HLA-DR de CDs de donantes
gue expresan alelos EC hay un enriqguecimiento en proteinas relacionadas con
lisosomay trafico de vesiculas.

Donante 31 Donante 10 Donante 16

Cluster funcional

Puntaje de enriquecimiento

Lisosoma 7,93 3,36

Membrana citoplasmatica 4,21 3,18
unida a vesicula

Respuesta inmune 3,0 2,24 3,41
Respiracion celular 2,7
Transmembrana 2,99
Complejo MHC-I 3,1
Complejo MHC-II 4,03

Union disulfido

2,26
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En el peptidoma asociado a la molécula HLA-DR en dos donantes (DC31 y
DC16), existe un enriquecimiento de proteinas relacionadas con lisosoma y trafico de
vesiculas (Tabla 16). En los tres donantes se observan grupos relacionados con la
respuesta inmune, que estdn compuestos por un variado numero de proteinas
involucradas en el procesamiento y presentacion antigénica en moléculas MHC clase
| y Il. Los grupos formados a partir de las proteinas encontradas tienen estricta
relaciéon con el rol que cumple la CD y dan cuenta de procesos de autofagia,
endocitosis y fagocitosis, en donde la CD internaliza los antigenos del medio. El
grupo relacionado con la respuesta inmune esta intimamente ligado con el proceso
de presentacion antigénica.

Analizamos las proteinas parentales de las secuencias mas abundantes
encontradas en los tres donantes. En el caso de donante DC31, la aminopeptidasa,
integrina alfa-M y la lipasa son las mas abundantes. En el donante DC10, -en donde
se obtuvo menos péptidos-, la cadena beta de la molécula HLA-DR fue la mas
frecuente. El donante DC16 presentd un alto porcentaje de proteinas de la molécula

HLA-1, cadena alfa (Tabla 17).
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Tabla 17. Proteinas parentales de las secuencias de péptidos asociados a HLA-
DR, mas abundantemente encontradas en las CDs de donantes sanos
portadores del EC, cargadas con fluido sinovial (FS), o sin cargar y soélo
maduradas con LPS (LPS). En cada celda se indica el nUmero de secuencias

encontradas.

FS LPS FS LPS FS LPS
Aminopetidasa 42 34
Glutaredoxina-1 13 9
Hemopexina 24 10
Cadena alfa de la molécula HLA-DR 15 18
Integrina alfa-M 42 39 6
Lipasa proteina 24 25
Sintenina-1 10 19
Cadena alfa B-7 de la molécula HLA-1 94 37
Cadena alfa A- 68 de la molécula HLA-1 97 40
Cadena beta 1-DP de la molécula HLA-II 6
Cadena beta 1-DP de la molécula HLA-II 10 10

N: Es el numero de secuencias peptidicas por proteinas

Luego nos enfocamos en qué proteinas podrian compartir tejido sinovial y
CDs, y de manera indirecta poder asociar si hubo procesamiento del fluido sinovial

por parte de las CDs (Tabla 18). El donante DC31 comparte el mismo haplotipo que
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el paciente AR12, y ambos presentan la secuencia SPmYSIITPNILR de la fraccién
C3 del complemento, y en ambos casos esta secuencia tiene un tipo de unién de AA
en ambos alelos. En el caso del donante DC10 que fue pulsado con fluido sinovial
del paciente AR7, el andlisis del peptidoma de las CDs y del tejido sinovial de este
paciente, no compartieron proteinas ni secuencias comunes, aunque cabe sefialar
gue ellos no presentan el mismo haplotipo y que el repertorio peptidico obtenido en
ambos casos es mucho menor que para el donante DC31 y el paciente AR12.

Tabla 18. Proteinas parentales de péptidos asociados a HLA-DR
comunes entre tejido sinovial de pacientes AR y CDs cargadas con fluido
sinovial (FS) de pacientes AR. El namero representa la cantidad de secuencias

encontradas para esa proteina en cada condicién

I CINES

3 | 19
Complement C3 1 10 1
Elongation factor 1l-alpha 1l 6 1
Fibronectin 1 2
Filaggrin-2 1 1
Histone H4 3 8
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DISCUSION

El desarrollo de los andlisis mediante espectrometria de masas, ha permitido
identificar péptidos -que estan presentes en muchos fluidos biolégicos que incluyen
suero, organos linfoides, plasma y orina (Li et.al, 2011, Meng et. al., 2007, Ling et.
al, 2010)-, en la busqueda de biomarcadores para seguimiento y monitoreo de
enfermedades. La riqueza de la informacién de estos analisis nos revela los procesos
metabolicos que son llevados a cabo en determinado 6rganos, tejidos y fluidos,
permitiéndonos realizar una comparacion mas detallada de procesos fisiologicos y
patolégicos.

Este trabajo buscd realizar un analisis de los péptidos naturalmente
presentados (NPPs), en el contexto de una enfermedad autoinmune, como lo es AR
y enfocados en la influencia genética de los alelos del EC, en busqueda de posibles
candidatos de epitopos T para AR.

En AR, se integran una respuesta inmune adaptativa e innata, y se promueve
el dafio de la membrana sinovial, -lo que es catalizado por un feedback positivo
mediado por interacciones entre leucocitos, fibroblastos, condrocitos y osteoclastos-,
direccionando el dafio a la cronicidad (Mc Innes et al, 2011). Los pacientes
seleccionados para este trabajo, a la fecha de la extraccién del tejido sinovial,
presentaban una evolucion de la enfermedad por sobre los 20 afios, tiempo en el
cual se acentla la hiperplasia sinovial que lleva al dafio del cartilago. La erosion del
hueso, puede afectar al 80% de los pacientes dentro de un afio después del
diagndstico (van der Heijde at al, 1995). Las pacientes AR7 y AR12 presentaban un
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indice de actividad de la enfermedad (DAS) intermedio y alto al momento de la
artroscopia de rodilla, respectivamente. Este score es un fiel reflejo de la condicion
global del paciente, ya que toma parametros clinicos y de laboratorio para evaluar su
condicién. Las pacientes estaban sometidas a drogas anti-reumaticas (DMARDS) de
primera linea, como metrotexato, y corticoides.

La expresion de la molécula de HLA-DR fue observada mediante western blot
y microscopia de fluorescencia en el tejido sinovial de los pacientes con AR. Este
hallazgo fue reportado por Klareskog en 1984, en muestra de articulacion que
presentaba la figura histoldgica de pannus (Klareskog et al, 1984). La expresion de la
molécula MHC clase Il por parte de APC profesionales, esta regulada por el gen
controlador transactivador de MHC clase 1l (CIITA) (Reith et al, 2005), que es
expresado de manera constitutiva y puede ser incrementado por la presencia de IFN-
vy (Steimle et al, 1994). IFN-y estd mediando un proceso pro-inflamatorio en la
articulacion de los pacientes con AR, lo que se ha visto en tejido sinovial, en donde
se ha detectado la presencia de esta citoquina en conjunto con TNF e IL-17
(Nakajima A et al, 2016). Ademas, la expresion de la molécula HLA-DR puede estar
presente en células como fibroblastos en la membrana sinovial en el contexto de
tejido inflamado (Tran et al, 2007).

También, se estudid la presencia de proteinas citrulinadas en el tejido sinovial
de pacientes con AR. Basandonos en el protocolo de Chang (Chang et al, 2009),
pudimos observar citrulinacion en el tejido por medio de microscopia de fluorescencia
y en el fluido sinovial mediante western blot. A su vez se cuantificd los APCA en

fluido sinovial. Todo esto se realiz6 para dar solidez a lo descrito en la introduccién
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sobre la importancia de la citrulinacién en AR. Nuestros resultados estdn de acuerdo
a la literatura en que se observa presencia de citrulinadas en tejido sinovial de
pacientes AR (Chang et al, 2009). De las muestras de tejidos analizadas por
espectrometria de masas (AR12, AR7 y AR16), no se realizé andlisis de western blot
ni microscopia de fluorescencia, por o que no se puede chequear si estas muestras
presentaban proteinas citrulinadas.

En el andlisis de espectrometria de masas tanto de tejido como de CDs, no se
observaron péptidos citrulinados. El andlisis por espectrometria de masas para
cuantificar péptidos citrulinados es complicado, ya que debido a la pérdida de la
carga positiva del residuo arginina, el nuevo residuo citrulina tiene un incremento de
s6lo 1 Da en su masa, por lo que es dificil de distinguir. El incremento en solo 1 Da
puede no ser identificado por una base de datos sin péptidos citrulinados o puede ser
considerada la presencia de otra MPT como la deaminacion de glutamina o
asparragina (de Ceuleneer et al, 2012, Sanne et al, 2014). Posible soluciones a este
problema radican en busqueda en bases de datos MS/MS con presencia de péptidos
citrulinados y busqueda manual en los espectros tanto de citrulinacion como de
deaminacion simultaneas. También se pueden comparar los posibles péptidos
citrulinados con un patron previamente establecido (de Ceuleneer et al, 2012). Hao
y Su grupo, analizaron el espectro de disociacién inducido por colisibn en péptidos
citrulinados y observo la perdida de 43Da en péptidos citrulinados, lo que es debido a
la eliminacién del grupo acido isocianico (HNCO) desde el grupo ureido de la
citrulina, encontrando que esta caracteristica permite diferenciar entre citrulinacion y
deaminacion (Hao et al, 2009). También existen métodos en los cuales se realiza

modificacién quimica, con los agentes 2,3 butanediona y antipirina, de los residuos
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citrulinados previo al analisis por espectrometria. Con este método se exhibe un
incremento de 238 Da producto de la modificacion, pero no permite identificar los
sitios de citrulinacion (Holm et al, 2006).

Los estudios de caracterizacion de péptidos asociados a la molécula HLA-DR,
en un inicio comenzaron utilizando lineas celulares de linfoblastos B transformados
por virus EBV, como fuente de complejo péptidos/HLA-DR. Esto llevo a la
identificacion de motivos estructurales alelo especificos comunes para péptidos que
se asocian a determinados alelos HLA-DR y HLA-DQ. (Chisz et al, 1993, Rammsee
et al, 1999). El estudio del repertorio de péptidos en lineas celulares, -como las de
linfoblasto B-, muestra diferencias al comparar los péptidos obtenidos desde tejido,
esto queda demostrado en el trabajo de Muntasell (Muntasell et al, 2002). El
peptidoma asociado a la molécula HLA-DR en tejido, es una fotografia in situ a los
procesos biolégicos que se llevan a cabo en un tejido autoinmune. Los primeros
trabajos datan de 1995, en donde se caracterizé 17 péptidos de bazo de un paciente
con AR (Gordon et al, 1995). A la fecha, se han presentado varios trabajos que
siguen la idea inicial de Gordon, -busqueda in situ-. Cabe destacar el repertorio
asociado a la molécula HLA-DR en tejido tiroideo de paciente con enfermedad de
Graves (Muixi et al, 2008), el estudio comparativo entre tejido sinovial de paciente
con AR y paciente con enfermedad de Lyme asociado al alelo DRB1*01:01 (Seward
et al, 2011, 2013). Bajo esta misma premisa, se ha estudiado el peptidoma asociado
a timo, buscando conocer las bases de la tolerancia central a través de los péptidos
presentados en este tejido (Collado et al, 2013).

Dentro del repertorio de péptidos obtenidos en tejido sinovial, la mayoria

posee un largo de 9 a 24 aa con un promedio total de 16 aa, lo que concuerda con el
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peptidoma obtenido desde membrana sinovial de un paciente AR portador del alelo
DRB1 01:01, en el trabajo que compara peptidoma de la molécula HLA-DR de
pacientes con AR versus pacientes con enfermedad de Lyme (Seward et al, 2011).
En cuanto a la procedencia de los péptidos obtenidos desde tejidos sinoviales, mas
de un 60% provienen de proteinas procesadas por la via endocitica, lo que guarda
relacién con los resultados obtenidos en tejidos por diversos grupos, como timo
(Collado et al, 2013) y tiroides (Muixi et al, 2008), aunque en tejido como cerebro de
pacientes con esclerosis multiple, se observa que la mayoria de los péptidos
provienen de la via citosélica (Fissolo et al, 2009), -lo que se repite en el caso de
membrana sinovial en el estudio de Seward (Seward et al, 2011)-. El repertorio
presentado por la molécula HLA-DR, esté relacionado en parte con el mecanismo de
captacion de antigenos, ya sea por medio de macropinocitosis, endocitosis o
fagocitosis de antigenos exdgenos (Roche et al, 2015). Pero ademas las APC
pueden presentar antigenos derivados de proteinas citoplasmaticas, lo que puede
darse en el proceso de autofagia, el cual determina procesamiento antigénico por la
via endosomal de proteinas derivadas de citosol y lisosoma (Dengjel et al, 2005).
Algunos autores rescatan la idea de que este tipo de procesamiento mediaria
procesos de regulacion a nivel de linfocitos T CD4+ (Dengjel et al, 2005). Estudios
posteriores analizando peptidoma de la molécula HLA-DR en células B y CDs
humanas, describen que entre un 20% y un 30% de las secuencias derivan de
proteinas de citosol y nucleo (Adamopoulou et al. 2013). En los tejidos estudiados en
nuestro trabajo, un 70% de los péptidos deriva de proteinas que provienen del medio

extracelular. El paciente AR12 es la excepcion, ya que un 40% de su repertorio
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proviene desde proteinas de membrana. En el caso del paciente AR7, casi un 40%
proviene de citosol.

Por otra parte, se estudio el grado de afinidad de las secuencias encontradas
con los respectivos alelos, con especial énfasis en los alelos pertenecientes al EC. El
alelo DRB1*01:01 presenta un 60% de secuencias de afinidad alta. En el alelo
DRB1*04:01, en cambio, un 63% de las secuencias presentd una unién de afinidad
intermedia. En los alelos DRB1*03:01, DRB1*04:07 y DRB1*07:01, que no
pertenecen al EC, presentaron en su mayoria secuencias de afinidad baja. La teoria
del EC, descrita en 1987 por Gregersen (Gregersen et al, 1987), describe un motivo
de secuencia compuesto por 3 a4 homologos y dos variantes que esta codificado por
determinados alelos (HLA-DRB1*04:01; HLA-DRB1*04:04, HLA-DRB1*01:01, HLA-
DRB1*0405, y HLA-DRB1*10:01). Esta secuencia, situada en la pared de la hélice
alfa del bolsillo de union al péptido de la cadena beta de la molécula HLA-DR, estaba
altamente representada en pacientes con AR, lo que sugiere que podria influenciar la
uniéon de péptidos artritogénicos a la molécula de HLA, y por tanto la presentacion a
linfocitos T CD4+. En el 2013, R. Thomas y su grupo logran asentar las bases
moleculares en que se basa esta teoria. Ellos demostraron cémo péptidos
citrulinados -caracterizados como auto-antigenos (derivados de vimentina)-, se unian
al bolsillo de unidon de moléculas positivas para el EC, y que el residuo P4, de carga
positiva en los alelo HLA-DR1*04:01 o *0404 contribuye a la unién del residuo
citrulinado. Ademas, en este mismo trabajo se evidencio que la citrulinacion altera el
clivaje de la vimentina por la catepsina L, generando peptidos neo-antigénicos que
son presentados a linfocitos T CD4+ autorreactivos (Scally et al, 2013). Los

resultados obtenidos por este grupo, permiten corroborar la asociacion hecha entre
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AR, péptidos citrulinados y HLA-DR. Nuestros resultados nos indican que estos
alelos presentan una alta afinidad por las secuencias peptidicas presentadas en el
peptidoma de tejido y CDs, indepediente si éstas provenien de un autoantigeno
citrulinado o autoantigénicos. La significacién biolégica de este hallazgo es muy
importante,ya que una mayor estabilidad en la union del péptido a la molécula MHC
permitiria una mayor presentacion de péptidos a los linfocitos T CD4+ autorreactivos.

La hendidura de union en la molécula MHC II, esta caracterizada por poseer
un bolsillo hidrofébico y por una red de uniones de puente de hidrégeno entre las
cadenas laterales de la molécula MHC y la estructura del péptido (Nelson et al,
1999). La caracterizacion de la contribucion energética de estas interacciones ha
permitido el desarrollo del modelos predictivos. La interaccion MHC-II-péptido ha sido
historicamente interpretada como un bloque rigido, sin embargo este modelo ha
cambiado debido a la evidencia del rol que juega la flexibilidad conformacional en la
formacion de estos complejos. Andlisis termodinamicos de la unidn, sugieren un
modelo complejo de interacciones fisico-quimicas, donde la naturaleza del péptido
determinaria el grado del ensamblaje del complejo MHC-II/péptido (Ferrante et al,
2013). En donde el co- factor HLA-DM juega un rol muy importante y es el
contrapunto en la unién del péptido al motivo MHC. HLA-DM interactia en la zona N-
terminal del motivo y estabiliza la unién a la hendidura en un estado receptivo.
Ademas, dirige el intercambio de péptido desde una cinetica termodinamica. Un
péptido que se une de manera estable a la hendidura puede competir contra HLA-
DM e interactuar con los residuos HLA-DR. (Ferrante et al, 2013). Las
aproximaciones tedricas mediante herramientas bioinformaticas deberian tener

dentro de sus modelos la variante de la molécula HLA-DM.
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La célula dendritica (CD) es una eficiente célula presentadora de antigeno
(APC). Esta célula en su estadio inmaduro internaliza material exdégeno, ya sea por
un proceso de macropinocitosis, por medio de un proceso de endocitosis mediada
por receptor, como receptores FcyR y receptores de lectina o también mediante un
proceso de fagocitosis. No solo internaliza material exdgeno, sino que mediante un
proceso de autofagia internaliza cuerpos apoptoéticos (Roche et al, 2015).

Ella es capaz de captar estos antigenos y activarse gracias a la presencia de
sefales de peligro exdégenas o endogenas. Una vez activa y madura, deja de ser una
célula que capta antigenos y pasar ser una ceélula presentadora de antigenos. La
célula dendritica madura moviliza a su superficie los complejos MHC-II/ péptidos e
incrementa la estabilidad de la molécula MHC, para asi promover el reconocimiento
especifico de éstos por parte de los linfocitos T CD4+ (Roche et al, 2015).

El estudio del repertorio peptidico asociado a la molécula HLA-DR ha
permitido definir los motivos de union alelo especifico para las moléculas MHC clase
(DP, DQ y DR) y asi poder descubrir los mecanismos involucrados en el
procesamiento y presentacion antigénica. Como dijimos en el capitulo referente a las
muestras de tejido, los primero trabajos comenzaron con células B inmortalizadas,
para seguir con el estudio de tejido. La expresion variable del complejo MHC clase
[l/péptido en tejido, -que puede estar dada por APC profesionales o células propias
del tejido que por modulacién expresan moléculas MHC clase Il (Muixi et al, 2008)-,
hace que la cantidad de péptidos obtenidos entre muestra y muestra sea variable. En
el aflo 2004, se aislaron mas de 200 péptidos desde células dendriticas derivadas

de monocitos (CD mo) y se analizé la influencia de la proteina li en el peptidoma
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asociado a la molécula HLA-DR y cOmo esta actuaria de antagonista en la
polarizacion de los linfocitos Thl (R6hn et al, 2004). Los trabajos de peptidoma
asociado a la molécula HLA-DR desde CDs, a la fecha son muy pocos. Un estudio
en CDs de timo permitio aislar un total de 155 péptidos no redundantes
(Adamopoulou et al, 2013). La estrategia de R6hn y su equipo, ha sido utilizada para
el estudio de la presentacion antigénica del factor VIII en busca de regiones
antigénicas (van Haren et al, 2011) y para el estudio de presentacion antigénica en
un haplotipo, -que confiere susceptibilidad a purpura trombocitopénica (Sorvillo et al,
2013)-.

En nuestro trabajo utilizamos monocitos de donante sano, que expresan un
alelo de susceptibilidad a AR para la obtenciéon de CDs que fueron pulsadas con
fluido sinovial de pacientes con AR. Esta estrategia se realizé por dos motivos; uno
fue obtener una cantidad alta de complejo MHC clase ll/péptido y la segunda,
estudiar el procesamiento y presentacion antigénica in vitro en moléculas HLA-DR
gue confieren susceptibilidad a AR.

A partir de PBMC de donante sano se generaron CDs, que presentaban un
fenotipo maduro. Estas células presentaron un elevado grado de muerte celular y se
observo disminucion en la expresion de la molécula HLA-DR en el grupo de CDs
pulsadas con fluido sinovial. Sallusto en 1994, genera por primera vez CD desde
monocitos de sangre utilizando GM-CSF e IL-4, estas células presentaban
caracteristicas propias del linaje. (Sallusto et al, 1994). Nosotros nos basamos en
este protocolo modificado (Garcia et al, 2013) para obtener CDs, en el cual se reduce
el tiempo de cultivo de 7 a 5 dias y se reduce la cantidad de IL-4 en el medio de

cultivo. Para la maduracion de las células dendriticas utilizamos LPS, que provoca un
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incremento en la expresion de las moléculas MHC-II y moléculas co-estimuladoras.
Este efecto no se observa en las primeras 2 horas, pero si es evidente en las 24
horas siguientes (Van Niel et al, 2006). Ademas aumenta la estabilidad en la
superficie celular de la molécula MHC-clase Il y la CDs mantiene su capacidad para
adquirir antigenos (Cella et al, 1997). La disminucién en las expresion de las
moléculas HLA-DR en la CD pulsadas con fluido sinovial, podria estar asociada a la
presencia de moléculas inmunoreguladoras como IL-10, -abundante en fluido sinovial
de pacientes con AR (Gomez- Puerta et al, 2013)-. IL-10 induce a la transcripcion
del mRNA de MARCH1lo que causa niveles de expresion bajos en MHC Il, CD86 y
otras proteinas de activacion en CDs maduradas con LPS (Tse et al, 2011).

Son muy pocos trabajos los realizados en peptidoma derivado de CDs.
Debido a la naturaleza de esta célula y su capacidad de primar a los linfocitos T
CD4+ naive, es importante identificar los péptidos que son presentados en estas
células y como son procesados, qué mecanismos propios de este tipo celular rigen la
presentacion de péptidos propios y coOmo se genera tolerancia. La CDs presentan
caracteristicas especiales en relacidon a otras células APC, ya que son menos acidas
en las compartimentos lisosomales que los macrofagos y permiten preservar la
integridad de los péptidos antigénicos, diferencia que esta mediada por RAC2
asociada a NADPH oxidasa 2 (NOX2) (Savina et al, 2008).

En nuestro trabajo se observa una distribucion normal de los péptidos
presentados por CDs segun tamafio, como un promedio de 16 aa. Un 86% de las
secuencias encontradas provienen de la via endocitica, en donde un 70% de las
secuencias derivan de proteinas de membrana, mientras que un 14% proviene de la

via citosélica. En los primeros trabajos realizados en APC destaca una gran cantidad
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de proteinas citosolica y secuencias que son expresadas en alta proporcion, que
hacen ruido en la busqueda de péptidos mas especificos (Muntasell et al, 2004). El
avance tecnolégico ha permitido una mayor seleccion de los péptidos encontrados
por espectrometria de masas desde APC y asi lograr un andlisis comparativo del
peptidoma de antigenos propios presentados. En estudios posteriores se ha logrado
observar repertorio de péptidos derivados de proteinas de membrana, citoplasma y
compartimiento extracelular, que estd mas acorde a nuestros resultados (Costantino
et al, 2012, Bozzaco et al, 2011).

En estudios realizados en timo, en que se comparo el peptidoma de las CDs
residentes en timo positivas para moléculas MHC clase | y Il y todo el resto del timo,
se destaco la presentacion de antigenos nucleares y citosolicos en moléculas MHC
clase Il, como un mecanismos de induccion a la tolerancia central, dando un rol
importante al proceso de autofagia (Adamopoulou et al, 2013).

En cuanto a las funciones bidlogicas que se encuentran representadas en el
repertorio peptidico de las CDs, observamos que proteinas relacionadas con el
lisosoma, respuesta inmune, complejo MHC clase Il y | se ven enriquecidas con
respecto al resto, lo que concuerda con lo descrito en el trabajo de Adamoupoulou y
MT Cuidad (MT Ciudad et al, 2016 Adamopoulou et al, 2013 ), en donde se observa
enriquecimiento de proteinas del metabolismo celular, proliferacién y relacionadas
con la respuesta inmune (Adamopoulou et al, 2013).

Se estudié el tipo de afinidad en las secuencias obtenidas desde las CDs de
donantes pulsadas y no pulsadas con fluido sinovial. Un 45,8% de las secuencias
peptidicas encontradas se asigné a un alelo y en un 93% de los casos, se asigno a

un alelo perteneciente al EC. De los alelos del EC estudiados, al alelo DRB1* 01:01

130



le fueron asignados un 95% de las secuencias y al alelo DRB1*10:01 el 5% restante.
Es importante sefialar, que los métodos utilizados para analizar el tipo de afinidad y
promiscuidad de las secuencias, no toman en cuenta los residuos que flanquean el
“core” o la estructura ternarias de union las cuales afectan la unién en la molécula
MHC.

Un 48 % de las secuencias encontradas presentan un tipo de union de AA, un
31% un tipo AB, un 5,4% presenta una unién de tipo Al y un 15,5% no se logré
determinar el tipo de union (ID). Para el alelo DRB1*01:01 (donantes DC 31 y DC10),
se observa entre un 60% y un 40,3% de uniones AA, mientras que el alelo
DRB1*10:01 presenta un 47% de uniones Al. En consecuencia, en los alelos del EC,
se observa que la mayoria de las secuencias peptidicas presenta un tipo de union
AA'y que estas secuencias derivan de proteinas de la via endocitica y principalmente
del compartimento de membrana.

Al igual que en tejido, podemos ver independiente del alelo, que los alelos del
EC presentan con mayor afinidad los péptidos. Otra caracteristica importante es que
la presentacion antigénica es Unica para cada individuo, ya que aun compartiendo un
mismo alelo los donantes DC31 y DC10, presentan diferencias en cuanto a tipo de
afinidad y repertorio. En el trabajo de Costantino, los autores comparan el peptidoma
asociado a APCs en antigenos tipo T y B, y encuentran casi un 90% de coincidencia,
llamandolo “proteoma comun”, pero al comparar con un donante con alelo diferente
las mayoria de los péptidos fueron distintos, aunque provenian de una proteina
comun (Costantino et al, 2012).

La mayor afinidad con que los péptidos son presentados por moléculas del EC

nos lleva a pensar, que en condiciones patoldgicas este tipo de presentacién de
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antigenos podria contribuir a activar a linfocitos T autorreactivos, promoviendo su
diferenciacion a células efectoras, asi como al proceso de diversificacion epitdpica en
AR, debido a que el proceso inmune llevaria a la exposicién de epitopes cripticos
gue estan presentes en citosol y nacleo, generando nuevos epitopes que amplifican
el proceso inflamatorio. En el suero de un mismo paciente con AR se observan
anticuerpos AAPC dirigidos varios péptidos citrulinados, (Lunberg et al, 2013)

demostrandonos este proceso de diversificacion.
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CONCLUSIONES

1. En tejido sinovial de pacientes AR, se observan secuencias peptidicas
provenientes de proteinas de la respuesta inflamatoria. La distribucion por tamafio de
estas secuencias no es homogénea entre las muestras estudiadas, pero guarda
relacién con lo descrito para peptidoma presentado por la molécula HLA-DR. Estas
secuencias provienen de la via endocitica y de manera particular del compartimento
extracelular.

2. De las secuencias asignadas a un solo alelo encontradas en tejidos, en
su mayoria fueron asignaron a alelos pertenecientes al EC. Estos alelos presentaron
una AA e Al a las secuencias peptidicas.

3. En el peptidoma obtenido desde las CDs pulsadas y no pulsadas con
fluido sinovial, se observé una distribucion normal segun tamafio de los péptidos
encontrados. La mayoria de las secuencias encontradas provenian de proteinas de
la via endocitica, siendo el compartimento de membrana con mayor representacion

4. De las secuencias peptidicas asignadas a un alelo, un 95% de ellas se
asigno a un alelo perteneciente al EC.

5. En CDs que presentaban el alelo DRB1*01:01, se observa un alto
porcentaje de uniones de afinidad alta.

6. No se observé citrulinacién de las secuencias peptidicas encontradas

en tejido ni en las CDs pulsadas y no pulsadas con fluido sinovial.
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ANEXO 1. Péptidos asociados a moléculas HLA-DR en tejido sinovial de pacientes AR

Nimero Tipo de Tipo de
de Localizacién afinidad  |afinidad alelo Alelo Promiscui
Muestra | Acceso’ Proteina Masa® Secuencia Longitud® | subcelular Core alelo 1* 2 asignado dad®
DRB1*01:01 | DRB1*07:01
DRB1*01:01/
AR12 | P60709 Actin, cytoplasmic 1 1,1E+08 | DLYANTVLSGGTTmYPGIADR 21 C LYANTVLSG [ VLSGGTTMY BAJA BAJA DRB1*07,01 | 13*51
AR12 | P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,5E+07 LDFEQEmMATAASSS 14 C FEQEMATAA | FEQEMATAA | INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1*51
DRB1*01:01/
AR12 | P27797 Calreticulin 7,5E+07 GGGYVKLFPNSLDQ 14 R.E. YVKLFPNSL | YVKLFPNSL ALTA ALTA DRB1*07,01 | 30*51
DRB1*01:01/
AR12 | P01024 Complement C3 7,6E+07 SPmYSIITPNILR 13 E/ECM YSIITPNIL YSIITPNIL ALTA ALTA DRB1*07,01 | 24*51
AR12 | P02741 C-reactive protein 5,7E+07 SDTSYVSLKAPLTKPL 16 E/ECM YVSLKAPLT | LKAPLTKPL ALTA INTERMEDIA| DRB1*01:01 [  17*51
DRB1*01:01/
AR12 | P68104 | Elongation factor 1-alpha 1 | 5,3E+07 IEKFEKEAAEMGKG 14 N FEKEAAEMG | IEKFEKEAA BAJA BAJA DRB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/
AR12 | P02751 Fibronectin 8,0E+07 APSNLRFLATTPNSL 15 E/ECM LRFLATTPN | FLATTPNSL ALTA ALTA DRB1*07,01 | 36*51
AR12 | P62805 Histone H4 6,6E+07 TVTAmDVVYALK 12 N VTAMDVVYA | VTAMDVVYA | INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 7*51
Ig heavy chain V-Ill region
AR12 | P01766 BRO 8 4E+07 NTLYLNmNSLRAED 14 E/ECM YLNMNSLRA [ YLNMNSLRA ALTA INTERMEDIA| DRB1*01:01 |  40*51
Ig heavy chain V-IIl region
AR12 | P01766 BRO 8,3E+07 TLYLNmNSLRAEDT 14 E/ECM YLNMNSLRA [ YLNMNSLRA ALTA INTERMEDIA| DRB1*01:01 [  40*51
Ig heavy chain V-Ill region
AR12 | P01764 VH26 6,4E+07 KNTLYLQmNSLRAEDT 16 M YLQMNSLRA | YLQMNSLRA ALTA BAJA DRB1*01:01 | 40*51
Ig heavy chain V-IIl region
AR12 | P01764 VH26 8,3E+07 NTLYLQMNSLRAED 14 M YLQMNSLRA | YLQMNSLRA ALTA INTERMEDIA| DRB1*01:01 [  40*51
Ig heavy chain V-Ill region
AR12 | P01764 VH26 8,9E+07 NTLYLQmNSLRAEDT 15 M YLQMNSLRA | YLQMNSLRA ALTA BAJA DRB1*01:01 | 40*51
Ig heavy chain V-IIl region
AR12 | P01764 VH26 8 4E+07 TLYLQmNSLRAEDT 14 M YLQMNSLRA | YLQMNSLRA ALTA INTERMEDIA| DRB1*01:01 [  40*51
AR12 | QBW4X9 Mucin-6 6,3E+07 ILIRIARASQD 11 E/ECM IRIARASQD | IRIARASQD ALTA  |IDETERMINAL| DRB1*01:01 |  40*51
DRB1*01:01/
AR12 | Q8IX21 Protein FAM178A 5,0E+07 [ NLSNVENGHLSRKRSSSD 18 E/ECM LSNVENGHL | LSNVENGHL [INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/
AR12 | Q8WZ42 Titin 6,4E+07 SRVPIPTmPIR 11 (¢ VPIPTMPIR | VPIPTMPIR BAJA BAJA DRB1*07,01 0*51
DRB1*03:01 | DRB1*14:01
AR16 | P05089 Arginase-1 6,9E+07 | EVNPSLGKTPEEVTRTVNT 19 c VNPSLGKTP | VNPSLGKTP BAJA No det No det 0*51
AR16 | P05089 Arginase-1 8,3E+07 INTPLTTTSGNLHGQP 16 c INTPLTTTS | INTPLTTTS BAJA No det No det 4*51
AR16 | P05089 Arginase-1 9,2E+07| INTPLTTTSGNLHGQPVS 18 c INTPLTTTS | INTPLTTTS BAJA No det No det 4*51
AR16 | P05089 Arginase-1 5,0E+07 IVKNPRSVGKASEQ 14 (¢ IVKNPRSVG | IVKNPRSVG BAJA No det No det 1151
Chloride intracellular channel
AR16 | 000299 protein 1 8,3E+07 FSAYIKNSNPALNDN 15 N IKNSNPALN | IKNSNPALN [INTERMEDIA|  No det No det 7*51
Complement C1q
AR16 | P02745 subcomponent subunit A | 5 9E+07 SIVSSSRGQVR 11 E/ECM IVSSSRGQV | IVSSSRGQV BAJA No det No det 6*51
AR16 | P01024 Complement C3 7,8E+07 SGSDmVQAERSGIPI 15 E/ECM MVQAERSGI | MVQAERSGI BAJA No det No det 18*51
AR16 | P01024 Complement C3 8,3E+07 SGSDmVQAERSGIPIV 16 E/ECM MVQAERSGI | MVQAERSGI BAJA No det No det 18*51
AR16 | P01024 Complement C3 8,8E+07 SGSDmVQAERSGIPIVT 17 E/ECM MVQAERSGI | MVQAERSGI BAJA No det No det 18*51
AR16 | Q5D862 Filaggrin-2 7,1E+07 PVLKNPDDPDTVD 13 (¢ LKNPDDPDT | VLKNPDDPD BAJA No det No det 0*51
Polymerase | and transcript
AR16 | Q6NZI2 release factor 9,7E+07| IVERPLPGYPDAEAPEPS 18 M IVERPLPGY [ IVERPLPGY BAJA No det No det 0*51
Putative annexin A2-like
AR16 | AGNMY6 protein 6,0E+07 SLEGDHSTPPSA 12 E/ECM LEGDHSTPP | LEGDHSTPP BAJA No det No det 051
AR16 | P02787 Serotransferrin 5,9E+07 VEKGDVAFVKHQTVPQ 16 E/ECM FVKHQTVPQ [ FVKHQTVPQ BAJA No det No det 33'51
AR16 | P02787 Serotransferrin 6,3E+07| VEKGDVAFVKHQTVPQN 17 E/ECM VKHQTVPQN [ FVKHQTVPQ BAJA No det No det 33'51
AR16 | P05543 | Thyroxine-binding globulin | 9,4E+07 DSSSFLIDKTTTVQVPm 17 E/ECM FLIDKTTTV | FLIDKTTTV ALTA No det No det 17*51
DRB1*04:01 | DRB1*04:07
DRB1*04:01/
AR7 P02679 Fibrinogen gamma chain | 7,1E+07 GGTYSKASTPNGYD 14 E/ECM YSKASTPNG [ YSKASTPNG | INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*04:07 0*51
DRB1*04:01/
AR7 P02679 Fibrinogen gamma chain | 7,7E+07 GGTYSKASTPNGYDN 15 E/ECM YSKASTPNG | YSKASTPNG | INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*04:07 051
DRB1*04:01/
AR7 P02679 Fibrinogen gamma chain | 7,9E+07 GGTYSKASTPNGYDNG 16 E/ECM YSKASTPNG [ YSKASTPNG | INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*04:07 0*51
DRB1*04:01/
AR7 P02679 Fibrinogen gamma chain | 8,3E+07 QGGTYSKASTPNGYDN 16 E/ECM YSKASTPNG | YSKASTPNG | INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*04:07 051




DRB1*04:01/

AR7 | P02679 | Fibrinogen gamma chain | 9,1E+07| YQGGTYSKASTPNGYDN 17 E/ECM YSKASTPNG | YSKASTPNG |INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*04:07 | 051
DRB1*04:01/

AR7 | P02679 | Fibrinogen gamma chain | 9,4E+07| YQGGTYSKASTPNGYDNG 18 E/ECM YSKASTPNG | YSKASTPNG |INTERMEDIA| INTERMEDIA| DRB1*04:07 |  0*51

AR7 | P02751 Fibronectin 8,8E+07| GPmKEINLAPDSSSVVV 17 E/ECM INLAPDSSS | INLAPDSSS |INTERMEDIA| BAJA | DRB1*04:01 | 2*51

AR7 | P02751 Fibronectin 8,7E+07| GPMKEINLAPDSSSVVV 17 E/ECM INLAPDSSS | INLAPDSSS |INTERMEDIA| BAJA | DRB1*04:01 | 2*51
DRB1*04:01/

AR7 | Q5D862 Filaggrin-2 7AE+07 PVLKNPDDPDTVD 13 € VLKNPDDPD | VLKNPDDPD BAJA BAJA | DRB1*04:07 | 0%51
DRB1*04:01/

AR7 | P69905 | Hemoglobin subunitalpha | 6,6E+07 VLSPADKTNVKAA 13 © LSPADKTNV | LSPADKTNV BAJA BAJA | DRB1*04:07 | 0751
DRB1*04:01/

AR7 | P68871 | Hemoglobin subunitbeta | 6,1E+07 DEVGGEALGRLL 12 © VGGEALGRL [ VGGEALGRL |  BAJA BAJA | DRB1*04:07 | 0751

AR7 | P68871 | Hemoglobin subunitbeta | 52E+07 SDGLAHLDNLKGTFA 15 © LAHLDNLKG | LAHLDNLKG [INTERMEDIA|  BAJA [ DRB1*04:01 | 551
Leucine-rich repeat-containing DRB1*04:01/

AR7 | Q8NAA5 protein FAM211A 3,6E+07 LQLLPALSTLPRL 13 © LQLLPALST | LQLLPALST [IDETERMINAL]  BAJA DRB1*04:07 | 2551
Microtubule-associated protein DRB1*04:01/

AR7 | P11137 2 1,0E+08| PDKmAEAPPSEAMTLPKDA 19 © MAEAPPSEA | MAEAPPSEA [ BAJA BAJA | DRB1*04:07 | 0751
Suppressor of cytokine DRB1*04:01/

AR7 | 014544 signaling 6 7,0E+07| AFPEDESQVDQDLVVAPEI 19 © FPEDESQVD | FPEDESQVD BAJA BAJA [ DRB1*04:07 [ 0751

1. Numero de acceso Unitprot; 2. Masa de la secuencia peptidica, 3.Tamafio del péptido en nimero de aminoacidos; 4. Afinidad tedrica; 5. Promiscuidad tedrica por propred




Anexo 2. HLA-DR de donantes

Caodigo

donante RUT DR1 DR4 DR10
Ccs1 22.904.312-9| negativo negativo negativo
CS2 22.692.636-4| negativo negativo negativo
CS3 13.508.656-8| positivo positivo negativo
CS4 15.825.350-k| negativo positivo negativo
CS5 17.175.749-5| negativo negativo negativo
CS6 15.080.899-5| negativo negativo negativo
CS7 14.509.254-k| negativo positivo
CS8 15.937.084-4] negativo negativo negativo
CS9 7.715.663-1 negativo negativo negativo
CS10 16.367.497-1| positivo negativo negativo
Csi1 13.904.231-k| negativo negativo negativo
CS12 13.903.770-7| positivo negativo negativo
CS13 13.460.492-1| negativo positivo negativo
CS14 14.571.705-1] negativo positivo
CS15 11.477.913-k| negativo positivo negativo
CS16 14.637.822-6| negativo negativo positivo
Cs17 10.427.616-4| negativo negativo
CS18 8.122.025-5 negativo negativo negativo
CS19 17.060.291-9| negativo negativo negativo
CS20 8.660.990-8 positivo negativo negativo
Cs21 21.240.204-4| negativo positivo negativo
CS22 6.865.378-9 negativo positivo negativo
CS23 17.677.141-0] negativo positivo negativo
CS24 8.871.436-9
CS25 8.220.597-7 negativo negativo negativo
CS26 10.154.775-2] negativo positivo negativo
Ccs27 7.353.073-3 negativo negativo negativo
CS28 15.840.434-6| positivo negativo negativo
CS29 9.745.046-3 negativo negativo negativo
CS30 16.072.253-3| positivo positivo negativo
CS31 17.101.644-4| positivo
CS32 16.358.558-8| negativo negativo negativo
CS33 16.096.956-3| negativo positivo negativo
CS34 17.134.034-9 positivo
CS35 10.687.329-1| positivo negativo negativo
CS36 17.166.160-9| negativo positivo negativo
CS37 15.109.896-7| negativo negativo negativo
CS38 15.785.688-k| negativo negativo negativo
CS39 12.213.396-6| negativo negativo negativo
CSs40 15.638.042-3| negativo positivo negativo
CS41 14.623.561-1| negativo negativo negativo
CS42 9.978.874-7 negativo positivo negativo
CS43 8.519.534-4 negativo positivo negativo
CS44 7.211.965-7 negativo negativo negativo




CS45 15.668.567-4| negativo positivo negativo
CS46 15.842.903-9| negativo positivo negativo
Cs47 21.627.901-8| positivo negativo negativo
CS48 4.507.961-9 negativo positivo negativo
CSs49 5.899.311-5 negativo negativo negativo
CS50 15.382.112-7| negativo negativo negativo
CsSh1 18.303.232-1| negativo negativo negativo
CS52 15.590.828-9| negativo negativo negativo
CS53 23.757.227-0( negativo negativo negativo
CS54 21.356.895-7| negativo negativo negativo
CS55 14.215.465-k| negativo negativo negativo
CS56 17.583.779-5| positivo negativo negativo
CS57 17.400.512-5| negativo negativo negativo
CS58 12.315.484-3| negativo negativo negativo
CS59 16.956.393-4| negativo positivo negativo
CS60 14.500.702-K| negativo negativo negativo
Ccs61 13.239.329-K| negativo positivo negativo
CS62 12.855.762-8| negativo negativo negativo
CS63 15.932.099-5| negativo

CS64 12.167.276-6| negativo negativo negativo
CS65 15.563.421-9| negativo positivo negativo
CS66 15.599.530-0| negativo negativo negativo
Ccs67 17.375.477-9| negativo negativo negativo
CS68 7.250.305-8 negativo positivo negativo
CS69 17.314.533-0| negativo positivo negativo
CS70 17.130.988-3| negativo negativo negativo
Cs71 23.278.556-k| positivo negativo negativo
CS72 10.953.262-2| negativo positivo negativo
CS73 18.165.175-k| negativo positivo negativo
CS74 15.786.251-0| negativo negativo negativo
CS75 16.750.926-6| negativo positivo negativo
CS76 17.310.298-4| negativo negativo negativo
CSs77 18.126.527-1| negativo positivo negativo
CS78 12.627.726-1] negativo negativo negativo
CS79 6.590.479-9 positivo negativo negativo
CS80 9.034.510-4 negativo negativo positivo
CS81 10.984.727-5| negativo positivo negativo
CS82 13.483.414-5| negativo negativo negativo
CS83 21.254.840-5( negativo negativo negativo
Cs84 12.356.990-3| negativo negativo negativo
CS85 15.330.491-2| negativo negativo negativo
CS86 12.644.155-K| positivo negativo negativo
CS87 8.516.510-0 negativo positivo negativo
CSs88 17.024.955-0| negativo negativo negativo
CS89 22.350.518-K| positivo negativo negativo
CS90 15.933.190-3| negativo negativo negativo
CS91 14.696.805-8| negativo positivo negativo




CS92 9.155.638-3 negativo positivo negativo
CS93 16.238.022-2| negativo negativo negativo
CS94 19.201.403-4| negativo negativo negativo
CS95 15.931.226-7| negativo negativo negativo
CS96 17.259.374-2| negativo positivo negativo
CS97 13.570.841-2| negativo negativo negativo
CS98 10.647.496-6| negativo positivo negativo
CS101 18.019.543-2| positivo




Anexo 3. Péptidos asociados a la molécula HLA-DR desde células dendriticas de donantes EC pulsadas con FS de paciente AR

Nimero de Localizacién Tipo de afinidad | Tipo de afinidad Alelo Promiscui
Muestra Acceso’ Proteina Masa® Longitud® | subcelul Core alelo 1* alelo 2* ignadi dad®
DRB1*01:01 DRB1*07:01
DC31FS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,39E+07 DFEQEMATAASSSS 14 C FEQEMATAA | MATAASSSS INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 451
DC31FS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,52E+07 LDFEQEMATAASSS 14 C FEQEMATAA | FEQEMATAA |  INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1°51
DC31FS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,52E+07 LDFEQEMATAASSS 14 C FEQEMATAA | FEQEMATAA |  INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1°51
DRB1*01:01/D
DC31FS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,87E+07 LDFEQEMATAASSSS 15 C FEQEMATAA | MATAASSSS | INDERTEMINADA BAJA RB1*07,01 5161
DC31FS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,96E+07 SYELPDGQVITIGNER 16 C YELPDGQVI | YELPDGQVI INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 0*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,37E+07 VALDFEQEmATAASSS 16 C FEQEMATAA | FEQEMATAA | INDERTEMINADA BAJA RB1*07,01 1*51
DC31FS P01023 Alpha-2-macroglobulin 9,14E+07 GKPQYmVLVPSLLHTE 16 E/ECM YMVLVPSLL | MVLVPSLLH ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 44*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P15144 Aminopeptidase N 6,04E+07 IINDAFNLASAHKVPVT 17 M FNLASAHKV | FNLASAHKV ALTA ALTA RB1*07,01 19*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P15144 Aminopeptidase N 7,98E+07 INDAFNLASAHKVPV 15 M FNLASAHKV | FNLASAHKV ALTA ALTA RB1*07,01 13*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P15144 Aminopeptidase N 5,66E+07 INDAFNLASAHKVPVT 16 M FNLASAHKV | FNLASAHKV ALTA ALTA RB1*07,01 13*51
DRB1*01:01/D
DC31FS Q9UBR2 Cathepsin Z 1,03E+08 GNDLSVWDYAHQHGIPDE 18 End/Lis YAHQHGIPD | WDYAHQHGI INTERMEDIA INDETERMINADA | RB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/D
DC31FS Q9UBR2 Cathepsin Z 9,98E+07 NDLSVWDYAHQHGIPDE 17 End/Lis YAHQHGIPD | WDYAHQHGI INTERMEDIA INDETERMINADA | RB1*07,01 0*51
Cation-independent mannose-6- DRB1*01:01/D
DC31FS P11717 phosphate receptor 1,08E+08 DLNPLIKLSGAYLVDDSDPD 20 End/Lis LIKLSGAYL [ IKLSGAYLV ALTA ALTA RB1*07,01 34*51
DC31FS QINZZ3 Charged multivesicular body protein 5 | 9,38E+07 AQQSFNmEQANYTIQS 16 End/Lis FNMEQANYT [ FNMEQANYT ALTA BAJA DRB1*01:01 5'51
DRB1*01:01/D
DC31FS Q9Y3Y2 Chromatin target of PRMT1 protein 6,86E+07 AYmAQTDPETND 12 N YMAQTDPET | MAQTDPETN BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P09496 Clathrin light chain A 1,11E+08 AILDGGAPGPQPHGEPPGGPDAVD 24 M ILDGGAPGP | ILDGGAPGP BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P09496 Clathrin light chain A 1,01E+08 GVmNGEYYQESNGPTDSY 18 M YYQESNGPT | VMNGEYYQE BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P01024 Complement C3 7,61E+07 SPmYSIITPNILR 13 E/ECM YSIITPNIL YSIITPNIL ALTA ALTA RB1*07,01 24*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P06396 Gelsolin 5,83E+07 TGDAYVILKTVQLRNG 16 C YVILKTVQL | YVILKTVQL ALTA ALTA RB1*07,01 51*51
DC31FS P35754 Glutaredoxin-1 6,20E+07 IQDYLQQLTGARTVPR 16 C LQQLTGART | LTGARTVPR ALTA BAJA DRB1*01:01 651
DC31FS P02790 Hemopexin 7,91E+07 SDVEKLNAAKALPQP 15 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 751
DC31FS P02790 Hemopexin 8,55E+07 SDVEKLNAAKALPQPQ 16 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 7*51
DC31FS P02790 Hemopexin 8,72E+07 YSDVEKLNAAKALPQP 16 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 751
DC31FS P02790 Hemopexin 6,25E+07 YSDVEKLNAAKALPQPQ 17 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 7*51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC31FS P10314 A-32 alpha chain 8,18E+07 GDGTFQKWASVVVPSG 16 M FQKWASVVV | FRKWASVVV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 651
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC31FS P30499 Cw-1 alpha chain 8,34E+07 GDGTFQKWAAVMVPSG 16 M FQKWAAVMV | FQKWAAVMV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 3'51
HLA class Il histocompatibility antigen
DC31FS P04233 gamma chain 9,16E+07 mATPLLMQALPmGALPQ 17 M LMQALPMGA | MQALPMGAL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 22*51
HLA class Il histocompatibility antigen
DC31FS P04233 gamma chain 9,08E+07 MATPLLMQALPMGALPQ 17 M LMQALPMGA | MQALPMGAL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 22*51
HLA class Il histocompatibility antigen
DC31FS P04233 gamma chain 9,44E+07 mATPLLMQALPmGALPQG 18 M LMQALPMGA | MQALPMGAL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 22*51
HLA class II histocompatibility antigen,
DC31FS P01903 DR alpha chain 7,99E+07 AQGALANIAVDKANLE 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 0*51
HLA class II histocompatibility antigen,
DC31FS P01903 DR alpha chain 7,99E+07 EAQGALANIAVDKANL 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 0*51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC31FS P01903 DR alpha chain 6,55E+07 IKEEHVIIQAE 11 M IKEEHVIIQ IKEEHVIIQ BAJA BAJA RB1*07,01 2*51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1%01:01/D No
DC31FS P04229 DRB1-1 beta chain 5,12E+07 VGEYRAVTE 9 M VGEYRAVTE | VGEYRAVTE BAJA BAJA RB1*07,01 | analizada
DC31FS Q13349 Integrin alpha-D 8,45E+07 DTSVYSQLPGQEAFm 15 M YSQLPGQEA | YSQLPGQEA ALTA BAJA DRB1*01:01 1*51
DC31FS Q13349 Integrin alpha-D 6,16E+07 DTSVYSQLPGQEAFmMR 16 M YSQLPGQEA | YSQLPGQEA ALTA BAJA DRB1*01:01 1*51
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 8,04E+07 DSVFTLLPGQGAFVR 15 M FTLLPGQGA | FTLLPGQGA ALTA BAJA DRB1*01:01 2*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 8,30E+07 FGQSVVQLQGSRVVVG 16 M VVQLQGSRV | VQLQGSRWV ALTA ALTA RB1*07,01 28*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 9,79E+07 FGQSVVQLQGSRVVVGAPQ 19 M VVQLQGSRV | VQLQGSRWV ALTA ALTA RB1*07,01 27*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 8,59E+07 GFGQSVVQLQGSRVVVG 17 M VVQLQGSRV | VQLQGSRWV ALTA ALTA RB1*07,01 27*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 1,01E+08 GFGQSVVQLQGSRVVVGAPQ 20 M VVQLQGSRV | VQLQGSRWV ALTA ALTA RB1*07,01 27*51
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 7,57E+07 GQSVVQLQGSRVVVG 15 M VVQLQGSRV | VQLQGSRWV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 24*51
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 8,61E+07 NDSVFTLLPGQGAFVR 16 M FTLLPGQGA | FTLLPGQGA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 2*51
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 7,28E+07 QSVVQLQGSRVVVG 14 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 24*51
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 8,86E+07 TPLSAFGNLRPVLAEDA 17 M FGNLRPVLA | LRPVLAEDA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 21*51
DC31FS P11215 Integrin alpha-M 9,50E+07 TPLSAFGNLRPVLAEDAQ 18 M FGNLRPVLA | LRPVLAEDA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 21*51
DC31FS P05107 Integrin beta-2 6,34E+07 AGPNIAAIVGGTVAG 15 M IAAIVGGTV | IAAIVGGTV ALTA BAJA DRB1*01:01 0*51
DC31FS P05107 Integrin beta-2 8,75E+07 NSNQFQTEVGKQLISG 16 M FQTEVGKQL | FQTEVGKQL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 2'51
DC31FS P05107 Integrin beta-2 9,32E+07 NSNQFQTEVGKQLISGN 17 M FQTEVGKQL | FQTEVGKQL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 2'51
Large neutral amino acids transporter
DC31FS Q8N370 small subunit 4 8,00E+07 YPSTQFGSLTGLQSL 15 M FGSLTGLQS | YPSTQFGSL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1851
Large neutral amino acids transporter
DC31FS Q8N370 small subunit 4 9,00E+07 YPSTQFGSLTGLQSLIS 17 M FGSLTGLQS | YPSTQFGSL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1851
Leukocyte immunoglobulin-like DRB1*01:01/D
DC31FS Q8NHJ6 receptor subfamily B member 4 6,59E+07 APQDVTYAQLHSFTLRQ 17 M YAQLHSFTL | YAQLHSFTL ALTA ALTA RB1*07,01 5*51
Lipopolysaccharide-induced tumor
DC31FS Q99732 necrosis factor-alpha factor 8,38E+07 AVNSYYPTPPAPmMPGP 16 Endl/Lis YYPTPPAPM | YYPTPPAPM | INDERTEMINADA ALTA DRB1*07,01 7*51
DC31FS P06858 Lipoprotein lipase 6,89E+07 AGYTKLVGQDVAR 13 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1°51
DC31FS P06858 Lipoprotein lipase 6,55E+07 SAGYTKLVGQDVA 13 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 1°51
DC31FS P06858 Lipoprotein lipase 4,89E+07 SAGYTKLVGQDVAR 14 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 1°51
DC31FS P06858 Lipoprotein lipase 6,09E+07 YPVSAGYTKLVGQDVAR 17 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA BAJA DRB1*01:01 351
Low-density lipoprotein receptor-
DC31FS 075074 related protein 3 8,61E+07 APPSYGQLIAQGLIPPV 17 M YGQLIAQGL | YGQLIAQGL ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 6*51
Lysosomal acid lipase/cholesteryl
DC31FS P38571 ester hydrolase 7,34E+07 IKmFFALGPVASVA 14 End/Lis FFALGPVAS | IKMFFALGP ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 37*51
Lysosome-associated membrane DRB1*01:01/D
DC31FS QouQv4 glycoprotein 3 5,76E+07 VGAYLTVSDPE 1" End/Lis VGAYLTVSD | VGAYLTVSD BAJA BAJA RB1*07,01 5'51
DC31FS P22897 Macrophage mannose receptor 1 6,41E+07 FIISQLGYEPN 1 End/Lis IISQLGYEP | FIISQLGYE INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 451
DC 31FS P15586 N ine-6-sulfats 5,74E+07 FmmIATPAPH 10 End/Lis FMMIATPAP | FMMIATPAP INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 | 4451
DC31FS P15586 N ine-6-sulfats 6,18E+07 FmmIATPAPHS " End/Lis FMMIATPAP | FMMIATPAP ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 4451




DC31FS P15586 N: ine-6-sulfatase 6,66E+07 FmmIATPAPHSP 12 End/Lis FMMIATPAP | FMMIATPAP ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 44*51
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
DC31FS 000483 alpha subcomplex subunit 4 6,36E+07 VFIGTGATGATLY 13 Mit FIGTGATGA | FIGTGATGA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 3'51
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-
DC31FS Q9BTUG alpha 8,97E+07 LNQGYLSEAGASLVDQK 17 G YLSEAGASL [ YLSEAGASL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1°51
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-
DC31FS Q9BTUG alpha 7,76E+07 NQGYLSEAGASLVDQ 15 G YLSEAGASL [ YLSEAGASL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1°51
DC31FS P16671 Platelet glycoprotein 4 8,34E+07 YRDPFLSLVPYPVT 14 M FLSLVPYPV | FLSLVPYPV ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01
DRB1*01:01/D
DC31FS P01833 Polymeric i in receptor | 7,70E+07 SVDSGSSEEQGGSSRA 16 M VDSGSSEEQ | VDSGSSEEQ BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P01833 Polymeric i in receptor | 7,27E+07 VDSGSSEE( 15 M VDSGSSEEQ | VDSGSSEEQ BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
DRB1*01:01/D No
DC31FS P07602 Proactivator polypeptide 527E+07 ALVEHVKEE 9 End/Lis ALVEHVKEE | ALVEHVKEE BAJA BAJA RB1*07,01 | analizada
DRB1*01:01/D
DC31FS 075629 Protein CREG1 6,27E+07 FYLSPLQLSVS 11 E/ECM FYLSPLQLS | FYLSPLQLS INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 15*51
DC31FS 075629 Protein CREG1 5,44E+07 LATISTLEAVRGRPF 15 E/ECM ISTLEAVRG | LATISTLEA INTERMEDIA INDETERMINADA | DRB1*01:01 18*51
DC31FS 075629 Protein CREG1 8,51E+07 LATISTLEAVRGRPFA 16 E/ECM ISTLEAVRG | LATISTLEA INTERMEDIA INDETERMINADA | DRB1*01:01 18*51
DC31FS P51148 Ras-related protein Rab-5C 7,84E+07 SPNIVIALAGNKADLA 16 End/Lis VIALAGNKA | IVIALAGNK ALTA BAJA DRB1*01:01 20*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P02768 Serum albumin 5,18E+07 LGEYKFQNALLVR 13 E/ECM YKFQNALLV | YKFQNALLV ALTA ALTA RB1*07,01 19*51
Splicing factor, proline- and glutamine- DRB1*01:01/D
DC31FS P23246 rich 8,98E+07 VFLLTTTPRPVIVEPL 16 N VFLLTTTPR | LLTTTPRPV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 15*51
DC31FS 000560 Syntenin-1 9,72E+07 VDKVIQAQTAFSANPANPA 19 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA ALTA BAJA DRB1*01:01 34*51
Tartrate-resistant acid phosphatase
DC31FS P13686 type 5 6,68E+07 LGDNFYFTGVQDINDKR 17 End/Lis FYFTGVQDI | FYFTGVQDI INTERMEDIA ALTA DRB1*07,01 12*51
Transforming growth factor-beta-
DC31FS Q15582 induced protein ig-h3 7,94E+07 IDKVISTITNNIQQ 14 E/ECM VISTITNNI VISTITNNI INTERMEDIA ALTA DRB1*07,01 11*51
DRB1*01:01/D No
DC31FS Q9Y3I0 tRNA-splicing ligase RtcB homolog 5,13E+07 AAFDmNDPE 9 N AAFDMNDPE | AAFDMNDPE BAJA INDETERMINADA | RB1*07,01 | analizada
Tubulin polyglutamylase complex DRB1*01:01/D
DC31FS Q68CL5 subunit 2 3,63E+07 NKIVIPKKKGPVQ 13 C IVIPKKKGP | IVIPKKKGP BAJA BAJA RB1*07,01 18*51
DRB1*01:01/D
DC31FS P01375 Tumor necrosis factor 7,75E+07 GVFQLEKGDRLSAE 14 M FQLEKGDRL | FQLEKGDRL INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 751
DRB1*01:01/D
DC31FS P01375 Tumor necrosis factor 5,74E+07 LGGVFQLEKGDRLSAE 16 M FQLEKGDRL | FQLEKGDRL INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 12*51
V-type proton ATPase 16 kDa
DC31FS P27449 proteolipid subunit 6,47E+07 ASFFAVMGASAAM 13 M FAVMGASAA | FFAVMGASA ALTA BAJA DRB1*01:01 751
V-type proton ATPase 16 kDa
DC31FS P27449 proteolipid subunit 6,96E+07 ASFFAVMGASAAmMV 14 M FAVMGASAA | VMGASAAMV ALTA BAJA DRB1*01:01 751
V-type proton ATPase 16 kDa
DC31FS P27449 proteolipid subunit 5,68E+07 FFAVMGASAAmM 1 M FAVMGASAA | FFAVMGASA ALTA BAJA DRB1*01:01 751
V-type proton ATPase 16 kDa
DC31FS P27449 proteolipid subunit 7,28E+07 YASFFAVMGASAAM 14 M FAVMGASAA | YASFFAVMG ALTA BAJA DRB1*01:01 751
DC31FS P61421 V-type proton ATPase subunit d 1 8,26E+07 SFEQmEAVNIAQTPA 15 M FEQMEAVNI | FEQMEAVNI ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 751
DRB1*01:01/D No
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 4,73E+07 AVFPSIVGR 9 C AVFPSIVGR | AVFPSIVGR BAJA BAJA RB1*07,01 | analizada
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,52E+07 LDFEQEMATAASSS 14 C FEQEMATAA | FEQEMATAA INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1*51
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,95E+07 LDFEQEmMATAASSSS 15 C FEQEMATAA [ MATAASSSS INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 551
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 7,87E+07 LDFEQEMATAASSSS 15 C FEQEMATAA [ MATAASSSS INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 551
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,52E+07 LDFEQEmMATAASSSSL 16 C FEQEMATAA [ MATAASSSS INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 4*51
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,96E+07 SYELPDGQVITIGNER 16 C YELPDGQVI | YELPDGQVI INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 0*51
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,96E+07 SYELPDGQVITIGNEr 16 C YELPDGQVI | YELPDGQVI INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 0*51
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,37E+07 VALDFEQEmMATAASSS 16 C FEQEMATAA | FEQEMATAA INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1*51
DC 31LPS P60709 Actin, cytoplasmic 1 8,80E+07 VALDFEQEmMATAASSSS 17 C FEQEMATAA [ MATAASSSS INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P15144 Amil i N 6,04E+07 IINDAFNLASAHKVPVT 17 M FNLASAHKV | FNLASAHKV ALTA ALTA RB1*07,01 19*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P15144 Amil i N 7,98E+07 INDAFNLASAHKVPV 15 N FNLASAHKV | FNLASAHKV ALTA ALTA RB1*07,01 13*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P56385 ATP synthase subunit e, mitochondrial | 6,46E+07 VPPVQVSPLIKLGRYSAL 18 Mit LIKLGRYSA | VQVSPLIKL INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 22'51
DC 31LPS P25774 Cathepsin S 7,23E+07 TGKLVSLSAQNLVD 14 End/Lis LVSLSAQNL | LVSLSAQNL ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 11*51
Cation-independent mannose-6- DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11717 receptor 1,08E+08 DLNPLIKLSGAYLVDDSDPD 20 End/Lis LIKLSGAYL | IKLSGAYLV ALTA ALTA RB1*07,01 34*51
DC 31LPS QINZZ3 Charged multivesicular body protein 5 | 9,38E+07 AQQSFNmEQANYTIQS 16 Endl/Lis FNMEQANYT | FNMEQANYT ALTA BAJA DRB1*01:01 551
DC 31LPS Q9BZJO Crooked neck-like protein 1 5,74E+07 FAELETILGDIDRAR 15 N FAELETILG | FAELETILG INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 1*51
Cytochrome c oxidase subunit 4 DRB1*01:01/D No
DC 31LPS P13073 isoform 1, mitochondrial 4,93E+07 AHESVVKSE 9 C AHESVVKSE [ AHESVVKSE BAJA BAJA RB1*07,01 | analizada
Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, DRB1*01:01/D
DC 31LPS P20674 mitochondrial 6,79E+07 GISTPEELGLDKV 13 Mit ISTPEELGL | ISTPEELGL BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
Dihydropyrimidine dehydrogenase DRB1%01:01/D
DC 31LPS Q12882 [NADP(+)] 5,92E+07 SPATVSHQKGKPVPRIA 17 C VSHQKGKPV | VSHQKGKPV | INDERTEMINADA BAJA RB1*07,01 0*51
DC 31LPS P68104 Elongation factor 1-alpha 1 8,44E+07 VETGVLKPGmVVTFAPVNVTTEVK 24 N VVTFAPVNV | VVTFAPVNV ALTA BAJA DRB1*01:01 31*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P06396 Gelsolin 5,83E+07 TGDAYVILKTVQLRNG 16 C YVILKTVQL | YVILKTVQL ALTA ALTA RB1*07,01 51*51
General transcription factor 3C
DC 31LPS Q9Y5Q9 polypeptide 3 7,54E+07 mEDVNIAAELYISNKQYDK 19 N VNIAAELYI | VNIAAELYI INTERMEDIA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 18*51
DC 31LPS P35754 Glutaredoxin-1 6,20E+07 IQDYLQQLTGARTVPR 16 C LQQLTGART | LTGARTVPR ALTA BAJA DRB1*01:01 6*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS Q7Z5G4 Golgin subfamily A member 7 9,70E+07 VSKYIQEQNEKIYAPQ 16 G YIQEQNEKI | YIQEQNEKI | INDERTEMINADA INTERMEDIA RB1*07,01 3*51
DC 31LPS P02790 Hemopexin 7.91E+07 SDVEKLNAAKALPQP 15 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 7'51
DC 31LPS P02790 Hemopexin 8,55E+07 SDVEKLNAAKALPQPQ 16 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 7'51
DC 31LPS P02790 Hemopexin 8,72E+07 YSDVEKLNAAKALPQP 16 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 7'51
DC 31LPS P02790 Hemopexin 6,25E+07 YSDVEKLNAAKALPQPQ 17 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA BAJA DRB1*01:01 7'51
DRB1*01:01/D No
DC 31LPS P04908 Histone H2A type 1-B/E 4,73E+07 AGLQFPVGR 9 N AGLQFPVGR | AGLQFPVGR | INDERTEMINADA BAJA RB1*07,01 | analizada
DC 31LPS 060814 Histone H2B type 1-K 8,89E+07 VNDIFEr 15 N MGIMNSFVN | IMNSFVNDI ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 34'51
DC 31LPS 060814 Histone H2B type 1-K 8,88E+07 VNDIFER 15 N MGIMNSFVN | IMNSFVNDI ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 34'51
DC 31LPS P62805 Histone H4 6,64E+07 TVTAMDVVYALK 12 N VTAMDVVYA | VTAMDVVYA INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 7*51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 31LPS P10314 A-32 alpha chain 8,18E+07 GDGTFQKWASVVVPSG 16 M FQKWASVVV | FRKWASVVV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 6*51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 31LPS Q31612 B-73 alpha chain 5,07E+07 AVVVPSGQEQ 10 M VVVPSGQEQ | VVVPSGQEQ BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
P04222;Q3161 | HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 31LPS 2 Cw-3 alpha chain 8,10E+07 GDGTFQKWAAVVVPSG 16 M FQKWAAVVV [ FQKWAAVVV [ INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 3'51
HLA class Il histocompatibility antigen
DC 31LPS P04233 gamma chain 9,16E+07 mATPLLMQALPmMGALPQ 17 M LMQALPMGA | MQALPMGAL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 22'51
HLA class Il histocompatibility antigen
DC 31LPS P04233 gamma chain 9,08E+07 MATPLLMQALPmMGALPQ 17 M LMQALPMGA | MQALPMGAL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 22'51




HLA class II histocompatibility antigen

DC 31LPS P04233 gamma chain 9,44E+07 mATPLLMQALPmGALPQG 18 M LMQALPMGA | MQALPMGAL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 22*51
HLA class Il histocompatibility antigen,
DC 31LPS P01903 DR alpha chain 7,99E+07 AQGALANIAVDKANLE 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 0*51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 31LPS P01903 DR alpha chain 7,99E+07 EAQGALANIAVDKANL 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 31LPS P01903 DR alpha chain 6,55E+07 IKEEHVIIQAE 11 M IKEEHVIIQ IKEERVIIQ BAJA BAJA RB1*07,01 2'51
Q13349;P1121 DRB1*01:01/D
DC 31LPS 5 Integrin alpha-D 7,97E+07 APHYYEQTRGGQVS 14 M YEQTRGGQV | YEQTRGGQV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 0*51
DC 31LPS Q13349 Integrin alpha-D 9,23E+07 DTSVYSQLPGQEAFmMR 16 M YSQLPGQEA | YSQLPGQEA ALTA BAJA DRB1*01:01 1°51
DC 31LPS Q13349 Integrin alpha-D 9,15E+07 DTSVYSQLPGQEAFMR 16 M YSQLPGQEA | YSQLPGQEA ALTA BAJA DRB1*01:01 1°51
DC 31LPS Q13349 Integrin alpha-D 9,96E+07 FDTSVYSQLPGQEAFmMR 17 M YSQLPGQEA | FDTSVYSQL ALTA BAJA DRB1*01:01 1*51
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 8,04E+07 DSVFTLLPGQGAFVR 15 M FTLLPGQGA | FTLLPGQGA ALTA BAJA DRB1*01:01 2'51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 8,30E+07 FGQSVVQLQGSRVVVG 16 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA ALTA RB1*07,01 28*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 9,79E+07 FGQSVVQLQGSRVVVGAPQ 19 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA ALTA RB1*07,01 27*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 8,59E+07 GFGQSVVQLQGSRVVVG 17 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA ALTA RB1*07,01 27*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 1,01E+08 GFGQSVVQLQGSRVVVGAPQ 20 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA ALTA RB1*07,01 27*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 7,57TE+07 GQSVVQLQGSRVWVG 15 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA ALTA RB1*07,01 24*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 9,05E+07 GQSVVQLQGSRVVVGAPQ 18 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA ALTA RB1*07,01 24*51
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 8,61E+07 NDSVFTLLPGQGAFVR 16 M FTLLPGQGA | FTLLPGQGA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 2'51
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 7,46E+07 SVFTLLPGQGAFVR 14 M FTLLPGQGA | FTLLPGQGA ALTA BAJA DRB1*01:01 2'51
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 8,86E+07 TPLSAFGNLRPVLAEDA 17 M FGNLRPVLA | LRPVLAEDA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 21*51
DC 31LPS P11215 Integrin alpha-M 9,50E+07 TPLSAFGNLRPVLAEDAQ 18 M FGNLRPVLA | LRPVLAEDA ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 21*51
DC 31LPS P05107 Integrin beta-2 8,75E+07 NSNQFQTEVGKQLISG 16 M FQTEVGKQL | FQTEVGKQL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 2'51
Large neutral amino acids transporter
DC 31LPS Q8N370 small subunit 4 8,00E+07 YPSTQFGSLTGLQSL 15 M FGSLTGLQS | YPSTQFGSL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 18*51
Large neutral amino acids transporter
DC 31LPS Q8N370 small subunit 4 9,00E+07 YPSTQFGSLTGLQSLIS 17 M FGSLTGLQS | YPSTQFGSL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 18*51
Leukocyte immunoglobulin-like DRB1*01:01/D
DC 31LPS Q8NHJ6 receptor subfamily B member 4 6,59E+07 APQDVTYAQLHSFTLRQ 17 M YAQLHSFTL | YAQLHSFTL ALTA ALTA RB1*07,01 5*51
Lipopolysaccharide-induced tumor
DC 31LPS Q99732 necrosis factor-alpha factor 8,38E+07 AVNSYYPTPPAPmMPGP 16 End/Lis YYPTPPAPM | YYPTPPAPM | INDERTEMINADA ALTA DRB1*07,01 751
Lipopolysaccharide-induced tumor
DC 31LPS Q99732 necrosis factor-alpha factor 8,88E+07 AVNSYYPTPPAPmMPGPT 17 End/Lis YYPTPPAPM | YYPTPPAPM | INDERTEMINADA ALTA DRB1*07,01 751
DC 31LPS P06858 Lipoprotein lipase 6,89E+07 AGYTKLVGQDVAR 13 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1*51
DC 31LPS P06858 Lipoprotein lipase 6,55E+07 SAGYTKLVGQDVA 13 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1*51
DC 31LPS P06858 Lipoprotein lipase 4,89E+07 SAGYTKLVGQDVAR 14 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1*51
DC 31LPS P06858 Lipoprotein lipase 6,09E+07 YPVSAGYTKLVGQDVAR 17 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV ALTA BAJA DRB1*01:01 351
Lysosomal acid lipase/cholesteryl
DC 31LPS P38571 ester hydrolase 7,34E+07 IKmFFALGPVASVA 14 End/Lis FFALGPVAS | IKMFFALGP ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 3751
DC 31LPS P22897 Macrophage mannose receptor 1 6,41E+07 FIISQLGYEPN 11 End/Lis IISQLGYEP | FIISQLGYE INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 4*51
MyoD family inhibitor domain- DRB1*01:01/D
DC 31LPS Q9P1T7 containing protein 6,50E+07 NPSDGELIRTQPQRLPQ 17 N LIRTQPQRL | LIRTQPQRL ALTA ALTA RB1*07,01 17*51
DC 31LPS P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase 5,74E+07 FmmIATPAPH 10 End/Lis FMMIATPAP | FMMIATPAP INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 44*51
DC 31LPS P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase 6,18E+07 FmmIATPAPHS 11 End/Lis FMMIATPAP | FMMIATPAP ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 44*51
DC 31LPS P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase 6,66E+07 FmmIATPAPHSP 12 End/Lis FMMIATPAP | FMMIATPAP ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 44*51
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
DC 31LPS 000483 alpha subcomplex subunit 4 6,36E+07 VFIGTGATGATLY 13 Mit FIGTGATGA | FIGTGATGA ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 3*51
Neurogenic locus notch homolog
DC 31LPS P46531 protein 1 8,90E+07 VPNQYNPLRGSVAPGPL 17 M YNPLRGSVA | LRGSVAPGP ALTA BAJA DRB1*01:01 4*51
Non-POU domain-containing octamer- DRB1*01:01/D
DC 31LPS Q15233 binding protein 8,23E+07 GTLGLTPPTTERFGQA 16 N LGLTPPTTE | LGLTPPTTE BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A- DRB1*01:01/D
DC 31LPS A2BFH1 like 4G 5,80E+07 ANAGPNTNGSQF 12 C ANAGPNTNG | GPNTNGSQF BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-
DC 31LPS Q9BTUB alpha 8,97E+07 LNQGYLSEAGASLVDQK 17 G YLSEAGASL | YLSEAGASL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1*51
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-
DC 31LPS Q9BTUB alpha 7,76E+07 NQGYLSEAGASLVDQ 15 G YLSEAGASL | YLSEAGASL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1*51
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-
DC 31LPS Q9BTUB alpha 8,40E+07 NQGYLSEAGASLVDQK 16 G YLSEAGASL | YLSEAGASL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 1*51
DRB1*01:01/D No
DC 31LPS P07602 Proactivator polypeptide 5,27E+07 ALVEHVKEE 9 Endl/Lis ALVEHVKEE | ALVEHVKEE BAJA BAJA RB1*07,01 | analizada
DC 31LPS P07737 Profilin-1 8,22E+07 TFVNITPAEVGVLVGK 16 C FVNITPAEV | FVNITPAEV ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01
DC 31LPS 075629 Protein CREG1 5,44E+07 LATISTLEAVRGRPF 15 E/ECM ISTLEAVRG | LATISTLEA INTERMEDIA INDETERMINADA | DRB1*01:01 18*51
DC 31LPS 075629 Protein CREG1 5,68E+07 LATISTLEAVRGRPFA 16 E/ECM ISTLEAVRG | LATISTLEA INTERMEDIA INDETERMINADA | DRB1*01:01 18*51
DC 31LPS 075695 Protein XRP2 8,25E+07 AGDYTIANARKLIDE 15 M YTIANARKL | YTIANARKL ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 14*51
DC 31LPS P51148 Ras-related protein Rab-5C 7,84E+07 SPNIVIALAGNKADLA 16 End/Lis VIALAGNKA | IVIALAGNK ALTA BAJA DRB1*01:01 | 20*51
DC 31LPS P51148 Ras-related protein Rab-5C 8,27E+07 SPNIVIALAGNKADLAS 17 End/Lis VIALAGNKA | IVIALAGNK ALTA BAJA DRB1*01:01 | 20*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P02768 Serum albumin 6,03E+07 EQLGEYKFQNALLVR 15 E/ECM YKFQNALLV [ YKFQNALLV ALTA ALTA RB1*07,01 18*51
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P61956 Small ubiquitin-related modifier 2 1,02E+08 GQPINETDTPAQLEmEDE 18 N INETDTPAQ | INETDTPAQ BAJA BAJA RB1*07,01 0*51
Splicing factor, proline- and glutamine- DRB1*01:01/D
DC 31LPS P23246 rich 8,98E+07 VFLLTTTPRPVIVEPL 16 N VFLLTTTPR | LLTTTPRPV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 15*51
DC 31LPS 000560 Syntenin-1 9,36E+07 NPANPAILSEASAPIPHDG 19 M ILSEASAPI ILSEASAPI INTERMEDIA ALTA DRB1*07,01 4*51
DC 31LPS 000560 Syntenin-1 8,30E+07 VDKVIQAQTAFSANPA 16 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA ALTA BAJA DRB1*01:01 | 34'51
DC 31LPS 000560 Syntenin-1 9,36E+07 VDKVIQAQTAFSANPANP 18 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA ALTA BAJA DRB1*01:01 | 34'51
DC 31LPS 000560 Syntenin-1 9,72E+07 VDKVIQAQTAFSANPANPA 19 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA ALTA BAJA DRB1*01:01 | 34'51
Tartrate-resistant acid phosphatase
DC 31LPS P13686 type 5 6,68E+07 LGDNFYFTGVQDINDKR 17 Endl/Lis FYFTGVQDI | FYFTGVQDI | INDERTEMINADA ALTA DRB1*07,01 12*51
DC 31LPS P02786 Transferrin receptor protein 1 5,68E+07 IPVQTISrAAAEKLFG 16 M ISRAAAEKL | ISRAAAEKL ALTA INDETERMINADA [ DRB1*01:01 14*51
Transforming growth factor-beta-
DC 31LPS Q15582 induced protein ig-h3 6,77E+07 APTNEAFEKIPSETLNRI 18 E/ECM FEKIPSETL | FEKIPSETL ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 2*51
No
DC 31LPS Q9Y3I0 tRNA-splicing ligase RtcB homolog 5,13E+07 AAFDmMNDPE 9 N AAFDMNDPE | AAFDMNDPE BAJA INDETERMINADA analizada
DRB1*01:01/D
DC 31LPS P01375 Tumor necrosis factor 5,74E+07 LGGVFQLEKGDRLSAE 16 M FQLEKGDRL | FQLEKGDRL INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*07,01 12'51
DC 31LPS P08670 Vimentin 5,85E+07 ILLAELEQLK 10 C ILLAELEQL | ILLAELEQL INTERMEDIA BAJA DRB1*01:01 2'51
V-type proton ATPase 16 kDa
DC 31LPS P27449 proteolipid subunit 6,47E+07 ASFFAVMGASAAM 13 M FAVMGASAA | FFAVMGASA ALTA BAJA DRB1*01:01 751
V-type proton ATPase 16 kDa
DC 31LPS P27449 proteolipid subunit 4,94E+07 FAVMGASAAmM 10 M FAVMGASAA | FAVMGASAA ALTA BAJA DRB1*01:01 751
DC 31LPS P61421 V-type proton ATPase subunitd 1 7.91E+07 SFEQmEAVNIAQTP 14 M FEQMEAVNI | FEQMEAVNI ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 751




DC 31LPS P61421 V-type proton ATPase subunitd 1 8,26E+07 SFEQmEAVNIAQTPA 15 N FEQMEAVNI | FEQMEAVNI ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 751
DRB1*09:01 DRB1*10:01
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P15144 Aminopeptidase N 1,70E+03 INDAFNLASAHKVPVT 16 M FNLASAHKV | FNLASAHKV INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*10:01 7 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS Q06481 Amyloid-like protein 2 1,57E+03 EQDGGLIGAEEKVIN 15 M LIGAEEKVI | LIGAEEKVI BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 6de51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS Q06481 Amyloid-like protein 2 1,53E+03 DGGLIGAEEKVINSK 15 M LIGAEEKVI | LIGAEEKVI BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 6de51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS Q10589 Bone marrow stromal antigen 2 1,74E+03 KVEELEGEITTLNHK 15 G VEELEGEIT | LEGEITTLN BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS Q9UBR2 Cathepsin Z 1,88E+03 DLSVWDYAHQHGIPDE 16 End/Lis WDYAHQHGI | YAHQHGIPD BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 51de 51
Cation-independent mannose-6- DRB1*09:01/D
DC16 FS P11717 phosphate receptor 1,61E+03 GPLKFLHQDIDSGQG 15 End/Lis LKFLHQDID | LKFLHQDID BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 27 de 51
Disintegrin and metalloproteinase
DC 16 FS Q13443 domain-containing protein 9 1,49E+03 SQGNLIPARPAPAPP 15 M LIPARPAPA | LIPARPAPA BAJA INDETERMINADA [ No asignada | 27 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P31689 DnaJ homolog subfamily A member 1 [ 1,80E+03 ETTYYDVLGVKPNATQ 16 Mit VLGVKPNAT | VLGVKPNAT BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 27 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P68104 Elongation factor 1-alpha 1 1,68E+03 TIEKFEKEAAEMGKG 15 N FEKEAAEMG | FEKEAAEMG BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 27 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P13639 Elongation factor 2 1,59E+03 DPANGKFSKSATSPEG 16 N FSKSATSPE | FSKSATSPE BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
DC 16 FS P17813 Endoglin 1,96E+03 EPGQQSFVQVRVSPSVSE 18 M FVQVRVSPS [ FVQVRVSPS | INDERTEMINADA BAJA No asignada | 0 de 51
DC 16 FS P17813 Endoglin 1,83E+03 EPGQQSFVQVRVSPSVS 17 M FVQVRVSPS | FVQVRVSPS INTERMEDIA INDETERMINADA [ No asignada | 34 de 51
DC 16 FS P27105 _|throcyte band 7 integral prof| 1,49E+03 LQTLTTIAAEKNST 14 M LQTLTTIAA | LQTLTTIAA INTERMEDIA INDETERMINADA [ No asignada | 34 de 51
DC 16 FS P27105 _|throcyte band 7 integral prof| 1,70E+03 LQTLTTIAAEKNSTIV 16 M LQTLTTIAA | LQTLTTIAA INTERMEDIA INDETERMINADA [ No asignada | 34 de 51
DC 16 FS P17900 Ganglioside GM2 activato 1,57E+03 TTGNYRIESVLSSSG 15 End/Lis YRIESVLSS | YRIESVLSS ALTA INDETERMINADA | DRB1*09:01 | 16 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P11413 |Gl 6. 1-deh 1,71E+03 DDAASYQRLNSHMNA 15 C YQRLNSHMN | YQRLNSHMN BAJA BAJA RB1*10:01 1de51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P11413 |Gl 6. 1-deh 1,59E+03 DAASYQRLNSHMNA 14 C YQRLNSHMN | YQRLNSHMN BAJA BAJA RB1*10:01 1de51
DC 16 FS P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 1,81E+03 ASKTFTTQETITNAETA 17 C FTTQETITN | FTTQETITN | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | 29 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P09211 S P 1,63E+03 SPEYVNLPINGNGKQ 15 C YVNLPINGN | YVNLPINGN INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*10:01 | 29de 51
DC 16 FS P09211 S P 1,50E+03 SPEYVNLPINGNGK 14 C YVNLPINGN | YVNLPINGN | INDERTEMINADA [ INDETERMINADA | Noasignada | 9de 51
DC 16 FS P09211 S P 1,70E+03 ASPEYVNLPINGNGKQ 16 C YVNLPINGN | YVNLPINGN | INDERTEMINADA [ INDETERMINADA | Noasignada | 9de 51
DC 16 FS P09211 S P 1,57E+03 ASPEYVNLPINGNGK 15 C YVNLPINGN | YVNLPINGN | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | Noasignada | 2de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein | 1,70E+03 ANGILNVSAVDKSTGKE 17 N ILNVSAVDK | ILNVSAVDK | INDERTEMINADA BAJA RB1*10:01 2de 51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 FS P01891 A-68 alpha chain 1,96E+03 YVDDTQFVRFDSDAASQ 17 M FVRFDSDAA | FVRFDSDAA BAJA BAJA RB1*10:01 0 de 51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 FS P01891 A-68 alpha chain 1,80E+03 VDDTQFVRFDSDAASQ 16 M FVRFDSDAA | FVRFDSDAA BAJA BAJA RB1*10:01 | 17 de 51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 FS P01891 A-68 alpha chain 1,59E+03 VDDTQFVRFDSDAA 14 M FVRFDSDAA | FVRFDSDAA BAJA BAJA RB1*10:01 | 17 de 51
HLA class I histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC16FS P13747 alpha chain E 1,85E+03 DDTQFVRFDNDAASPR 16 M FVRFDNDAA | FVRFDNDAA BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 24 de 51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 FS P01889 B-7 alpha chain 1,93E+03 VDDTQFVRFDSDAASPR 17 M FVRFDSDAA | FVRFDSDAA BAJA BAJA RB1*10:01 | 17 de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 FS P01903 DR alpha chain 1,71E+03 AQGALANIAVDKANLEI 17 M LANIAVDKA | LANIAVDKA BAJA BAJA RB1*10:01 | 17 de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 FS P01903 DR alpha chain 1,53E+03 QGALANIAVDKANLE 15 M LANIAVDKA | LANIAVDKA BAJA BAJA RB1*10:01 | 17 de 51
HLA class II histocompatibility antigen,
DC 16 FS P01903 DR alpha chain 1,60E+03 AQGALANIAVDKANLE 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA | INDERTEMINADA BAJA No asignada | 17 de 51
DC 16 FS QoY287 Integral protein 2B 1,82E+03 VPVPEFADSDPANIVHD 17 G FADSDPANI | FADSDPANI | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | 17 de 51
DC 16 FS P11215 Integrin alpha-M 1,52E+03 VNNFEALKTIQNQ 13 M FEALKTIQN | VNNFEALKT INTERMEDIA ALTA DRB1*10:01 | 21 de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS P11215 Integrin alpha-M 1,90E+03 TPLSAFGNLRPVLAEDAQ 18 M LRPVLAEDA | FGNLRPVLA BAJA BAJA RB1*10:01 2 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P11215 Integrin alpha-M 1,69E+03 GTSGSGISPSHSQRIAGS 18 M ISPSHSQRI | ISPSHSQRI BAJA BAJA RB1*10:01 2de 51
DC 16 FS P11215 Integrin alpha-M 1,53E+03 SGSGISPSHSQRIAGS 16 M ISPSHSQRI | ISPSHSQRI ALTA INTERMEDIA DRB1*09:01 | 17 de 51
DC 16 FS P20702 Integrin alpha-X 1,91E+03 LPGQEAFMRAQTTTVLE 17 M FMRAQTTTV | FMRAQTTTV | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | 32 de 51
DC 16 FS P05107 Integrin beta-2 1,78E+03 DNPLFKSATTTVMNPK 16 M FKSATTTVM | FKSATTTVM | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | 31 de 51
DC 16 FS P05107 Integrin beta-2 1,99E+03 LEDNLYKRSNEFDYPS 16 M YKRSNEFDY | YKRSNEFDY | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | 32 de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS P05107 Integrin beta-2 1,88E+03 EDNLYKRSNEFDYPS 15 M YKRSNEFDY | YKRSNEFDY BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 3 de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS P06858 Lipoprotein lipase 1,38E+03 AGYTKLVGQDVAR 13 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 3de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS Q13287 N-myc-interactor 1,78E+03 ALITFEKEEVAQNVVS 16 c LITFEKEEV | FEKEEVAQN BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 8 de 51
Platelet-activating factor
DC 16 FS Q13093 acetylhydrolase 1,50E+03 NFADFTFATGKIIG 14 E/ECM FTFATGKII | FTFATGKIl | INDERTEMINADA ALTA DRB1*10:01 | 21 de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS P26447 Protein $100-A4 1,70E+03 DEAAFQKLMSNLDSN 15 C FQKLMSNLD | FQKLMSNLD BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 0 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS A6NMY6 Putative annexin A2-like protein 1,92E+03 TPPSAYGSVKAYTNFDAE 18 E/ECM YGSVKAYTN | YGSVKAYTN BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 0 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS A6NMY6 Putative annexin A2-like protein 1,92E+03 TPPSAYGSVKAYTNFDAE 18 E/ECM YGSVKAYTN | YGSVKAYTN BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 0 de 51
DC 16 FS A6NMY6 Putative annexin A2-like protein 1,72E+03 TPPSAYGSVKAYTNFD 16 E/ECM YGSVKAYTN | YGSVKAYTN | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | 6de 51
DC 16 FS Q75787 Renin receptor 1,52E+03 NEFSILKSPGSVVF 14 M FSILKSPGS | FSILKSPGS INTERMEDIA ALTA DRB1*10:01 | 14 de 51
DC 16 FS P10124 Serglycin 1,80E+03 GPMFELLPGESNKIPR 16 E/ECM MFELLPGES | FELLPGESN | INDERTEMINADA | INDETERMINADA [ No asignada | 14 de 51
DC 16 FS P10124 Serglycin 1,93E+03 KGPMFELLPGESNKIPR 17 E/ECM MFELLPGES | FELLPGESN | INDERTEMINADA INTERMEDIA | Noasignada | 5de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS QO8ET2 Sialic acid-binding lg-like lectin 14 1,85E+03 EIPYYAEVVATNNPDR 16 M VVATNNPDR | YYAEVVATN ALTA ALTA RB1*10:01 | 41de 51
Solute carrier family 2, facilitated
DC 16 FS Q9UGQ3 glucose transporter member 6 1,50E+03 IPVYVSEIAPPGVR 14 M YVSEIAPPG | YVSEIAPPG | INDERTEMINADA INTERMEDIA No asignada | 1de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS 000560 Syntenin-1 1,87E+03 VDKVIQAQTAFSANPANP 18 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA BAJA BAJA RB1*10:01 | 13de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS 000560 Syntenin-1 1,94E+03 VDKVIQAQTAFSANPANPA 19 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS 000560 Syntenin-1 1,66E+03 VDKVIQAQTAFSANPA 16 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
DRB1%09:01/D
DC 16 FS P02786 Transferrin receptor protein 1 1,56E+03 NPGGYVAYSKAATVTG 16 M VAYSKAATV | VAYSKAATV BAJA BAJA RB1*10:01 1.de 51
DC 16 FS P02786 Transferrin receptor protein 1 1,69E+03 VEYHFLSPYVSPKE 14 M YHFLSPYVS | YHFLSPYVS ALTA INTERMEDIA | DRB1*09:01 | 7de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P02786 Transferrin receptor protein 1 1,72E+03 RVEYHFLSPYVSPK 14 M YHFLSPYVS | YHFLSPYVS ALTA ALTA RB1*10:01 | 13de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P02786 Transferrin receptor protein 1 1,57E+03 VEYHFLSPYVSPK 13 M YHFLSPYVS | YHFLSPYVS ALTA ALTA RB1*10:01 | 20de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 FS P08670 Vimentin 1,21E+03 FGGPGTASRPSSS 13 C FGGPGTASR | FGGPGTASR BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51




SH3 domain-binding glutamic acid-rich|

DRB1*09:01/D

DC 16 LPS Q9H299 like protein 3 1,96E+03 DGKRIQYQLVDISQDNA 17 c YQLVDISQD | 1QYQLVDIS BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 31de 51
DC 16 LPS P62899 60S ribosomal protein L31 1,27E+03 KNLQTVNVDEN 1" c LQTVNVDEN | LQTVNVDEN INTERMEDIA ALTA DRB1*10:01 | 6de 51
DC 16 LPS P53634 Dipeptidyl pepti 1 1,64E+03 VVVYLQKLDTAYDD 14 EndlLis VVYLQKLDT | VVYLQKLDT | INDERTEMINADA BAJA No asignada | 0 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P53634 Dipeptidyl pepti 1 1,74E+03 NVHGINFVSPVRNQAS 16 End/Lis INFVSPVRN | INFVSPVRN BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 27 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P17813 Endoglin 1,96E+03 EPGQQSFVQVRVSPSVSE 18 M FVQVRVSPS | FVQVRVSPS BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 27 de 51
DC 16 LPS 000602 Ficolin-1 1,51E+03 GNDNIHALTAQGSSE 15 E/ECM IHALTAQGS | IHALTAQGS BAJA INDETERMINADA | No asignada | 44 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P09211 S P 1,63E+03 SPEYVNLPINGNGKQ 15 C YVNLPINGN | YVNLPINGN INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*10:01 | 12de 51
DC 16 LPS P09211 S P 1,70E+03 ASPEYVNLPINGNGKQ 16 C YVNLPINGN [ YVNLPINGN INTERMEDIA INDETERMINADA | No asignada | 34 de 51
DC 16 LPS P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein | 1,45E+03 ANGILNVSAVDKSTG 15 N ILNVSAVDK [ ILNVSAVDK INTERMEDIA INDETERMINADA [ No asignada | 34 de 51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P01891 A-68 alpha chain 1,80E+03 VDDTQFVRFDSDAASQ 16 M FVRFDSDAA | FVRFDSDAA BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
HLA class | histocompatibility antigen,
DC 16 LPS P13747 alpha chain E 1,95E+03 VDDTQFVRFDNDAASPR 17 M FVRFDNDAA | FVRFDNDAA | INDERTEMINADA BAJA No asignada | 0 de 51
HLA class | histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P13747 alpha chain E 1,85E+03 DDTQFVRFDNDAASPR 16 M FVRFDNDAA | FVRFDNDAA BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
HLA class I histocompatibility antigen, DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P01889 B-7 alpha chain 1,93E+03 VDDTQFVRFDSDAASPR 17 M FVRFDSDAA | FVRFDSDAA BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 21de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS Q9Y287 Integral protein 2B 1,71E+03 VPVPEFADSDPANIVH 16 G FADSDPANI | FADSDPANI BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 21de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P11215 Integrin alpha-M 1,90E+03 TPLSAFGNLRPVLAEDAQ 18 M LRPVLAEDA | FGNLRPVLA BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 24 de 51
DC 16 LPS P05107 Integrin beta-2 1,88E+03 EDNLYKRSNEFDYPS 15 M YKRSNEFDY | YKRSNEFDY INTERMEDIA ALTA DRB1*10:01 | 6de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P06858 Lipoprotein lipase 1,38E+03 AGYTKLVGQDVAR 13 M YTKLVGQDV [ YTKLVGQDV |  INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*10:01 | 24 de 51
DC 16 LPS P06858 Lipoprotein lipase 1,46E+03 SAGYTKLVGQDVAR 14 M YTKLVGQDV | YTKLVGQDV | INDERTEMINADA ALTA DRB1*10:01 | 21de 51
DC 16 LPS Q75787 Renin receptor 1,38E+03 NEFSILKSPGSVV 13 M FSILKSPGS | FSILKSPGS | INDERTEMINADA INTERMEDIA No asignada | 1 de 51
DC 16 LPS P10124 Serglycin 1,80E+03 GPMFELLPGESNKIPR 16 E/ECM MFELLPGES | FELLPGESN | INDERTEMINADA INTERMEDIA No asignada | 1 de 51
Sodium/potassium-transporting DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P05023 ATPase subunit alpha-1 1,81E+03 FDNQIHEADTTENQSG 16 M IHEADTTEN | IHEADTTEN ALTA ALTA RB1*10:01 | 41de 51
DC 16 LPS 000560 Syntenin-1 1,94E+03 VDKVIQAQTAFSANPANPA 19 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA | INDERTEMINADA BAJA No asignada
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS 000560 Syntenin-1 1,66E+03 VDKVIQAQTAFSANPA 16 M IQAQTAFSA | IQAQTAFSA BAJA INTERMEDIA RB1*10:01 | 17 de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P02786 Transferrin receptor protein 1 1,56E+03 NPGGYVAYSKAATVTG 16 M VAYSKAATV | VAYSKAATV BAJA BAJA RB1*10:01 1de 51
DRB1*09:01/D
DC 16 LPS P08670 Vimentin 143E+03 SLYASSPGGVYATR 14 c LYASSPGGV | LYASSPGGV BAJA BAJA RB1*10:01 0de 51
DC 16 LPS P08670 Vimentin 1,21E+03 FGGPGTASRPSSS 13 c FGGPGTASR | FGGPGTASR |  INTERMEDIA ALTA DRB1*10:01 | 21de 51
DRB1*01:01 DRB1*11:04
DRB1*01:01/D
DC10FS P15144 Aminopeptidase N 1,70E+03 INDAFNLASAHKVPVT 16 M FNLASAHKV [ INDAFNLAS ALTA ALTA RB1*11:04 | 13 de 51
DRB1*01:01/D
DC 10 FS Q92499 ATP-dependent RNA helicase DDX1 | 1,23E+03 LIIGGVAARDQL 12 N LIIGGVAAR | LIIGGVAAR INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*11:04 | 15de 51
DC10FS P07858 Cathepsin B 1,55E+03 DNGFFKILRGQDH 13 End/Lis FKILRGQDH | FKILRGQDH ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 | 18 de 51
DC10FS 000299 Chloride intracellular channel protein 1| 1,67E+03 FSAYIKNSNPALNDN 15 M YIKNSNPAL [ IKNSNPALN ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 7 de 51
DRB1*01:01/D
DC10FS QoUDW1 Cytochrome b-c1 complex subunit9 | 1,30E+03 FFERAFDQGAD 11 Mit FERAFDQGA | FERAFDQGA BAJA BAJA RB1*11:04 0 de 51
Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, DRB1*01:01/D
DC10FS P20674 mitochondrial 1,42E+03 VIQELRPTLNEL 12 Mit IQELRPTLN | VIQELRPTL INTERMEDIA INTERMEDIA RB1*11:04 0 de 51
DRB1*01:01/D
DC10FS 000182 Galectin-9 1,27E+03 VGGDIQLTHVQT 12 E/ECM VGGDIQLTH | VGGDIQLTH BAJA BAJA RB1*11:04 | 6de51
DRB1*01:01/D
DC10FS P15104 Glutamine synthetase 1,67E+03 LLNETGDEPFQYKN 14 Mit LLNETGDEP | LLNETGDEP BAJA BAJA RB1*11:04 0 de 51
Glyceraldehyde-3-phosphate DRB1*01:01/D
DC10FS P04406 dehydrogenase 1,30E+03 EFGYSNRVVDL 11 C FGYSNRVVD [ FGYSNRVVD BAJA BAJA RB1*11:04 1de 51
DC10FS P02790 Hemopexin 1,87E+03 YSDVEKLNAAKALPQPQ 17 E/ECM VEKLNAAKA | LNAAKALPQ ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 7de51
HLA class II histocompatibility antigen, No
DC10FS P04440 DP beta 1 chain 1,01E+03 VGEFRAVTE 9 M VGEFRAVTE [ VGEFRAVTE | INDERTEMINADA | INDETERMINADA [ No asignada | analizada
HLA class II histocompatibility antigen,
DC 10 FS P01903 DR alpha chain 1,60E+03 EAQGALANIAVDKANL 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA | INDERTEMINADA INTERMEDIA No asignada | 0 de 51
HLA class II histocompatibility antigen,
DC 10 FS P01903 DR alpha chain 1,47E+03 AQGALANIAVDKANL 15 M LANIAVDKA | LANIAVDKA | INDERTEMINADA INTERMEDIA No asignada | 0 de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 10 FS P01903 DR alpha chain 1,31E+03 IKEEHVIIQAE 11 M IKEEHVIIQ IKEERVIIQ BAJA BAJA RB1*11:04 2de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D No
DC 10 FS P01903 DR alpha chain 1,11E+03 IKEEHVIIQ 9 M IKEERHVIIQ IKEERVIIQ BAJA BAJA RB1*11:04 | analizada
HLA class II histocompatibility antigen, No
DC10FS P04229 DRB1-1 beta chain 1,02E+03 VGEYRAVTE 9 M VGEYRAVTE | VGEYRAVTE | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | analizada
DC 10 FS Q13349 Integrin alpha-D 1,84E+03 DTSVYSQLPGQEAFMR 16 M YSQLPGQEA | VYSQLPGQE ALTA BAJA DRB1*01:01 | 1de51
DRB1*01:01/D
DC 10 FS P11215 Integrin alpha-M 1,90E+03 TPLSAFGNLRPVLAEDAQ 18 M FGNLRPVLA | LRPVLAEDA ALTA ALTA RB1*11:04 | 21de51
DRB1*01:01/D
DC 10 FS P11215 Integrin alpha-M 1,77E+03 TPLSAFGNLRPVLAEDA 17 M FGNLRPVLA | LRPVLAEDA ALTA ALTA RB1*11:04 | 21de51
DC 10 FS P11215 Integrin alpha-M 1,96E+03 FGQSVVALQGSRVVVGAPQ 19 M VVQLQGSRY | VQLQGSRWV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 27 de 51
DC 10 FS P11215 Integrin alpha-M 1,72E+03 GFGQSVVQLQGSRVVVG 17 M VVQLQGSRY | VQLQGSRWV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 27 de 51
DC 10 FS P11215 Integrin alpha-M 1,51E+03 GQSVVQLQGSRVVVG 15 M VVQLQGSRY | VQLQGSRWV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 21de 51
DC10FS P11215 Integrin alpha-M 2,01E+03 GFGQSVVQLQGSRVVVGAPQ 20 M VVQLQGSRY | VQLQGSRWV ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 27 de 51
Non-POU domain-containing octamer- DRB1*01:01/D
DC10FS Q15233 binding protein 1,65E+03 GTLGLTPPTTERFGQA 16 N LGLTPPTTE | LGLTPPTTE INTERMEDIA BAJA RB1*11:04 0de 51
Normal mucosa of esophagus-specific No
DC10FS Q9C002 gene 1 protein 1,09E+03 LQNVQRVTK 9 N LQNVQRVTK [ LQNVQRVTK | INDERTEMINADA | INDETERMINADA [ No asignada | analizada
DRB1*01:01/D
DC10FS Q4VXU2 Polyadenylate-binding protein 1-like 1,32E+03 YVGDLHPDVTEA 12 E/ECM YVGDLHPDV | YVGDLHPDV BAJA BAJA RB1*11:04 8de 51
DRB1*01:01/D
DC10FS Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 1,25E+03 VELDDLGKDEL 11 RE. LDDLGKDEL | VELDDLGKD BAJA BAJA RB1*11:04 1de 51
Receptor expression-enhancing DRB1*01:01/D
DC10FS QBNUK4 protein 3 2,35E+03 EREIDDYIVQAKERGYETM 19 RE. YIVQAKERG | VQAKERGYE BAJA INTERMEDIA RB1*11:04 | 12de 51
DC10FS P02768 Serum albumin 1,31E+03 QLGEYKFQNAL 11 E/ECM LGEYKFQNA | LGEYKFQNA BAJA BAJA DRB1*01:01 | 0de51
DC10FS P02768 Serum albumin 1,57E+03 TPTLVEVSRNLGKVG 15 E/ECM VSRNLGKVG | LVEVSRNLG | INDERTEMINADA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 2de51
DC10FS P02768 Serum albumin 2,02E+03 NALLVRYTKKVPQVSTPT 18 E/ECM VRYTKKVPQ | VRYTKKVPQ BAJA ALTA DRB1*01:01 | 33 de 51
Splicing factor, proline- and glutamine-
DC10FS P23246 rich 1,80E+03 VFLLTTTPRPVIVEPL 16 N VFLLTTTPR | VFLLTTTPR ALTA INTERMEDIA DRB1*01:01 | 15de 51
Splicing factor, proline- and glutamine- DRB1*01:01/D No
DC 10 FS P23246 rich 1,15E+03 FSQFGPIERA 10 N FSQFGPIER | FSQFGPIER INTERMEDIA BAJA RB1*11:04 | analizada
DRB1*01:01/D
DC10FS 000560 Syntenin-1 1,94E+03 VDKVIQAQTAFSANPANPA 19 M IQAQTAFSA | VIQAQTAFS ALTA ALTA RB1*11:04 | 34 de 51
DRB1*01:01/D
DC10FS 000560 Syntenin-1 1,66E+03 VDKVIQAQTAFSANPA 16 M IQAQTAFSA | VIQAQTAFS ALTA ALTA RB1*11:04 | 34 de 51




No

DC 10 FS 000560 Syntenin-1 1,09E+03 LNEEEIRAN 9 M LNEEEIRAN | LNEEEIRAN | INDERTEMINADA BAJA No asignada | analizada
DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P35368 Alpha-1B adrenergic receptor 1,01E+03 LDTGHNTSAP 10 N LDTGHNTSA | LDTGHNTSA BAJA BAJA RB1*11:04 0de 51
DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P15144 Aminopeptidase N 1,70E+03 INDAFNLASAHKVPVT 16 M FNLASAHKV | INDAFNLAS ALTA ALTA RB1*11:04 | 13 de 51
DC 10 LPS P07858 Cathepsin B 1,55E+03 DNGFFKILRGQDH 13 End/Lis FKILRGQDH | FKILRGQDH ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 | 18 de 51
Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 No
DC 10 LPS P13073 isoform 1, mitochondrial 9,85E+02 AHESVVKSE 9 Mit AHESVVKSE | AHESVVKSE | INDERTEMINADA BAJA No asignada | analizada
interferon-inducible
DC 10 LPS P13284 thiol reductase 1,63E+03 DFFGNGPPVNYKTGN 15 End/Lis FGNGPPVNY [ FFGNGPPVN | INDERTEMINADA BAJA No asignada | 1de 51
interferon-inducible DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P13284 thiol reductase 1,24E+03 LEGEESRMSGE 11 End/Lis LEGEESRMS | LEGEESRMS BAJA BAJA RB1*11:04 0 de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P01903 DR alpha chain 1,60E+03 EAQGALANIAVDKANL 16 M LANIAVDKA | LANIAVDKA | INDERTEMINADA BAJA RB1*11:04 0 de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P01903 DR alpha chain 1,31E+03 IKEEHVIIQAE 1" M IKEEHVIIQ IKEERVIIQ BAJA BAJA RB1*11:04 2de 51
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1*01:01/D No
DC 10 LPS P01903 DR alpha chain 1,11E+03 IKEEHVIIQ 9 M IKEERVIIQ IKEEHVIIQ BAJA BAJA RB1*11:04 | analizada
HLA class II histocompatibility antigen, No
DC 10 LPS P04229 DRB1-1 beta chain 1,02E+03 VGEYRAVTE 9 M VGEYRAVTE | VGEYRAVTE | INDERTEMINADA | INDETERMINADA | No asignada | analizada
DC 10 LPS Q13349 Integrin alpha-D 1,84E+03 DTSVYSQLPGQEAFMR 16 M YSQLPGQEA | VYSQLPGQE ALTA BAJA DRB1*01:01 | 1de51
DC 10 LPS Q13349 Integrin alpha-D 1,84E+03 DTSVYSQLPGQEAFMR 16 M YSQLPGQEA | VYSQLPGQE ALTA BAJA DRB1*01:01 | 1de51
DC 10 LPS P11215 Integrin alpha-M 1,72E+03 GFGQSVVQLQGSRVVVG 17 M VVQLQGSRV | VQLQGSRVV ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 | 27 de 51
DC 10 LPS P11215 Integrin alpha-M 1,66E+03 FGQSVVQLQGSRVVVG 16 M VVQLQGSRV | VQLQGSRWV ALTA INDETERMINADA | DRB1*01:01 | 27 de 51
Non-POU domain-containing octamer- DRB1*01:01/D
DC 10 LPS Q15233 binding protein 1,65E+03 GTLGLTPPTTERFGQA 16 N LGLTPPTTE | LGLTPPTTE INTERMEDIA BAJA RB1*11:04 0 de 51
DC 10 LPS P02768 Serum albumin 2,02E+03 NALLVRYTKKVPQVSTPT 18 E/ECM VRYTKKVPQ [ VRYTKKVPQ BAJA ALTA DRB1*11:04 | 33 de 51
DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P02768 Serum albumin 1,57E+03 TPTLVEVSRNLGKVG 15 E/ECM VSRNLGKVG | LVEVSRNLG | INDERTEMINADA INTERMEDIA RB1*11:04 2de 51
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 DRB1*01:01/D
DC 10 LPS P62316 08 1,48E+03 SVIVVLRNPLIAGK 14 N IVWLRNPLI | VVLRNPLIA ALTA ALTA RB1*11:04 | 48 de 51
DRB1*01:01/D
DC 10 LPS 000560 Syntenin-1 1,94E+03 VDKVIQAQTAFSANPANPA 19 M IQAQTAFSA | VIQAQTAFS ALTA ALTA RB1*11:04 | 34 de 51
DRB1*01:01/D
DC 10 LPS 000560 Syntenin-1 1,66E+03 VDKVIQAQTAFSANPA 16 M IQAQTAFSA | VIQAQTAFS ALTA ALTA RB1*11:04 | 34 de 51

1. Nimero de acceso Unitprot; 2. Masa de la secuencia peptidica, 3.Tamafio del péptido en nimero de aminoacidos; 4. Afinidad tedrica; 5. Promiscuidad tedrica por propred




