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Resumen
La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica inflamatoria del sistema nervioso

central (SNC) que inicia con la activacion de linfocitos T, que dafan la mielina de los nervios en
el SNC. Se activan mediante la interaccion del receptor de célula T (TCR) con un complejo
antigeno-HLA en la célula presentadora de antigeno. Se desconocen los factores involucrados en
el desarrollo y activacion de la EM; sin embargo, se ha reportado una posible correlacién de
infecciones previas con virus de la familia de los herpesvirus y la activacion de la EM. Hipotesis.
El repertorio de TCR de los pacientes con EM disminuye durante la fase de exacerbacion
comparado con la fase de remisién y con pacientes con otras enfermedades neuroldgicas
inflamatorias (OENI). Los alelos de HLA-I1I de pacientes con EM presentan una mayor cantidad
de péptidos propios y externos (herpesvirus). Objetivos. Analizar el repertorio de TCR mediante
secuenciacion de alto rendimiento en pacientes con EM en fase de brote y remision. Realizar la
prediccion de unioén de alelos de HLA y péptidos de SNC y herpesvirus. Estrategia
experimental. Se generaron bibliotecas de cDNA a partir del RNA obtenido de las
subpoblaciones de linfocitos T para secuenciar las cadenas a y B del TCR. Se analizo el repertorio
de TCR de los pacientes con EM. Asimismo, se llevo a cabo la tipificacion de alelos de HLA-II
a partir de ADN de pacientes con EM y OENI. Se predijo la capacidad de union de los alelos de
HLA a péptidos de SNC y herpesvirus. Resultados. Se secuenciaron las cadenas a y 3 de los
TCR de diez pacientes con EM, en ambas fases de la enfermedad, seis pacientes con otras
enfermedades neurolégicas inflamatorias (OENI) y diez individuos sanos, obteniendo un total de
28,508,914 lecturas. La diversidad del repertorio fue menor durante la fase de brote, al igual que
las clonas totales, Unicas, de clonas que representan el 50% del repertorio total y del nimero de
clonas compartidas al menos entre dos pacientes. Estos resultados sugieren la concentracién de
la respuesta inmune en un numero reducido de clonas. Se tipificaron los alelos HLA Il de diez
pacientes con EM y de seis pacientes con OENI. Se predijo in silico la union de 60 millones de
péptidos de VZV, EBV, HHV-1, HHV-6A y SNC a alelos de HLA, obteniendo 938 péptidos que
pueden de ser presentados de manera natural y con mayor afinidad. Los alelos de pacientes con
EM pueden reconocer un mayor numero de proteinas virales. Un solo alelo de EM
(DPA1*01:03/B1*02:01) tiene la capacidad de presentar péptidos de los cuatro herpesvirus y de

las proteina de SNC incluidas en este trabajo.



Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS) that begins with the activation of T cells, which cross the blood-brain barrier and
damage the myelin of nerves in the CNS. They are activated by the interaction of the T cell
receptor (TCR) and an antigen-HLA complex from an antigen presenting cell. The factors
involved in the development and activation of MS are unknown; however, a possible
correlation of previous infections with viruses of the herpesvirus family and the activation of
MS has been reported. Hypothesis. The TCR repertoire of MS patients is decreased during
the exacerbation phase compared with the remission phase. HLA-I11 alleles from patients with
MS recognize self and foreign peptides (herpesvirus) with greater affinity. Objectives. The
TCR repertoire was analyzed using high-throughput sequencing in patients with MS in
relapse and remission. Binding prediction of HLA alleles and CNS and herpesvirus peptides
was performed. Experimental strategy. cDNA libraries were generated from RNA obtained
from T cell subpopulations to sequence the o and B chains of the TCR. The TCR repertoire
of MS patients was analyzed. HLA-II allele typing was carried out from DNA from patients
with MS and other inflammatory neurological diseases (OIND). The binding ability of HLA
alleles to CNS and herpesviruses peptides was predicted. Results. The a and B chains of the
TCRs of ten patients with MS, in both phases of the disease, six patients with OIND and ten
healthy individuals were sequenced, obtaining a total of 28,508,914 readings. The diversity
of the repertoire was lower during the relapse phase, as were the total clones, unique clones,
of clones representing 50% of the total repertoire and the number of clones shared between
at least two patients. These results suggest the concentration of the immune response in a
reduced number of clones. The HLA 11 alleles of ten patients with MS and six patients with
OENI were typified. The binding of 60 million VZV, EBV, HHV-1, HHV-6A and SNC
peptides was predicted, obtaining 938 peptides that could be presented naturally and with
greater affinity to HLA alleles. HLA alleles from MS patients recognized a greater number
of viral proteins. A single EM allele (DPA1*01:03/DPB1*02:01) can present peptides from

the four herpesviruses and the CNS proteins included in this work.
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Introduccidn
La esclerosis multiple (EM) es wuna enfermedad cronica inflamatoria y

neurodegenerativa del sistema nervioso que se caracteriza por el dafio y pérdida de
oligodendrocitos, desmielinizacion y degeneracion axonal en el sistema nervioso central
(SNC). Los oligodendrocitos (OL) son células gliales especializadas que proveen soporte a
las neuronas produciendo una capa rica en mielina, que envuelve a los axones neuronales y
favorece la transmision eficiente del impulso nervioso. Esta envoltura lipidica contiene la
proteina proteolipidica (PLP), la proteina basica de mielina (MBP), la glicoproteina de
oligodendrocitos de mielina (MOG), la glicoproteina asociada a mielina (MAG), entre otras
(Riedhammer & Weissert, 2015).

En la EM, la pérdida de la tolerancia inmunoldgica puede provocar la generacion de
células autorreactivas como linfocitos B y T. En particular, la activacion de los linfocitos
Thl7 en la periferia provoca la alteracion de la barrera hematoencefalica, promoviendo la
infiltracion de las células del sistema inmune innato y adaptativo al sistema nervioso central.
Dentro del SNC, los linfocitos T CD8" pueden ser activados por células B que actlian como
células presentadoras de antigenos; esta activacién promueve un estado de inflamacién que
recluta y activa células del sistema inmune innato de la periferia como macrofagos y células
residentes del SNC como microglia, que contribuyen al mantenimiento del estado de
inflamacién (Figura 1) (Dobson & Giovannoni, 2019; Liu et al., 2022; Tian et al., 2022). En
la fase avanzada de la enfermedad se dafian los oligodendrocitos y las células precursoras,
resultando en una remielinizacion insuficiente que compromete la integridad fisica y

funcional de los axones (Dulamea, 2017).
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Figura 1. Activacion de linfocitos T autorreactivos. La interaccion de linfocitos T autorreactivos con células
presentadoras de antigenos dentro de los nddulos linfaticos promueve su infiltracion al SNC a través de la
barrera hematoencefalica. Los linfocitos T activados pueden dafar directamente a las células del SNC o puede
activar a las células inmunes innatas que liberaran citocinas proinflamatorias. (Fuente: Liu et al, 2022)

En la mayoria de los casos, la enfermedad es diagnosticada cuando el paciente presenta
un sindrome clinicamente aislado (CIS), que corresponde a un episodio agudo que afecta a
uno o varios sitios del sistema nervioso central (SNC), que se resuelve sin dejar secuelas. Sin
embargo, la EM se desarrolla antes de manifestar el CIS, pues los pacientes presentan
lesiones inactivas que s6lo pueden ser observadas por imagenes de resonancia magnética
(MRI). De ese primer episodio se pueden derivar ataques subsecuentes de desmielinizacion
y manifestar la esclerosis multiple recurrente-remitente (EMRR), que es la forma maés
frecuente de presentacion clinica (~85% de los casos) y se caracteriza por episodios agudos
de inflamacion en el SNC, seguidos de periodos de recuperacion (Compston & Coles, 2008).

Aproximadamente el 75% de los pacientes con EMRR evolucionan a la esclerosis multiple
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secundaria progresiva (EMSP) diez a 15 afios después del diagnéstico de EMRR, en la cual
las fases de recuperacion son menos frecuentes, provocando un aumento continuo de la
discapacidad. Entre 8 y 10% de los pacientes presentan esclerosis mdultiple primaria
progresiva (EMPP), en la que existe un constante deterioro funcional. La forma menos comun
se denomina esclerosis multiple recurrente-progresiva (EMRP) que afecta a menos del 5%
de los pacientes y se caracteriza por un deterioro neuroldgico continuo desde el inicio de la
enfermedad con brotes ocasionales (Figura 2) (Karussis, 2014; Koukoulitsa et al., 2020;
Lublin et al., 2014).
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Figura 2. Formas clinicas de la EM. La enfermedad inicia con ataques a la cubierta de mielina de los nervios
del SNC, sin que se presenten manifestaciones clinicas. La primera manifestacion puede ser el CIS, que
corresponde a un episodio agudo que afecta a uno o varios sitios del SNC, que se resuelve sin dejar secuelas.
La EMRR es la forma clinica mas comun; se caracteriza por periodos de exacerbacién seguidos de periodos de
recuperacion total o parcial. Después de varios afios, muchos de estos pacientes desarrollan EMSP, donde los
periodos de recuperacion disminuyen y la progresion de la discapacidad continta. Los pacientes con EMPP
exhiben una progresion de la enfermedad desde el inicio de ésta, con un déficit neurolégico gradual. En la forma
menos comin, EMRP, la progresion de la enfermedad es continua desde el inicio, pero presenta recaidas agudas
con una recuperacion total o parcial. (Fuente: Filipp et al, 2018)
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Epidemiologia

La EM afecta principalmente a adultos jovenes de 20 a 40 afios, con una edad media
de inicio de 30 afios, es mas frecuente en mujeres en relacion de 2:1 (M:H). Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia media mundial de EM aumento de
2008 a 2020, de 30 a 36 casos por cada 100,000 habitantes EI nimero de personas afectadas
con EM es creciente pues se estima en més de 2.8 millones en el mundo demostrado un
aumento casos del 30% en comparacién de los datos obtenidos por la OMS en 2013. La EM
pediatrica es rara, aunque ha aumentado con mas de 30,000 casos diagnosticados antes de los
18 afios con incidencia de 2.9 casos por cada 100,000 habitantes. EI aumento en el nimero
de casos reportados puede deberse a un mayor acceso a herramientas de diagnostico como la
resonancia magnética (MRI), el aumento en el nimero de profesionales (neurdlogos) y
mejores criterios de diagnostico. Sin embargo, dada la participacion de factores genéticos y
ambientales en el desarrollo de la enfermedad, el aumento en el nimero de casos también
pudiera explicarse por una mayor exposicion a estos Ultimos, en especial a algunos virus de
la familia herpesvirus, como se describird mas adelante (The Multiple Sclerosis International
Federation, Atlas of MS, 2020).

La mayor prevalencia de EM se encuentra en América del Norte y Europa (288 y 303
por 100.000 respectivamente) y la menor en Africa Subsahariana y Pacifico Occidental (5
por 100,000 para ambas) (Browne et al., 2014; Walton et al., 2020). En América Latina, la
prevalencia varia de 3.2 a 30 casos por cada 100,000 habitantes, mientras en México fluctla
ente 12 a 30 casos/100,000 habitantes y en las Gltimas décadas se ha convertido en unas de
las principales causas de consulta por enfermedades neuroldgicas y en la principal
enfermedad incapacitante entre jovenes adultos (Figura 3) (Gonzalez & Sotelo, 1995;
Rivera, 2017; Rivera et al., 2014).
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Figura 3. Prevalencia de EM en el mundo. La prevalencia media de EM a nivel mundial el de 36 casos por
cada 100,000 habitantes. Sin embargo, algunos paises presentan una prevalencia mayor a 300 casos por cada
100,000 habitantes. (Fuente: https://www.atlasofms.org/map/global/epidemiology/number-of-people-with-ms)

Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la EM dependen de la zona afectada en el SNC. En los
pacientes con EM se presentan zonas con desmielinizacion tanto en la materia blanca como
en la materia gris del cerebro y la médula espinal; en las etapas tempranas de la enfermedad,
los axones y las neuronas se conservan, sin embargo, la progresién de la enfermedad produce
una pérdida axonal gradual que se correlaciona con la discapacidad del paciente. Los
sintomas pueden ser sensoriales 0 motores. Los sintomas mas cominmente asociados a la
EM son neuritis dptica unilateral aguda, vision doble debido a oftalmoplejia internuclear
(pardlisis del sexto nervio), pérdida sensorial facial (neuralgia del trigémino), ataxia
cerebelosa, nistagmos, mielopatia parcial, sintoma de Lhermitte, debilidad asimétrica de las
extremidades e incontinencia de urgencia o disfuncion eréctil (Brownlee et al., 2017).

La neuritis optica (NO) es el primer evento desmielinizante en aproximadamente el
20% de los pacientes con EM y se desarrolla en aproximadamente 40% de los pacientes
durante el curso de la enfermedad. Se caracteriza por pérdida unilateral de la vision o de la
vision de color y dolor al movimiento del ojo.

La escala EDSS (Expanded Disability Status Scale) mide la discapacidad producida

por la EM, asignando numeros del 0 al 10 (Figura 4). La evolucién es particular en cada
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paciente y depende de factores aun no entendidos. Por ejemplo, una EDSS de 6 implica que
el paciente requiere de un baston para caminar. En promedio, los pacientes con EM alcanzan
esta discapacidad a los 59 afios, 0 27.9 afios después del diagndstico inicial de la enfermedad.
Aproximadamente 20% de pacientes estaran postrados en cama u hospitalizados 15 afios

r

después de la aparicion de los primeros sintomas de EM (Rolak, 2003; Sara & Ruth, 2020).iske!

R
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Figura 4. Escala del estado de discapacidad expandido. Se utiliza para evaluar la progresion de la enfermedad
a través de puntuaciones de 0 a 10. (Fuente: https://www.msonetoone.ch/en/)

Patogénesis y patologia

Las células T CD4" son consideradas las iniciadoras de la patogénesis de la EM, ya que
se ha observado una expansion clonal de células T autorreactivas en presencia de
componentes del SNC. Sin embargo, se desconoce cual de las subpoblaciones de linfocitos
T CD4" (Thl, Th2, Th9 y Thil7) es responsable de iniciar la enfermedad (Murphy et al.,
2010; Watson et al., 2011).

La poblacion Thl produce y secreta citocinas proinflamatorias como IFN-y,
interleucina-2 (IL-2) y el factor de necrosis tumoral ay B (TNF-a y TNF-), que promueven
la activacion de macrofagos y microglia que provocan dafio a la mielina (Kostic et al., 2015).
La poblacion Th2 regula la respuesta del sistema inmune, pero su funcion parece estar
alterada en la EM (Podbielska et al., 2018).

Los linfocitos Th9 (productores de IL-9), estimulan a los astrocitos para que expresen
un ligando de quimiocina (CCL20) que favorece la migracion de linfocitos T CD4" Th17
(Deng et al., 2017; Elyaman & Khoury, 2017; Kostic et al., 2015). Estas células a su vez,

producen una gran cantidad de citocinas proinflamatorias como IL-17A, IL-17F y TNF-a,
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que alteran la permeabilidad de la barrera hematoenceféalica, permitiendo la entrada de otras
células inmunologicas (McGinley et al., 2018).

Las células T reguladoras naturales (nTreg) y las células T reguladoras adaptativas
(Treg-1, Th3 y algunas poblaciones de linfocitos T CD8") son esenciales para controlar la
respuesta inmune generada por las células efectoras. Aunque existe un numero similar de
células T reguladoras en pacientes con EM y en individuos sanos, estas células presentan una
funcion reducida en la regulacion de poblaciones autorreactivas en los pacientes con EM
(Fletcher et al., 2010; Mallucci et al., 2015).

Ademas de los linfocitos T, las células B también participan en el desarrollo de la EM;
en pacientes que presentan una mayor presencia de células B y células plasmaticas que otras
poblaciones del sistema inmune dentro del liquido cefalorraquideo, la velocidad de la
progresion de la enfermedad aumenta y la presencia de agregados de células B en las lesiones
acelera la necesidad de uso de baston o silla de ruedas (Jain & Yong, 2022). Durante la fase
de remision, las células B pueden migrar a través barrera hematoencefalica y transformarse
en celulas plasmaticas dentro del SNC, donde sintetizan inmunoglobulinas, principalmente
IgG1 e 1gG3 que reconocen péptidos intracelulares propios que podrian generarse por la
muerte celular generada por la inflamacion dentro del SNC. También se ha identificado la
participacion de los linfocitos B independientemente de la generacion de anticuerpos ya que
se ha reportado que pacientes que han recibido tratamientos que disminuyen el nimero
linfocitos B, pero no el de células productoras de anticuerpos (linfocitos B que han madurado
a células plasmaticas) presentan una disminucién en la actividad de la enfermedad. Los
linfocitos B pueden actuar como células presentadoras de antigenos que activen a las células
T autorreactivas que ya se encuentran en la zona de la lesién (Cencioni et al., 2021;
Podbielska et al., 2018). A diferencia de otras enfermedades autoinmunes como lupus
eritematoso y artritis reumatoide donde se presentan deficiencias en la tolerancia central y
periférica de los linfocitos B, en la EM sélo se han reportado deficiencias en la tolerancia
periférica, este fendbmeno podria ser consecuencia de actividad deficiente que presentan los
linfocitos T reguladores de los pacientes con EM (Li et al., 2018).

La inflamacidn esta presente en todas las etapas de la EM, pero es mas pronunciada en
las fases agudas. En las lesiones tempranas hay invasion de células del sistema inmune y

ruptura de la barrera hematoencefélica. Los macrdfagos representan la poblacion mas
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abundante en el infiltrado, seguido por las células T CD8", células T CD4", células B y
células plasmaticas (Dendrou et al., 2015). Con la progresion de la enfermedad los astrocitos
forman cicatrices denominadas placas escleroticas, de donde deriva el nombre de esclerosis
maultiple (Lassmann, 2013). Existen lesiones activas, lesiones en expansion, lesiones
inactivas y regiones de remielinizacion. Las lesiones activas se clasifican de acuerdo con el
dafio producido y el tipo de células involucrado. Las lesiones agudas son de tipo I a Il y las
cronicas de tipo 1V. Las lesiones de tipo | se caracterizan por estar bien definidas, presentar
desmielinizacion activa producida por macrofagos fagociticos, infiltracion de células T y
presencia de microglia. En las lesiones de tipo Il hay una mayor infiltracion de linfocitos T
y mayor nimero de macrofagos con mielina en su interior; ademas, se pueden identificar
inmunoglobulinas como 1gG y moléculas del complemento en los sitios de desmielinizacion.
En las lesiones de tipo Ill, las regiones de lesion que previamente estaban definidas ahora
son difusas, se observan oligodendrocitos en proceso de muerte. Por ultimo, en las lesiones
de tipo IV hay mayor infiltracion de células T, macrofagos activados y microglia; ademas,
se observa expansion de la desmielinizacion debido a la muerte de oligodendrocitos en las

zonas adyacentes a la region de la lesién (Figura 5) (Lucchinetti et al., 2000).

23



Acute white-matter lesions — immunologic patterns Chronic white-matter lesions

LN, |

Smoldering

( ‘ / e ”t_h a“‘*\ “'A%\)& Microglia
/ 7“;? _}« 2 TR/ .. , //vl . / ‘9 —y >
7] T 7 : “6 A 4-&';;,).t.‘('.,,‘.p.,g., V.‘/\'—\

/- | — L 5 ¢ . )

Subpial cortical lesions

mﬁ'// T cell g}

Macvophage i oligodendrocyte

@)
Y\

Apoptotic Chronic inactive

/ ‘, by Microglia
V| \\ “Qﬁd
Region of -
demyelination Degeneration of p
inner myelin loops Remyelinated

Figura 5. Patologia de la EM. En las etapas tempranas de la enfermedad, las lesiones se presentan
principalmente en la materia blanca, en donde se concentran los axones neuronales. A medida que avanza la
enfermedad, el dafio se expande a la materia gris, en donde se encuentran los cuerpos neuronales. Las lesiones
activas se clasifican en 4 tipos: el tipo | se caracteriza por la presencia de macréfagos y linfocitos T, cuyo
infiltrado aumenta en el tipo 11, al que se agrega la deposicién de inmunoglobulinas y moléculas del sistema de
complemento. En el tipo 111 se observan oligodendrocitos en proceso de apoptosis acompafiados de regiones de
desmielinizacion. En las lesiones de tipo 1V se pueden observar diversos procesos, como la remielinizacion de
los axones, la disminucién de la inflamacion sin remielinizacion o una degeneracion constante por inflamacion.
(Fuente: Reich et al, 2018)

Etiologia

La EM es causada por desregulacion del sistema inmune producida por factores
genéticos y ambientales aun desconocidos. Entre los factores ambientales se han reportado
infecciones por virus pertenecientes a la familia de los Herpesviridae como los virus Epstein-
Barr (VEB), varicela zoster (VVZ), herpes virus simple 1 (HVS-1) y herpesvirus humano 6A
(HHV-6A) (Carneiro et al., 2022; Fierz, 2017; Pérez-Saldivar et al., 2021; Veroni et al.,
2015). En las personas con una infeccion previa con VEB, el riesgo de desarrollar EM se

incrementa 15 veces si la infeccion fue durante la infancia y 30 veces si ocurrié durante la
adolescencia (Bjornevik et al., 2023; Soldan & Lieberman, 2023).



Como se describid en el apartado de Epidemiologia la prevalencia de EM es mayor en
América del Norte y Europa y menor en Africa Subsahariana y Pacifico Occidental (Browne
et al., 2014; The Multiple Sclerosis International Federation, Atlas of MS, 2020). Estudios
de migracion de poblaciones concluyen que, si la migracion ocurre durante la infancia, los
individuos adquieren la prevalencia de la region de destino, mientras que si ocurre mas tarde
mantienen la prevalencia de la region de origen (Cabre et al., 2005).

Otros factores ambientales que han sido mencionados en el desarrollo de la EM
incluyen baja exposicion al sol, deficiencia de vitamina D, indice de masa corporal alto, y
tabagquismo (Kakalacheva & Lunemann, 2011). El organismo produce la vitamina D cuando
la piel se expone directamente al sol, por lo que es posible que la mayor prevalencia de EM
en América del Norte y Europa pudiera tener un componente ambiental en el que su
poblacién no tiene suficiente exposicion al sol durante el afio. Numerosos estudios reportan
que el consumo de vitamina D durante la adolescencia puede tener efectos protectores contra
el desarrollo de la enfermedad (Plantone et al., 2022).

El tabaquismo ha sido sefialado como un factor de riesgo debido a que la tasa de brotes
en pacientes con EM fumadores es mayor gue en los no fumadores y a que los pacientes que
han dejado de fumar por mas de diez afios presentan una mejor respuesta a los tratamientos
(como INF-B), comparado con aquellos que han suspendido el tabaquismo por 12 meses
(Petersen et al., 2018).

Se ha reportado una predisposicidn genética para el desarrollo de la EM, aunque aun
no se conocen todos los genes de susceptibilidad. Los genes de mayor relevancia se
encuentran en variantes del antigeno leucocitario humano (HLA), también conocido como
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Las moléculas codificadas por el HLA
cumplen distintas funciones durante la presentacién del antigeno, en el sistema de
complemento y en las respuestas inmunes innatas y adaptativas (Lysandropoulos et al., 2017,
Matzaraki et al., 2017). Al parecer los alelos HLA 11 como el HLA-DRB15 desempefian un
papel importante en el desarrollo de la EM debido a la reactividad cruzada del receptor de
células T (TCR) de clonas de células T CD4+ especificas a péptidos de proteina béasica de
mielina (MBP); estas células linfoides también pueden reconocer péptidos del virus Epstein-
Barr. No solo el alelo HLA-DRB15 exhibe esta reactividad cruzada; otros alelos de clase 11,

como HLA-DQw®, pueden reconocer multiples péptidos. Este alelo puede estimular a los
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linfocitos T con péptidos de herpesvirus como el herpesvirus humano 6 (RIVVRRRLIR),
pero también con autoantigenos de proteinas del SNC como la metaslatina 1
(FVYSRGRKLYV) (Martin et al., 2021; Sospedra et al., 2006). Algunos alelos de HLA
parecen provocar mayor susceptibilidad para el desarrollo de EM. EI alelo HLA-
DRB1*15:01 es el mas mencionado, aunque también se han descrito los alelos HLA-A*03,
HLA-B*07. Se han reportado también alelos asociados con una reduccion de la
susceptibilidad a la EM, como el HLA-A*02:01 o el HLA-B*44:02) (Yaldizli et al., 2016).

Complejo principal de histocompatibilidad de clase |

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | se
expresan en todas las células que tienen nicleo y reconocen antigenos de origen citosélico o
nuclear. Las moléculas de clase | son codificadas por varios genes y son clasificados como
genes clasicos (la) o genes no clésicos (Ib). Los genes clasicos incluyen a HLA-A, -B, -C,
mientras que los genes no clasicos incluyen a HLA-E, -G, -F (Downs et al., 2016). La

expresion de MHC | es inducida por IFN-a., -B y -y.

Las moléculas de clase | estan compuestas por dos cadenas polipeptidicas: una cadena
o dispuesta en tres dominios (al, a2 y a3) y una segunda cadena denominada f-
microglobulina. La region de unién del péptido y de reconocimiento del linfocito T se
encuentra en los dominios al y a2; el dominio a3 es necesario para el reconocimiento del
receptor CD8. La cadena -microglobulina interactta con el dominio a3.

Cuando antigenos extrafios son reconocidos en el ndcleo o citoplasma se marcan para
su degradacion a través de la union de ubiquitina; la degradacion de los antigenos se lleva a
cabo principalmente mediante proteolisis en el proteasoma 20S/26S. La traslocacion de los
péptidos del citoplasma al reticulo endoplasmico (RE) es llevada a cabo por la proteina
transportadora asociada al procesamiento de antigenos (TAP), la cual transporta péptidos de
entre 8 y 16 aminoacidos.

En el RE la proteina chaperona tapasina se une al HLA y el complejo es estabilizado
por la union de dos chaperonas residentes mas, calreticulinay ERp57, formando el complejo
de carga del péptido (PLC). Cuando los péptidos se estabilizan por la union al MHC, el
complejo péptido-MHC puede dejar el RE y ser presentado en la membrana plasmatica
(Figura 6) (Blander, 2016; Murat & Tellam, 2015).
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Figura 6. Presentacion de antigenos por el MHC clase I. Los antigenos presentados por esta molécula tienen
un origen nuclear o citoplasmico, si es RNA mensajero, este es primero transcrito a proteina, la cual sera
degradada por el proteasoma. Los péptidos generados son transportados por la proteina TAP al reticulo
endoplasmico donde se uniran a una molécula de MHC 1. Este complejo péptido-MHC es transportado a la
membrana plasmatica para ser reconocido por un linfocito T citotoxico. (Fuente: Murat & Tellam, 2018)
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Las moléculas de clase 11 se expresan en células especializadas (células presentadoras
de antigenos, APC) como células dendriticas, linfocitos B y macrofagos y responden a
antigenos de origen extracelular. Estas moléculas estan codificadas por los genes HLA-
DRB1, -DQAL, y -DQBL. La internalizacion de los antigenos puede variar dependiendo de
la célula que reconozca al antigeno: las células B internalizan a los antigenos mediante una
endocitosis mediada por receptor (BCR), mientras que en las células dendriticas la
internalizacion puede estar mediada por macropinocitosis o por fagocitosis (Bretou et al.,
2016).

El HLA 11 esta compuesto por dos cadenas polipeptidicas denominadas a y . Cada
una comprende dos dominios (al - a2 y B1 - B2). En la region conformada por los dominios

aly Bl se localizan los aminoacidos encargados del reconocimiento de los péptidos
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antigénicos. Los dominios a2 y 2 presentan una conformacién de tipo Ig y en el dominio
B2 se encuentra el punto de unién con el receptor CD4 (Wieczorek et al., 2017).

Las cadenas a y p del HLA Il forman un complejo con una molécula denominada
cadena invariable (li). La cadena invariable cuenta con dos dominios de leucina que pueden
ser reconocidos por distintos adaptadores para dirigir a las moléculas de HLA a diferentes
compartimentos: el adaptador de la red trans-Golgi (AP1) induce el transporte a través del
aparato de Golgi hacia un endosoma tardio llamado compartimento del MHC de clase 11
(MIIC); el adaptador de membrana plasmatica (AP2) dirige el transporte hacia la membrana
y su posterior endocitosis en vesiculas de clatrina que son transportadas al MIIC; dentro de
este compartimento, la cadena invariable es degradada, dejando solo un residuo denominado
péptido de la cadena invariable asociado a la clase 11 (CLIP) en la region de unién del péptido
(Roche & Furuta, 2015).

Dentro del MIIC, las moléculas de clase Il requieren de la participacién de la molécula
HLA-DM que evita la degradacion del HLA antes de unirse a los péptidos antigénicos. El
complejo HLA-péptido es transportado a la membrana, donde las vesiculas que contienen el
HLA se fusionan con la membrana plasmaética para presentar el complejo formado por el
HLA y el péptido antigénico a las células T CD4* (Neefjes et al., 2011) (Figura 7).
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Figura 7. Presentacion de antigenos por el MHC clase I1. Los antigenos presentados por esta molécula tienen
un origen extracelular. Las cadenas que conforman el MHC se ensamblan dentro del RE junto con la cadena
invariable (li), este complejo es transportado al compartimiento del MHC Il (MIIC) donde la li es degradada y
sustituida por un péptido. Este completo péptido-MHC es transportado a la membrana para ser presentado a
linfocitos T cooperadores. (Fuente: Neefjes et al, 2011)

El reconocimiento especifico del complejo péptido-MHC por parte del receptor de
células T (TCR) es de suma importancia, pues esta interaccion promueve la activacion
eficiente de la respuesta inmune adaptativa. Cuando esta interaccion es alterada, se
desarrollan diversos padecimientos como las enfermedades autoinmunes, entre las que se

encuentra la esclerosis multiple (Lang et al., 2002).
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Uno de los mecanismos que afectan la interaccion del TCR con el complejo péptido-
MHC es el acoplamiento alternativo, en donde el receptor se une de manera incorrecta al
complejo, reduciendo la afinidad de la interaccion y propiciando la evasion de la seleccion
negativa de clonas autorreactivas dentro del timo. Otro mecanismo que afecta la interaccion
es la estabilidad de los complejos péptido-MHC, cuando a pesar de tener una union inestable
o debil, el reconocimiento por un receptor de células T les provee la estabilidad necesaria y
promueve su activacion (Dendrou et al., 2018).

Como se menciono anteriormente, el alelo HLA-DRB1*15:01 es uno de los mas
comunmente descritos en pacientes con EM. Este alelo pertenece al HLA de clase 11, por lo
que solo podréa ser reconocido por el TCR presente en las células T CD4". Se ha demostrado
que el alelo 15:01 es capaz de formar complejos con péptidos propios, como péptidos
provenientes de la proteina basica de mielina (MBP), o con péptidos externos, como péptidos
derivados de la proteina conocida como antigeno nuclear 1 del virus Epstein-Barr (EBNA-
1). Este reconocimiento de péptidos propios y ajenos (mimetismo molecular) puede provocar
la activacion del sistema inmune adaptativo (Kumar et al., 2013; Parnell & Booth, 2017).

Las evidencias mencionadas sustentan la idea de que el comienzo y desarrollo de la
EM se debe a una respuesta anormal del sistema inmune dirigida por los linfocitos T, que
podrian desencadenar defectos en la tolerancia central y periférica y permitir el
mantenimiento de células autorreactivas, que en un individuo sano serian eliminadas (Filippi
etal., 2018; Reich et al., 2018; Riedhammer & Weissert, 2015).

La respuesta inflamatoria en la EM inicia con la activacion periférica de linfocitos T
autorreactivos, los cuales expresan moléculas de unién (integrinas o4) en su superficie, que
se unen de manera transitoria a moléculas de adhesion celular vascular (VCAM) expresadas
en células endoteliales. Esta unién promueve la migracion de las células T a través de la
barrera hematoencefalica (BHE) interactuando con la VCAM-1 endotelial. Un aumento en
la afinidad de las integrinas a4 y 2 hacia las VCAM permite la adhesion de los linfocitos T
al endotelio, el cual esté regulado por el antigeno asociado a la funcion leucocitaria de alta
afinidad (LFA-1) y sus ligandos endoteliales denominados moléculas de adhesion
intercelular (ICAMS) -1/2. En estas condiciones, los linfocitos T atraviesan el endotelio
mediante diapédesis, y la membrana basal endotelial y la glia mediante la secrecion de las

metaloproteinasas de la matriz (MMP-2 y MMP-9). Una vez dentro del SNC, los linfocitos
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T activados liberan citocinas proinflamatorias que activan la microglia (Figura 8)
(Engelhardt & Ransohoff, 2012; Larochelle et al., 2011; Mallucci et al., 2015).
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Figura 8. Mecanismos de activacion periférica de linfocitos T. Se ha sugerido que las células T autorreactivas
que atraviesan la barrera hematoencefalica y generan inflamacién son activadas por un proceso de mimetismo
molecular al reconocer péptidos propios como antigenos, o por activacion inespecifica, que consiste en la
activacion de células T autorreactivas TCR-independientes, que se encuentran en un ambiente inflamatorio.
(Fuente: Schaeffer et al, 2015)

Receptor de células T (TCR)

La activacion de los linfocitos T requiere de dos sefiales: el reconocimiento del
complejo péptido-MHC por parte del TCR y la interaccién de CD28 con CD80 o CD86 que
se encuentran en la superficie de las células presentadoras de antigeno (APC). Este proceso
se conoce como sinapsis inmunoldgica o cluster de activacion supramolecular (SMAC). Esta
estructura esta compuesta por dos regiones, una region central (c-SMAC), donde se localizan
la mayoria de las proteinas involucradas en la activacion de los linfocitos T, tales como CD3,

CD28, proteina cinasa C6 (PKC#), tirosina cinasa especifica de linfocitos (Lck) y proteina
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cinasa asociada a la cadena zeta (ZAP-70), mientras que la regién periférica de SMAC (p-
SMAC) tiene como funcion estabilizar la union (Zumerle et al., 2017).

El reconocimiento de péptidos extrafios por el TCR es fundamental para la homeostasis
inmunoldgica, ya que de él depende la activacion de una respuesta inmune adaptativa
eficiente. EI TCR es ensamblado a partir de la codificacién de segmentos génicos que se
encuentran separados entre si sobre la linea germinal del ADN, en un proceso conocido como
recombinacion V(D)J. Cada TCR estd formado por dos cadenas (Figura 9): una cadena a,
que esta codificada en uno de 54 segmentos V (variable) y 61 segmentos J (unién); y una
cadena 3 que, ademas de estar codificada por 64-67 segmentos V y 14 segmentos J, cuenta
con 2 segmentos extra llamados D (diverso). A su vez, el heterodimero o3 del TCR esta
conformado por tres segmentos llamados regiones determinantes de complementariedad
(CDRY): los segmentos CDR1 y CDR2 se unen a dominios de la molécula de MHC, mientras
que el segmento CDR3, una region altamente variable puesto que en ella se ubican los
segmentos VJ en la cadena o y V(D)J en la cadena 3, reconocen al complejo péptido-MHC.

En el nucleo celular, la recombinacion V(D)J inicia con el reconocimiento de
secuencias sefial de recombinacion (RSSs) en los extremos de cada segmento V, D y J por
un complejo de proteinas conocidas como genes de activacion de recombinaciéon 1y 2
(RAG1y RAG2). RAG 1 es la encargada de unirse a las regiones RSSs y generar un corte
en el DNA, mientras que RAG2 estabiliza la interaccion de RAG1 con el DNA. Una vez que
se ha llevado a cabo el corte, los extremos del DNA son reparados por enzimas reparadoras
de DNA que forman parte de la via de reparacion clasica de union de extremos no homaélogos
(NHEJ). La recombinacion del receptor se lleva a cabo de manera secuencial: primero se
ensambla la cadena B, uniendo uno de los segmentos D con uno de los segmentos J,
posteriormente se une un segmento V con el segmento recombinado DJ y, por Gltimo, se une
el segmento VVDJ con una de las dos regiones constantes (C). Una vez formada la cadena 3
inicia la recombinacion de la cadena o uniendo un segmento V a un segmento J, y uniendo
estos segmentos recombinados a su Unica region C. Esta recombinacion de segmentos
génicos, acompafiados de la eliminacion e insercion de nucledtidos en las regiones de unién
de los segmentos, son los responsables de generar la diversidad de los TCRs de cada
individuo (Clambey et al., 2014; Schatz & Ji, 2011).
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Figura 9. Recombinacién V(D)J. El ensamblaje del TCR se lleva a cabo durante el desarrollo de los linfocitos
T. El locus de la cadena B es el primero en recombinarse al unir un segmento D con un segmento J para
posteriormente unir este huevo segmento D-J a un segmento V. El locus de la cadena o carece de segmento D
por lo que la recombinacion se realiza entre un segmento V y un segmento J. Durante el proceso de
recombinacion se lleva cabo la delecién e insercion de nucle6tidos entre los segmentos unidos. Por ultimo, la
region entre el segmento recombinado y la regién constante (C) es eliminada por corte y empalme. (Fuente:
Attaf et al, 2015).

El repertorio de TCR incluye todas las combinaciones posibles de receptores que puede
generar cada individuo. Tedricamente se estima que se pueden producir 10 TCR
diferentes. Esta inmensa diversidad permite que el sistema inmune pueda reconocer a una
amplia gama de moléculas. Debido a esto, el proceso de desarrollo y maduracion de los
linfocitos T tiene que ser altamente regulado. El desarrollo de los linfocitos T comienza en
el timo donde se conocen como timocitos, estas celulas carecen de los marcadores tipicos de
los linfocitos T (CD4 y CD8), por lo tanto, se denominan dobles negativos (DN). A su vez,
las células DN se pueden distinguir por los marcadores de superficie que expresan durante
su estadio dentro del timo. Las células DN1 (CD44" CD25) tienen la capacidad de
comprometerse en distintos linaje, por ejemplo, pueden dar origen a células T af}, células
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dendriticas, entre otras. Una vez que se compromete con un linaje, las células DN2 (CD44*
CD25%), migran a la corteza del timo donde iniciard un proceso conocido como seleccion-f
donde los segmentos que daran origen a las cadenas B, y y 6 se reacomodan. Las células que
lograron reacomodar su segmento B, que no expresan CD44, pero si expresan CD25 (DN3),
unen su cadena B con una cadena pre-Ta; esta interaccion promueve la supervivencia y
proliferacion de la célulay la sobreexpresion de los marcadores CD4 y CD8 denominandose
ahora células doble positivas (DP). Es hasta este momento que las células seran seleccionadas
positivamente dentro de la corteza del timo. La cadena pre-Ta. sera sustituida por una cadena
a para finalmente formar un receptor de células T maduro, que interactuara con complejos
péptido-MHC presentes en las células epiteliales corticales, esta interaccion promueve la
diferenciacion de células doble positivas a células positivas simples (SP) pues expresaran
CD4 o CD8 ademés de expresar el receptor de quimiocina CCR7. Solo aquellos que
presenten una afinidad adecuada sobreviviran, mientras que aquellas que presenten una
afinidad baja seran eliminadas por apoptosis. Por Gltimo, las células que fueron seleccionadas
positivamente migran a la médula del timo para ser seleccionadas negativamente. La
seleccidn negativa consiste en la presentacion de antigenos propios mediante un mecanismo
conocido como factor transcripcional regulador de autoinmunidad (AIRE) que es expresado
por las células epiteliales medulares del timo (MTEC). Los receptores que se unan con una
gran afinidad a los antigenos propios seran eliminados por apoptosis, de hecho, el 98% de
los timocitos son eliminados durante el proceso de seleccion puesto que podrian ser
potencialmente dafiinos (Dzhagalov & Phee, 2012; Kim et al., 2021; Klein et al., 2014; Shah
& Zudiga-Pflucker, 2014). Sin embargo, esta diversidad también representa un desafio para
determinar la especificidad antigénica de cada TCR (Reddy, 2017).

El modelo animal de la EM conocido como encefalomielitis experimental autoinmune
(EAE) ha demostrado la participacion de los linfocitos T en la patogénesis de la EM al
transferir la enfermedad de un animal con EAE a otro mediante la transfusion sanguinea y
no mediante la transfusion de suero Ademas, reafirma el reconocimiento de antigenos propios
por parte del sistema inmune puesto que proteinas del SNC como la proteina basica de
mielina, proteina proteolipidica de la mielina y la glicoproteina de la mielina del
oligodendrocito son utilizadas para iniciar el desarrollo de la EAE (Ransohoff, 2012).

Ademaés, el modelo de EAE y el modelo denominado como encefalitis autoinmune por
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cuprizona (CAE) han propuesto la autoinmunidad de la EM mediada por células T
autorreactivas que provocan inflamacion y desmielinizacion mediante dos modelos: el
modelo “de afuera hacia adentro” que sugiere que las células T se activan en la periferia para
posteriormente atacar al SNC y ¢l modelo “de adentro hacia afuera” que propone que un
proceso citotoxico dentro del SNC desencadena una respuesta autoinmune secundaria.
Mediante la eliminacion de los oligodendrocitos maduros y a pesar de la presencia de
péptidos de la mielina, los linfocitos T no actGan en contra de la mielina. Esto sugiere que un
proceso inflamatorio como la muerte celular no es suficiente para la activacion de la respuesta
inmune ni de la movilizacion de los linfocitos de la periferia al SNC (Gharagozloo et al.,
2022). Distintas técnicas tales como clonacién y secuenciacion de un solo TCR,
espectratipificacion, citometria de flujo y secuenciacién de alto rendimiento han sido

utilizados para estudiar el repertorio de TCR (Fozza et al., 2017; Lossius et al., 2014).

Secuenciacion de alto rendimiento

La secuenciacion de alto rendimiento (HTS) es una potente herramienta capaz de
secuenciar genomas completos o restringirse a regiones especificas de interés, superando las
técnicas convencionales de secuenciacion como la de Sanger, la hibridacion fluorescente in
situ (FISH) o la hibridacion gendmica comparativa (CGH) (Behjati & Tarpey, 2013; Fang et
al., 2014; Kitaura et al., 2016). La HST se ha aplicado al estudio de enfermedades
autoinmunes como la enfermedad de Crohn, donde se ha observado acumulacion y expansion
de linfocitos T activados, lo que sugiere que la inflamacién es mediada por células T CD4".
Sin embargo, no se ha podido identificar cual o cuéles son los antigenos reconocidos por las
células autorreactivas. Con la ayuda de la HST es posible comparar el repertorio del TCR de
pacientes con la enfermedad de Crohn con el fin de identificar clonas de células T que
compartan la region CDR3 (Chapman et al., 2016).

En pacientes con cancer la secuenciacion de nueva generacion ha permitido la
comparacion de las secuencias de TCR de los linfocitos infiltrantes del tumor (TILS) antes,
durante y después de un tratamiento. Una expansion clonal refleja que el paciente esta
respondiendo a un tratamiento, mientras que una nula o baja expansion indica que los TILs
de este paciente no son capaces de responder. Asimismo, la amplificacion de clonas de

linfocitos T durante el tratamiento de un tumor permiten identificar TCRs que reconocen
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antigenos generados por las células tumorales y, por lo tanto, estas clonas podrian ser
estimuladas para responder de una manera favorable contra el céancer (Choudhury &
Nakamura, 2016).

Debido a que los antigenos que desencadenan la respuesta autoinmune en la EM siguen
siendo desconocidos, el estudio del repertorio de TCR ha sido de gran interés incluso antes
de la aplicaciéon de tecnologias como la HTS. Ademas, tanto en la EM como en otras
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide y la enfermedad celiaca, los estudios
del repertorio de TCR se han enfocado en la cadena B debido a que esta cadena genera la
mayor variabilidad del repertorio, sin embargo, la cadena a también puede generar rearreglos
de su segmento variable, por lo tanto, el estudio de la diversidad de los repertorios de TCR
de ambas cadenas es necesario para caracterizar la evolucién de la enfermedad (Amoriello et
al., 2021).
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Justificacion

La etiologia de la EM sigue siendo desconocida. Se han implicado factores genéticos y
ambientales que inician una respuesta inmune anormal contra la cubierta de mielina de los
nervios del SNC. La patogénesis de la EM inicia con la activacion del linfocito T CD4", que
atraviesa la barrera hematoencefalica y desencadena una cascada inmunoldgica que incluye
la activacion de linfocitos T CD8, linfocitos B y macro6fagos, entre otros. Para la activacion
del linfocito T es necesario el reconocimiento del complejo antigeno-MHC sobre la célula
presentadora de antigeno por el TCR en la membrana del linfocito. El analisis sistematico
del repertorio completo de TCR en los pacientes con EM comparando las fases de brote y en
remision y la tipificacion de los alelos de HLA pueden proporcionar informacion valiosa
sobre el antigeno disparador del episodio de brote en la EM. Debido a la enorme diversidad
del repertorio de TCR la secuenciacion de NGS constituye una herramienta invaluable para
Ilevar a cabo este tipo de estudios.

Hipotesis

Como resultado de la focalizacién de la respuesta inmune en respuesta a antigeno(s)
disparadores el repertorio de TCR de los pacientes con EM en la fase de brote presentara un
menor numero de clonas de linfocitos T comparado con los mismos pacientes en la fase de
remision y con pacientes con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias.

La capacidad de los alelos de HLA de clase 11 de reconocer diferentes péptidos confiere una
ventaja evolutiva; sin embargo, en un contexto inflamatorio, se puede presentar una gran
cantidad de péptidos provenientes de proteinas propias que podrian desencadenar una

respuesta autoinmune.
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Objetivo general

Comeparar el repertorio de TCR en pacientes con EM en fase de brote y de remision con los
de pacientes con otras enfermedades neurologicas inflamatorias e individuos sanos, mediante
NGS.

Comparar la posibilidad de unién con alta afinidad de los péptidos provenientes de
herpesvirus y SNC con los alelos de pacientes con EM, pacientes con OENI e individuos

Sanos.

Objetivos especificos

1. Separar las subpoblaciones de linfocitos T a partir de células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con EM, pacientes con otras enfermedades
neuroldgicas inflamatorias e individuos sanos.

2. Generar bibliotecas de cDNA a partir del RNA obtenido de las subpoblaciones de
linfocitos T.

3. Amplificar y secuenciar las cadenas a y B de los linfocitos T.

4. Analizar el repertorio de TCR de los pacientes con EM en fase de brote y en fase de
remision, pacientes con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias e individuos
sanos.

5. Tipificar los alelos de HLA de los integrantes de cada grupo de estudio a partir del
DNA gendmico obtenido de sangre periférica.

6. Analizar los epitopos provenientes de péptidos de herpesvirus y de proteinas del SNC
que puedan ser reconocidos por los alelos de HLA exclusivos de EM, de OENI e IS.

7. ldentificar los péptidos de VVZ, VEB, VHS-1, HHV-6A y SNC con mayor afinidad

de union a los alelos de HLA en todos los subgrupos de estudio.
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Estrategia experimental

Seleccion de pacientes y toma de muestra

Los pacientes de EM fueron evaluados de acuerdo con los criterios de McDonald del
2010 (Polman et al., 2011) vy, junto con los pacientes con otras enfermedades neuroldgicas
inflamatorias, estudiados en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (México,
Ciudad de México). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica y se solicito el
consentimiento informado de todos los participantes. Se colectd sangre periférica de 10
pacientes con EMRR durante la fase de brote y la fase de remision y de 6 pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI). Se obtuvieron 9 ml de sangre por puncion

venosa, que fue almacenada en tubos estériles.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

La sangre fue mezclada con un volumen de PBS, colocada sobre 2 volimenes de
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich), y centrifugada a 2,000 rpm durante 20 minutos a 25°C,
lo que permitid la separacion en 4 fases: pastilla con el paquete eritrocitario, Histopaque-
1077, concentrado de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y plasma. Se
colectaron las CMSP con una micropipeta y se depositaron en otro tubo estéril. Se lavaron
con PBSy el tubo se centrifugo6 a 2,000 rpm durante 5 minutos a 25°C. Se realiz6 un segundo
lavado con 1 mL de PBS. El botdn celular fue resuspendido en 1 mL de buffer se separacion
(Miltenyi).

Conteo y evaluacion de la viabilidad de las CMSP

Se tomaron 10 uL de la suspension celular y se mezclaron con 40 uL de azul tripano
al 0.4%. Se cargaron 10 uL en una cAmara de Neubauer y se realizo el conteo celular en los
4 cuadrantes de los extremos. Se calculo el nimero de células totales con la siguiente
formula:

Células/ml= total de células contadas x 5 x 10,000/4
Aislamiento de linfocitos T CD4*, CD8" y CD4*, CD25*

Las distintas poblaciones de linfocitos T fueron separadas utilizando perlas magnéticas
acopladas a anticuerpos especificos para cada poblacién (CD4*, CD8" y CD4"*, CD25%). De

acuerdo con los kits utilizados, se separaron primero los linfocitos T CD8".
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El boton de CMSP fue resuspendido en 80 pL de buffer de separacion 'y 20 pL de perlas
CD8 Microbeads (Miltenyi). Las células se incubaron en hielo durante 15 minutos, se lavaron
con 1 mL buffer de separacion y se resuspendieron en 500 pL de buffer para su separacion
magnética en columnas MS (Miltenyi) acopladas a un separador magnético (Miltenyi). Las
columnas se enjuagaron con buffer de separacion antes de aplicar la suspension celular. Se
colectaron las células no retenidas en un tubo estéril, mientras que la poblacion CD8+ se
quedd retenida en la columna. La columna se retiré del separador magnético, las células
marcadas (linfocitos T CD8") fueron eluidas con 1 mL de buffer y se mantuvieron en
refrigeracion.

Las células no retenidas fueron cuantificadas, resuspendidas en 40 pL de buffer, se
agregaron 10 pL de anticuerpo CD4 CD25 CD27%™ T cell biotin cocktail (Miltenyi) y se
incubaron en hielo durante 5 mL. Se agregaron 30 pL de buffer y 20 pL de anticuerpo anti-
biotin Microbeads (Miltenyi) y se incubaron durante 10 minutos. Se ajusté el volumen a 500
uL de buffer y se realiz6 la separacion magnética.

La poblacion CD4" se queda retenida en la columna magnética mientras que la
poblacién de linfocitos T CD4* son eluidos de la columna magnética por gravedad y
colectados en un tubo estéril Esta fraccion enriquecida en linfocitos T CD4" se resuspendio
en 90 pL de buffer y 10 uL de CD25 Microbeads y se incub6 durante 15 minutos. Se lavo
con buffer, se centrifug6 durante 5 minutos a 2,000 RPM vy el boton se resuspendié en 500
puL de buffer para su separacion magnética. La poblacion no retenida en la columna
magnética corresponde a los linfocitos T CD4"CD25", mientras que la poblacidn retenida en
la columna MS corresponde a las células T reguladoras (CD4*CD25%), la cual fue recuperada

aplicando presion con un embolo sobre la columna magnética colocada en tu tubo estéril

Identificacion de poblaciones de linfocitos T por citometria de flujo

Se utiliz6 un citémetro de flujo BD LSFortesa para identificar las distintas poblaciones
y corroborar su pureza utilizando los anticuerpos monoclonales fluorocromados (BioLegend)
de CD3-FITC, CD4-PE, CD8-PB y CD25-APC especificos para cada poblacion. La tincion
se realiz6 agregando 1 pL de anticuerpo por cada millon de células e incubando por 30
minutos a 4°C sin exposicion directa a la luz. La compensacion del citometro de flujo se
realiz6 con 6 tubos de citometria, cada uno con 1x10® CMSP resuspendidas en 300 pL de

PBS y con el siguiente panel de tincion:
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Células sin tefiir. Células con tamafio y granularidad similar a linfocitos T
Ab. CD3-FITC. Linfocitos T
Ab. CD4-PE. Linfocitos T cooperadores
Ab. CD8-PB. Linfocitos T citotoxicos
Ab. CD25-APC. Linfocitos T reguladores
6. Ab. CD3, CD4, CD8 y CD25. Linfocitos T totales
Una vez que se ajusto la compensacion del citometro de flujo y antes de la separacion

ok w0 DD

magnética, se tomé una alicuota de CMSP de cada paciente, que se utilizé como fraccion de
pre-purificacion. Esta fraccion se resuspendié en 200 pL de buffer y se repartio en 2 tubos
de citometria de flujo con 100 pL cada uno; en uno de los tubos no se incluyd ningln
anticuerpo, mientras que en el segundo tubo se afadieron los anticuerpos descritos
anteriormente. Después de centrifugar las 3 poblaciones separadas magnéticamente (CD4",
CD8*y CD4*CD25") se retir6 el sobrenadante, se resuspendieron en 100 pL de buffer MACS
y se agregd 1 uL de cada anticuerpo por cada millén de células, mientras que las células sin
tefiir solo se resuspendieron en 300 pL de buffer MACS. Los tubos fueron agitados en vortex,
se cubrieron de la luz y se incubaron por 30 minutos a 4°C. Una vez incubados, a cada tubo
se le agregd 1 mL de buffer MACS, se resuspendieron las células y se centrifugaron a 2,000
RPM durante 5 minutos 4°C. Por ultimo, se retir6 el sobrenadante, se agregaron 300 pL de
buffer MACS y se agitaron con vortex.
Extraccion de RNA de CMSP

Se utilizo el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Se agregaron 10 uL de B-mercaptoetanol
(B-ME) por cada mililitro de buffer RLT Plus. La muestra descongelada fue resuspendida en
1 mL de PBS, centrifugada por 5 minutos a 1,000 rpm y el boton fue resuspendido en 600
uL de Buffer RLT Plus. Se aplico el lisado celular directamente sobre una columna
QIlAshredder spin column (Qiagen) colocada sobre un tubo de recoleccion de 2 mL y se
centrifugo por 3 minutos a 16,000 rpm. El eluido fue transferido a una columna AllPrep DNA
spin column colocada sobre un tubo de recoleccion de 2 mL y se centrifugd por 30 segundos
a 16,000 rpm. La columna AllPrep DNA spin column se mantuvo a temperatura ambiente

para la purificacion de DNA. El eluido se uso para la purificacion de RNA.
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Se agregd un volumen (600 pL) de etanol al 70% al eluido y se mezcl6 con la pipeta.
Se transfirieron 700 uL de esta mezcla, incluyendo cualquier precipitado a una columna
RNeasy spin column colocada sobre un tubo de recoleccion de 2 mL y se centrifugé por 15
segundos. El nuevo eluido fue desechado puesto que el RNA se retuvo en la columna. Si la
mezcla de eluido y etanol excedia los 700 uL, se centrifugaba el resto en la misma columna,
descartando el eluido en cada centrifugacion.

Se agregaron 350 uL de Buffer RW1 a la columna RNeasy spin column y se centrifugd
por 15 segundos a 16,000 rpm para lavar la columna. Se utilizé el kit RNase-Free DNAse
Set (Qiagen) para eliminar los restos de DNA mezclando 10 pL de la solucién stock de
DNasa | a 70 uL del Buffer RDD. Esta mezcla (80 ul) se agreg6 directamente en la membrana
de la columna y se incub6 a temperatura ambiente (20-30°C) por 15 minutos. Se agregaron
350 uL de Buffer RW1 a la columna RNeasy spin column y se centrifug6 por 15 segundos a
16,000 rpm descartando el eluido. Se agregaron 700 uL de Buffer RW1 a la columna RNeasy
spin column y se centrifug6 15 segundos a 16,000 rpm. Se agregaron 500 pL de Buffer RPE
a la columna RNeasy spin column y se centrifug6 15 segundos a 16,000 rpm. Se agregaron
500 uL de Buffer RPE a la columna RNeasy spin column y se centrifugd 2 minutos a 16,000
rpm.

La columna RNeasy spin column fue colocada en un tubo nuevo de recoleccion de 1.5
mL y se agregaron de 30 a 50 uL de agua libre de RNasa directamente en la membrana de la
columna. Se centrifugd por 1 minuto a 16,000 rpm para eluir el RNA.

En muestras con menos de 1x108 células se utilizé el kit Arcturus PicoPure RNA
Isolation Kit (Roche). Las células se centrifugaron a 3,000 x g por 5 minutos, la pastilla se
resuspendio en 150 pL de Extraction Buffer (XB) y se incubd a 42°C por 30 minutos. Se
centrifug6 a 3,000 x g por 2 minutos, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se
agregaron 150 pL de etanol (EtOH) al 70%. Se afiadieron 250 puL de Conditioning Buffer
(CB) en la columna de purificacion, se incubd la columna durante 5 minutos a temperatura
ambiente, y la columna fue centrifugada en un tubo de recoleccion a 16,000 x g por 1 minuto.
Se agreg6 la mezcla (células + EtOH) en la columna de purificacién de RNA y se centrifugo
durante 2 minutos a 100 x g, y se centrifugd de nuevo a 16,000 x g durante 30 segundos sin
sacar la columna de la centrifuga. Se agregaron 100 pL de buffer Wash Buffer (W1) a la
columna de purificacion y se centrifugo por 1 minuto a 8,000 x g.
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Se agregaron 5 uL de DNase | Stock Solution + 35 uL de Buffer RDD a la columna y
se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 40 uL del buffer
PicoPure RNA Kit Wash Buffer 1 (W1) y se centrifugd a 8,000 x g por 15 segundos. Se
agregaron 100 uL de buffer Wash Buffer 2 (W2) se centrifugd por 1 minuto a 8,000 x g. Se
afiadieron 100 pL buffer Wash Buffer 2 (W2) y la columna se centrifugd por 2 minutos a
16,000 x g; sin sacar los tubos de la centrifuga, se centrifugd a 16,000 x g durante 1 minuto.

La columna se coloco en un tubo de 1.5 mL y se agregaron 11 uL de Elution Buffer
(EB) directamente en la columna. Se incubd la columna durante 1 minuto a temperatura
ambiente, se centrifugé por 1 minuto a 1,000 x g y se realiz6 una segunda centrifugacién por
1 minuto a 16,000 x g para eluir el DNA.

Cuantificacion de la concentracion de RNA

Se utiliz6 el equipo TapeStation System 2200 (Agilent) con la cinta Agilent High
Sensitivity RNA ScreenTape (Agilent) mezclando 1 uL de High Sensitivity RNA Sample
Buffer con 2 uL de RNA.

Sintesis de cDNA

Se utilizd el kit SMART cDNA Library Construction Kit (Clonotech).
Se agregaron los siguientes reactivos en un tubo de PCR:

1-3uL RNA (0.05-1.0 ug de RNA total)
0-2 uL ddH20

1ulL SMART 1V Oligonucleotide
1uL CDS III/3” Primer

5uL VVolumen total

Se mezclaron con la pipeta, se centrifugaron brevemente y se incubaron a 72°C por 2
minutos y a 4°C por 2 minutos.

Se centrifugd brevemente y se agregaron los siguientes reactivos en el mismo tubo de
PCR:

2 uL 5x First-Strand Buffer

1uL 20mM DTT

1uL 10 mM dNTP Mix

1uL SMARTScribe MMLV Reverse Transcriptase

5+ (B)uL  Volumen total
Se mezclaron con la pipeta y se centrifugaron brevemente.
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Se incubaron a 42°C por una hora, después a 4°C para terminar la sintesis de la primera
hebra (First-strand cDNA).
Se agregaron los siguientes reactivos en un tubo nuevo de PCR:

2 uL First-strand cDNA

25 uL Q5 High-Fidelity 2x Master Mix

1ulL 5’ PCR Primer

1uL CDS 1II/2’ Primer

21 uL ddH.0

50 uL Volumen total

Los tubos se centrifugaron y se realizd la reaccion de PCR con las siguientes
condiciones:

95°C 20s

95°C 5s 20 ciclos

68°C 6 min

4°C 00

Purificacion de cDNA

La purificacion de cDNA se llevé a cabo utilizando las perlas AMPure XP Beads
(Beckman) y una base magnética de 96 pozos DynaMag™-96 Side Magnet (ThermoFisher
Scientific). Se agregd un volumen (50 uL) de AMPure XP Reagent a cada tubo, se mezcl6
con micropipeta y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se colocaron
en la base magnética y se incubaron por 5 minutos. Una vez que el DNA es retenido por las
perlas magnéticas, la fraccion liquida se retir6 con una micropipeta de 200 ulL sin quitar los
tubos de la base y se agregaron 200 pl de etanol al 80%, este paso se realizd dos veces. Se
retir6 la mayor cantidad de etanol con una micropipeta de 200 ulL, el resto con una
micropipeta de 20 uL y se dejo secar al aire por 2 minutos con la tapa abierta. Los tubos se
retiraron de la base magnética, se agregaron 25 ulL de Buffer TE bajo en EDTA (Fisher
Scientific) en cada uno, se mezclaron con micropipeta y se incubaron por 1 minuto. Se
colocaron de nuevo en la base magnética e incubaron por 1 minuto o hasta que el
sobrenadante fuera claro. Por altimo, de cada tubo se transfirieron 23 uL del sobrenadante
como cDNA purificado a un nuevo tubo de PCR sin tocar la fraccion sélida que se deposito

en el fondo del tubo.

44



Amplificacion por PCR (Fusion PCR)
Cada cadena fue amplificada por separado; es decir, de cada paciente se hicieron dos
reacciones, una para amplificar TCRa y otra para TCRp.

Se agregaron los siguientes reactivos a un tubo nuevo de PCR:

25 uL Q5 High-Fidelity 2x Master Mix

5l cDNA

1L 10 uM Forward Primer (Smart adaptor)
1uL 10 uM Reverse Primer (TCR a. 0 )

18 uL ddHz20

50 uL Volumen total

Se mezclaron, centrifugaron y se realiz6 la reaccion de PCR con las siguientes

condiciones:
94°C 3 min
94°C 30s
65°C 30s 20 ciclos
72°C 1 min
4°C 00

Purificacion de productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR de fusién se llevo a cabo utilizando la
metodologia para purificar el cDNA con la unica diferencia de que se agregaron 35 pL de
buffer TE y se recuperaron los productos purificados en 33 pL de buffer TE.
Cuantificacion de la concentracién de los productos de PCR

Para la cuantificacion de la concentracion de los productos de PCR se utilizé el equipo
TapeStation System 2200 con la cinta Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent)
mezclando 2 uL de High Sensitivity D1000 Sample Buffer y 2 uL de muestra.

Seleccion de tamafio del producto de PCR

Se utilizo el equipo Pippin Prep (Sage Science) con los cassettes 2% Agarose, dye-free,
w/int stds, Pippin Prep.100-600bp (Sage Science) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La muestra de DNA se ajust6 a un volumen de 30 pL con Buffer TE. Por cada 30
uL de muestra, se agregaron 10 uL de solucion de carga/marcador (Marker L). Transcurrido
el tiempo del protocolo (aproximadamente 4 horas), se agregaron 20 L de buffer TE al pozo

para lavarlo y recuperar el DNA con el tamafio seleccionado.
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Purificacion de productos de PCR seleccionados
La purificacion del producto de PCR seleccionado se llevd a cabo utilizando las perlas

AMPure XP Beads, Beckman, obteniendo un volumen final de 13 uL del producto

purificado.
index PCR
Se agregaron los siguientes reactivos en un tubo de PCR:
25 uL 2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix
5uL Nextera XT Index 1 primer (N7XX) ~Forward
5uL Nextera XT Index 2 primer (S5XX) ~Reverse
10 uL ddH20
5uL Producto de PCR
50 uL Volumen total

Para cada cadena de TCR (o y B) se utiliz6 un primer distinto. Por ejemplo: N701 —
S505 para TCRa y N702 — S506 para TCRp. Se mezclé y centrifug6 cada tubo. Se realizo

reaccion de PCR con las siguientes condiciones:

95°C 3 min

95°C 30s

55°C 30s 8 ciclos
72°C 30s

72°C 5 min

4°C o0

Purificacion de productos de index PCR

La purificacion del producto de index PCR se llevd a cabo siguiendo los mismos pasos
que la purificacion de los productos de PCR seleccionados.
Cuantificacion de la concentracion de los productos de Index PCR

Se utilizo el equipo TapeStation System 2200 con la cinta Agilent D1000 ScreenTape
(Agilent) mezclando 3 puL de D1000 Sample Buffer y 1 uL de muestra. Las muestras fueron
diluidas para tener una concentracion 4nM.
gPCR

Se utiliz6 el equipo Viia7, Appied Biosystems. Los productos de index PCR de todos
los pacientes se colocaron en un solo tubo (pooled library) y se ajustaron a una concentracion

de 10 pM. Se agregaron los siguientes reactivos a un tubo nuevo de PCR:
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5uL SYBR Master Mix

0.1uL 10 uM Hlumina Primer Mix
2.9 uL ddH.0

2 uL 10 pM pooled library

10 pL Volumen total

Se prepar0 el estandar PhiX (Illumina) en las siguientes concentraciones: 40 uM, 20
uM, 10 uM, 5 uM, 2.5, 1.25 uM y 0.625 uM. Se mezcld y se centrifug6. Se realizé la reaccion

de gPCR con las siguientes condiciones:

50°C 2 min
95°C 2 min
95°C 15s 30 ciclos
60°C 1 min

+ curva de fusion (melting)

Secuenciacion de las muestras
Las muestras mezcladas en un solo pool fueron secuenciadas utilizando un cartucho
MiSeq Reagent v3 600-cycles kit (Illumina) en la configuracion de lectura pareada de 300

pares de bases con un equipo MiSeq System (Illumina).

Analisis de los resultados de la secuenciacion del TCR

Los repertorios de TCR fueron analizados usando el algoritmo Tcrip (T cell receptor
immuno-profiler) el cual mapea cada lectura con una secuencia de referencia obtenida de la
base de datos IMGT (the international ImMunoGenetics information system®

http://www.imgt.org), identificando los segmentos génicos del TCR (V, D, Jy C) y las

regiones determinantes de complementariedad 3 (CDR3) de cada paciente.

Anélisis estadistico

Se realiz6 una prueba de normalidad de D’Agostino a todos los datos. Los datos que
pasaron la prueba de normalidad fueron analizados mediante la prueba de t de Student y
aquellos que no pasaron la prueba, se analizaron con la prueba de los rangos de los signos de
Wilcoxon considerando el valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.

El indice de diversidad (DI) de las combinaciones Unicas de secuencias de CDR3 fue

calculado usando el inverso del indice de Simpson:
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Donde K es el numero total de clonotipos, nj es el nimero de secuencias de clonotipos
que pertenecen a i, y N es el numero total de secuencias por las cuales cada clonotipo es

determinado.

Extraccion de DNA de sangre periférica

La extraccion de DNA genomico se realizd con el DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). En un tubo conico de 1.5 mL se agregaron 20 L de proteinasa K, 200 pL de sangre
periférica'y 200 pL de buffer AL, se mezcld por vortex por 15 segundos y se incub6 a 56°C
por 10 minutos. Después de la incubacion, cada tubo se centrifugd brevemente, se agregaron
200 pL de etanol absoluto y se mezclaron por vortex por 15 segundos. Con una micropipeta
se tomo el contenido del tubo y se agreg6 a una columna DNeasy spin column contenida en
un tubo de recoleccién y se centrifugé a 8,000 rpm por 1 minuto. Se agregaron 500 uL de
buffer AW1 a la columna y se centrifugo el tubo a 8,000 rpm por 1 minuto. Se retiro el tubo
de recoleccion que contenia los desechos y la columna se colocd un tubo de recoleccion
nuevo. Se agregaron 500 pl de buffer AW2 a la columna y se centrifugd a 14,000 rpm por 3
minutos. Se retird el tubo de recoleccidon que contenia los desechos y la columna se coloco
un tubo de recoleccion nuevo. Para retirar la mayor cantidad de residuos, la columna se
colocé en un tubo de recoleccion nuevo y se centrifug6 a 14,000 rpm por 1 minuto. Se retir6
la columna del tubo de recoleccién evitando que la columna tocara las paredes y se coloco
en un tubo cénico de 1.5 mL nuevo. Se agregaron 50 pL de buffer AE en la columna y se
incubd por 1 minuto a temperatura ambiente. Cada tubo se centrifug6 a 8,000 rpm por 1
minuto. Para aumentar el rendimiento de obtencion de DNA, el contenido del tubo cénico se
agregd6 de nuevo en la columna, se coloco en el mismo tubo cénico, se incubd por 1 minuto
a temperatura ambiente y se centrifugd a 8,000 rpm por 1 minuto. Cada muestra fue analizada
con un espectrofotometro Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific) para determinar la
concentracion y la pureza, en el pedestal inferior se coloco 1 pL del ADN obtenido
previamente y se selecciond la aplicacion de &cidos nucleicos desde el software del equipo.
Las muestras que tuvieran un valor aproximado de 1.8 en el rango de absorbancia de 260/280
y 260/230 se consideraron como puras. Posteriormente fueron almacenadas a -80°C hasta su

uso.
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Tipificacion de HLA

Se realizé la tipificacion de alta resolucion (3 campos) de HLA clase 11 (DRB1/3/4/5,
DQAL, DQB1, DPAL, DPB1: exones 1-4) utilizando una plataforma de secuenciacion de
alto rendimiento basada en amplicones (Scisco Genetics, Inc., Seattle, Washington). Se
incluyo en el andlisis un conjunto de datos de alelos DQ y DR de diez individuos mexicanos
sanos (HI) publicados por Pérez-Saldivar (Pérez S et al., 2015).

Prediccion in silico de la union de MHC-II y prediccion de epitopos de

anticuerpos

Los genomas completos de EBV, VZV HHV-1y HHV-6A separados en marcos de
lectura abiertos (ORF) (GCF_002402265.1, GCF_000858285.1, GCF_000859985.2 y
KP257584.1, respectivamente) y las siguientes proteinas del SNC: 2',3'-nucleoétido ciclico 3'-
fosfodiesterasa (P09543), proteina de union a &cidos grasos 7 (015540), molécula de
adhesion celular de hepatocitos (Q14CZ8), glicoproteina asociada a mielina (P20916.1),
proteina basica de mielina (AAC41944.1), glicoproteina de oligodendrocitos de mielina
(CAA52617.1), proteina béasica de oligodendrocitos asociada a mielina (Q13878), proteina
proteolipidica (AAA60117.1), procinética-2 (Q9HC23), reticulon-3 (095197), proteina
S100-p (P04271), proteina de ensamblaje de cubierta de clatrina AP180 (060641) y la
transaldolasa (P37837) se descargaron del NCBI.

Las predicciones de union de MHCII se realizaron utilizando el software
NetMHClIpan (ver. 4.1) de la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU) como se describe
en la ref. (Reynisson et al., 2020). La prediccién de epitopos se realizd en los genomas y
proteinas utilizando la herramienta de prediccion de epitopos de anticuerpos proporcionada

por la plataforma IEDB (Base de datos de epitopos inmunes y recursos de analisis).
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Resultados
Grupos de estudio

El estudio incluy6 diez pacientes con esclerosis multiple (EM), seis pacientes con
otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI) y diez individuos sanos (1S) (Tabla
1).

Tabla 1. Datos clinicos y demograficos de pacientes con EM, pacientes con otras enfermedades neurologicas
inflamatorias (OENI) e individuos sanos (IS).

Caracteristicas EM OENI IS
Edad? 31+10 36 +£15 28+3
Sexo (M/F) 416 2/4 5/5
Evolucion (afios)? 8+8 NA NA
Brotes/afio? 15+1 NA NA
EDSS? 4+2.1 NA NA

2 Datos mostrados como la media * desviacién estandar; EDSS, Escala Ampliada de Estado de Discapacidad;
NA, no aplicable

Datos de secuenciacion

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 10 pacientes con EM (en fase de brote
y de remisidn), 6 pacientes OENI y 10 IS y se realiz0 la secuenciacion de alto rendimiento
de las cadenas alfa y beta del TCR. Para la cadena alfa, se obtuvieron un total de 16,051,255
lecturas con un promedio de 433,818 lecturas por paciente. Del total de lecturas, 13,226,594
pertenecen a la region CDR3 (V-J-C) con un promedio de 357,476 lecturas por paciente. Para
la cadena beta se obtuvieron 12,457,659 lecturas totales con un promedio de 336,693 lecturas
por paciente, 8,803,918 lecturas totales de la region CDR3 con un promedio de 237,944
lecturas por paciente (Figura 10).

Entre todos los pacientes se observaron 57 genes V' y 13 genes J pertenecientes a la
cadena beta, con un promedio de 54 genes V, siendo el minimo nimero observado 44 genes
y el maximo 57 y todos los pacientes presentaron 13 genes J. Para la cadena alfa, se
observaron 45 genes V' y 53 genes J entre todos los pacientes, con un promedio de 43 genes

V'y 53 genes J, con rangos maximos y minimos de 41 a 45 y 49 a 55 respectivamente.
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Figura 10. Mapeo representativo de la secuenciacion de alto rendimiento de las cadenas alfa y beta del TCR a

partir de CMSP. El mayor porcentaje de lecturas se realizo sobre los segmentos VJC de ambas cadenas.

Longitud de segmentos CDR3

Para determinar si la fase de la EM puede influir en la diversidad de los repertorios,

se analizé la longitud de los segmentos CDR3 de cada grupo, sin encontrar diferencias

significativas en la distribucién de la longitud de los segmentos (Figura 11).
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Figura 11. Distribucién de longitud del segmento CDR3. La longitud de los segmentos CDR3 (aa) para
ambas cadenas no presenta una diferencia significativa entre los 3 grupos.

Expansion clonal del repertorio de TCR.

Se secuencid el repertorio de TCR de cada paciente y se obtuvo el nimero total de
lecturas de todos los CDR3, mediante el cual se calculd su frecuencia relativa. Las diez CDR3
méas frecuentes de cada paciente fueron identificadas (Figura 12). Durante la fase de
exacerbacion observamos que los diez CDR3 maés frecuentes representan del 20 al 25% del
repertorio total mientras que, durante la fase de remision los 10 CDR3 maés frecuentes

representan del 10 al 15% del repertorio de TCR.
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CASSSTVAGGENIQYF
CASSPPGPTYEQYF
CASWVTSHEQFF
CAITHSEAGEAFF
CAIRPGQTSVEQYF
CASSLDWRGNTHYNEQFF
CATSRLAGETQYF
CSATEGGDNQPQHF
CSAITDSRVEQYF
CASSKAELLSYEQYF
Otras

CASSSDSYEQYF
CSARLAEYEQYF
CASSSQGYEQYF
CSASVLAGGPNEQFF
CSVEDLRTGNYGYTF
CSAREREVEQFF
CASSHGSEQYF
CSARGGLQSETQYF
CSARDGVYEQYF
CAMTPGGTGELFF
Otras
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TRA (CD4) Rel 212

TRB (CD4) Rel 212

Hl CAVRASRDDKIIF Hl CSAAAGGSRTGELFF
Hl CAVDPSGYSTLTF Hl CSARLGTTYNEQFF
Bl CAVSDYKLSF Bl CASKPSGLGSQTDTQYF
Bl CAVMGGGSYIPTF Hl CSVKGAYEQYF
1 CVAIYSTLTF [ CASSRGQGSYNEQFF
Hl CAFMRRITGTASKLTF Hl CASSSAGGLDNEQFF
Bl CAVGIVGGGGNKLTF Bl CSVEMVRGVDTQYF
Hl CAYGNNAGNMLTF Il CASRASGGAEKDTQYF
Il CAYRSRPNFGNEKLTF Il CASRIIRAGADSEQFF
Hl CAGDTGNQFYF Hl CSAFDRASYEQYF
3 Otras [ otras

TRA (CD4) Rem 212 TRB (CD4) Rem 212
Hl CAPLSYSGAGSYQLTF Il CASSDAVETHSPLHF
Bl CAAGAQKLVF Hl CSAPTGSGYEQYF
Bl CAALGGFKTIF Bl CAISASGSHEKLFF
Il CAALYNARLMF Il CASSGPVSYTDTQYF
[ CAAPLSGGYQKVTF [ CSARARGTEAFF
Hl CAAQEVDYGGATNKLIF Hl CASSLDPGVTGELFF
Il CAASDQGTYKYIF Bl CSALRPQGNTEAFF
Hl CAASGTYKYIF Hl CASSGGYLSYEQYF
Hl CAASIKAGNNRKLIW Hl CSARLGTTYNEQFF
Bl CAASIVRGGNKLTF Hl CASSSRTGSNEQFF
[ Otras [ oOtras

TRA (CD4) HC 002 TRB (CD4) HC 002
Il CAASIRGTALIF Il CASSPTVRENTEAFF
Il CAVDSGGYQKVTF Il CSASASLNEQFF
Il CAVPNQAGTALIF Il CSASSTSGGAVSYNEQFF
Il CAYRRGNNNARLMF Il CSASGRGREAFF
[ CVVSDRGSTLGRLYF I CSAPRDRADTQYF
Il CAASRNDYKLSF Il CSARVAGWGTEAFF
Bl CAASIGGGSYIPTF Il CSVEEDRYQPQHF
Il CALKRNRDDKIIF Il CSARRGTESTEAFF
Hl CAFMKPYSGNTPLVF Il CSARYGTGATEAFF
Il CAASPGYSTLTF Il CSGLGTPYNEQFF
[ oOtras [ Otras

Figura 12. Expansion clonal del repertorio de TCR. Porcentaje que representa cada clona dentro del
repertorio de TCR de cada paciente. En colores se muestran las 10 clonas més frecuentes.

Diversidad del repertorio de TCR

Se calculo el indice de diversidad (inverso del indice de Simpson) del repertorio de
TCR de cada paciente y se comparé entre los grupos Brote, Remisién, OENI e IS. Para la
cadena alfa sélo observamos una diferencia significativa (p=0.0127) entre el grupo Brote
(554.8 £ 716) y el grupo IS (1,379 £ 1,171) y entre el grupo Remision (1,071 + 1,445) y el
grupo OENI (139.6 £ 101.5). Los resultados de la cadena beta mostraron una diferencia
significativa (p=0.0145) en el indice de diversidad entre los grupos Remisién (1,507 + 2,480)
y OENI (136.5 + 123.8) (Figura 13).
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Figura 13. indice de diversidad de repertorios de TCR.

Distribucion clonal del TCR

Debido a que no existe una diferencia significativa entre el indice de diversidad de

T
Relapse
n=11

T
Remission

n=11 n=6

OIND

HC

n=10

ambas condiciones, se calculd la expansion clonal del repertorio del TCR mediante la

distribucion de los segmentos CDR3. Los resultados demuestran que el 50% del repertorio

estd compuesto por un menor nimero de clonas para ambas cadenas en la fase exacerbacion

con una diferencia significativa de p = 0.0336, con un promedio de 662 clonas en la fase de

brote y 2,417 en la fase de remision para la cadena alfa, mientras que para la cadena beta se

observan 1027 y 4,014 clonas con una diferencia significativa de p = 0.098 respectivamente

(Figura 14).
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Figura 14. Distribucién de los segmentos CDR3. El 50% del repertorio de TCR esta compuesto por un menor
ntmero de clonas en la fase de brote (662 clonas para la cadena alfa y 1,027 para la cadena beta) comparado
con la fase de remision (2,417 TRA 'y 4,014 TRB).

Riqueza del repertorio de TCR

La riqueza (nimero de clonas unicas) fue menor con una diferencia significativa para
ambas cadenas (TRBA, p =0.0015y TRB, p = 0.0192) en la fase de brote comparados con
la fase de remision. También se observo una diferencia significativa entre la riqueza del grupo

Remision y la riqueza del grupo IS para ambas cadenas (Figura 15).
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Figura 15. Clonotipos tnicos. No solo hay un menor nimero de clonotipos totales en la fase de brote de ambas
cadenas, también se observa un menor nimero de clonotipos Unicos (riqueza) comparado con los mismos
pacientes durante la fase de remisién.

Clonotipos compartidos

Una vez que se separaron los clonotipos Gnicos de cada condicion, se determino
cuantos y cuales clonotipos se compartian entre al menos dos pacientes en ambas fases de la
enfermedad y para ambas cadenas del receptor (Figura 16). Para la cadena alfa, se comparten
entre al menos dos pacientes en fase de exacerbacidén 716 clonotipos Unicos, mientras que
durante la fase de remision 3,760 son compartidos. Para la cadena beta, se comparten 189
clonotipos en la fase de brote y 1,502 en la fase de remision.
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Figura 16. Clonotipos compartidos. El nimero de clonas compartidas entre pacientes es menor en los pacientes
con EM durante la fase de exacerbacion en comparacion de los mimos pacientes durante la remision y de los
pacientes OENI e individuos sanos.

Logos de secuencias de clonotipos compartidos

Para buscar la presencia de algin patrén entre los segmentos CDR3 de cada

condicidn, se realiz6 un logo de secuencia de cada grupo. Se selecciond la longitud de CDR3

mas frecuente de cada grupo para realizar el logo (Figura 17). Los logos de los grupos Brote

y Remisidn, presentan una frecuencia relativa de aminoacidos diferente en la posicion 5 de

la cadena o (cambio de una Alanina por una Guanina) y en la posicion 10 de la cadena p.
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Figura 17. Logos de secuencias de clonas compartidas. Se realizaron logos de secuencia a partir de los
clonotipos compartidos entre grupos. No se observaron diferencias entre los logos de los grupos Remision,
OENI e IS, sin embargo, entre los grupos Brote y Remisidn se presentan cambios de aminoacidos.

Uso de segmentos de unién y variables.

Con el objetivo de identificar qué segmentos de unién y variabilidad de ambas
cadenas del TCR estan presentes en cada grupo, se calculd la frecuencia relativa de 43
segmentos Va y VP, 52 segmentos Ja y 13 segmentos JB (Figura 18). No se encontrd una
diferencia significativa en la frecuencia relativa entre los cuatro grupos; sin embargo, si

podemos observar una tendencia a favorecer el uso de algunos segmentos en particular.
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TRAV usage (parte 1)
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TRAJ usage (parte 1)
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Figura 18. Uso de segmentos de unién y variables.
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Tipificacion y clasificacion HLA 11

Se tipificaron los alelos HLA 11 de cada sujeto. Se obtuvieron un total de 88 alelos

(Tabla complementaria 1), de los cuales 33 eran exclusivos de uno de los dos grupos de

estudio (Tabla 2). Se obtuvieron 20 alelos Unicos de pacientes con EM (7 alelos HLA-DP,
10 alelos HLA-DQ y 3 alelos HLA-DR) y 13 de pacientes OENI (3 alelos HLA-DP, 6 alelos
HLA-DQ y 4 alelos HLA-DR). Ademas, se incluy6 en el analisis un conjunto de datos de

alelos DQ y DR de diez individuos mexicanos sanos (1S) publicados por Pérez-Saldivar
(Pérez S et al., 2015), de los cuales se identificaron 16 alelos Unicos DQ y 5 DR (Tabla 2).

Tabla 2. Tipificacion de alelos de HLA clase 1. Los alelos presentes en mas de un grupo fueron eliminados.

EM

DP DQ DR

DPA1*01:.03/DPB1*02:01 DQA1*01:02/DQB1*02:01 DRB1*04:02

DPA1*01:03/DPB1*104:01 DQA1*01:04/DQB1*03:02 DRB1*14:54

DPA1*01:03/DPB1*11:01 DQA1*02:01/DQB1*02:02 DRB4*01:01

DPA1*02:01/DPB1*10:01 DQA1*02:01/DQB1*06:02

DPA1*02:01/DPB1*11:01 DQA1*03:01/DQB1*05:03

DPA1*02:01/DPB1*14:01 DQA1*03:03/DQB1*03:01

DPA1*02:01/DPB1*18:01 DQA1*03:03/DQB1*03:02
DQA1*04:01/DQB1*02:01
DQA1*05:01/DQB1*04:02
DQA1*05:01/DQB1*06:02

OENI

DP DQ DR

DPA1*01:03/DPB1*01:01 DQA1*01:02/DQB1*03:01 DRB1*04:03

DPA1*01:03/DPB1*03:01 DQA1*01:03/DQB1*03:02 DRB1*11:02

DPA1*02:01/DPB1*04:01 DQA1*03:01/DQB1*06:03 DRB1*13:01
DQA1*05:03/DQB1*03:01 DRB4*01:03
DQA1*05:03/DQB1*06:02
DQA1*05:05/DQB1*03:19

IS

DP DQ DR
DQA1*01:01/DQB1*02:01 DRB1*01:01
DQA1*01:01/DQB1*03:02 DRB1*04:04
DQA1*01:02/DQB1*03:02 DRB1*08:02
DQA1*02:01/DQB1*02:01 DRB1*13:02
DQA1*02:01/DQB1*02:02 DRB1*14:06

DQA1*02:01/DQB1*06:09
DQA1*03:01/DQB1*03:01
DQA1*03:01/DQB1*03:02
DQA1*03:01/DQB1*05:01
DQA1*03:01/DQB1*06:04
DQA1*03:02/DQB1*03:01
DQA1*04:01/DQB1*04:02
DQA1*05:01/DQB1*02:02
DQA1*05:01/DQB1*03:02
DQA1*05:03/DQB1*03:02
DQA1*05:03/DQB1*05:01
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Predicciones de afinidad de union entre alelos HLA y péptidos VZV, EBV, HHV-
1, HHV-6A 0 SNC

Se usaron los alelos de HLA Unicos para predecir su capacidad de presentacion de

péptidos provenientes de proteinas de VZV, EBV, HHV-1, HHV-6A o0 SNC.

Tabla 3. Nimero de péptidos de VZV, EBV, HHV-6A, HHV-1, o SNC con prediccién para unirse a los
distintos alelos HLA.

Péptidos EM OENI IS
Afinidad de Afinidad de Afinidad de
vZV Total union Total union Total union
<50 nM <50 nM <50 nM
DP 1,798,055 1 770,595 2 NA NA
DQ 2,311,785 2 1,541,190 10 3,852,975 3
DR 770,595 1 1,027,460 3 1,284,325 47
Afinidad de Afinidad de Afinidad de
EBV Total union Total union Total union
<50 nM <50 nM <50 nM
DP 2,183,146 84 935,634 4 NA NA
DQ 2,806,902 7 1,871,268 59 4,678,170 2
DR 935,634 4 1,247,416 9 1,559,390 131
Afinidad de Afinidad de Afinidad de
HHV-6A Total union Total union Total union
<50 nM <50 nM <50 nM
DP 2,046,044 52 876,876 7 NA NA
DQ 2,630,628 2 1,753,752 14 4,384,380 8
DR 876,876 9 1,006,364 24 1,461,460 84
Afinidad de Afinidad de Afinidad de
HHV-1 Total union Total union Total union
<50 nM <50 nM <50 nM
DP 1,172,031 49 811,797 1 NA NA
DQ 2,516,283 2 1,677,522 55 4,193,805 1
DR 838,761 7 1,118,320 10 1,397,935 187
Afinidad de Afinidad de Afinidad de
CNS Total union Total union Total union
<50 nM <50 nM <50 nM
DP 220,745 4 69,027 1 NA NA
DQ 304,164 5 202,776 35 506,940 5
DR 101,388 3 135,184 2 168,980 2

VZV, virus Varicela-Zoster; VEB, virus de Epstein-Barr; HHV-1, virus del herpes simple tipo 1; HHV-6A,
herpesvirus humano 6; SNC, Sistema nervioso central; EM, esclerosis multiple; OENI, Otras enfermedades
neuroldgicas inflamatorias; IS, individuos sanos.

Se aplico el método NetMHClIIpan para péptidos de 12 a 18 aminoacidos de longitud.

Esta busqueda arroj6 un resultado de 60 millones de péptidos, en su mayoria (58,3 millones)
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de herpes virus y 1,7 millones pertenecientes a SNC. Estos datos se utilizaron para limitar
aun mas la busqueda de péptidos que el MHCII podria presentar de forma natural y que
mostraran una fuerte afinidad de union igual o inferior a 50 nM (Tabla 3).

Prediccion de epitopos de proteinas VZV, EBV, HHV-6A, HHV-1y CNS

Las proteinas se analizaron utilizando la herramienta de prediccion de epitopos de
IEDB, aplicando una coleccion de métodos que calculan la probabilidad de que una secuencia
de aminoécidos en particular forme parte de un epitopo, en funcion de caracteristicas tales
como hidrofilicidad (Karplus & Schulz, 1985), flexibilidad (Kolaskar & Tongaonkar, 1990)
y antigenicidad (Parker et al., 1986). Las secuencias con un valor por encima de los niveles
establecidos para cada método se consideraron como parte de un epitopo (Figura 19). Se
predijeron un total de 634,521 péptidos, de los cuales 141,118 cumplen con los criterios de
cada método para ser considerados como parte de un epitopo (Tabla 4).
Tabla 4. Prediccidn de epitopos lineales. Las secuencias de aminoacidos de VZV, EBV, HHV-1, HHV-6A y

CNS se dividieron en heptapéptidos y se calculé la probabilidad de formar parte de un epitopo. Se eliminaron
las secuencias repetidas de heptapéptidos con una puntuacion superior a 1.

Numero total Péptidos con Péptidos tnicos con
péptidos un score >1 un score >1

CNS 18,557 11,316 4,822
EBV 169,615 88,685 39,291
HHV-6A 155,926 84,059 39,869
HHV-1 152,036 83,057 37,185
vzZv 138,387 74,267 34,347
Total 634,521 341,384 155,514

VZV, virus Varicela-Zoster; VEB, virus de Epstein-Barr; HHV-1, virus del herpes simple tipo 1; HHV-6A,
herpesvirus humano 6; SNC, Sistema nervioso central
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Figura 19. Prediccion de epitopos lineales. Se realizé la prediccién de epitopos lineales para cada proteina de
SNC y para cada herpesvirus. Las secuencias de aminoacidos con un valor por encima del score definido por
cada método fueron seleccionadas.

Uso de alelos de HLA

La base de datos de 60 millones de péptidos de proteinas VZV, EBV, HHV-6A, HHV-
1 o CNS predichas para unirse a alelos HLA unicos, se utilizo para identificar péptidos
presentados naturalmente por MHCII con la afinidad de uniéon mas fuerte (<50 nM). Se
identificaron los alelos de cada grupo que presentan el mayor numero de péptidos. El alelo
de pacientes con EM DQA1*05:01/B1*04:02 puede presentar todos los peptidos de
herpesvirus y algunos péptidos de VZV y todos los péptidos de CNS son presentados por el
alelo DQA1*03:03/B1*03:02 MS (Figura 20A). Los peptidos de todos los herpesvirus y del
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SNC fueron presentados por los alelos DQA1*05:03/B1*03:01 y DQA1*05:05/B1*03:19 de
pacientes ONID (Figura 20B). El alelo DQA1*04:01/B1*04:02 de IS reconocié solo los
péptidos provenientes de herpesvirus. Los péptidos del SNC y VZV fueron presentados por
los alelos DQA1*03:01/B1*03:01 y DQA1*03:02/B1*03:01 (Figura 20C). Los péptidos de
todos los herpesvirus y proteinas del SNC fueron reconocidos por el alelo DRB4*01:01 de
pacientes con MS, ademaés, algunos péptidos de EBV y HHV también se unen al alelo
DRB1*14:54 MS, el resto de los péptidos de HHV son reconocidos por el alelo DRB1*04:02
(Figura 20D). Los alelos DRB1*11:02 y DRB1*13:01 de los pacientes OIND presentan a
todos los péptidos del SNC y a todos los herpesvirus, el alelo DRB4*01:03 también presenta
algunos péptidos de HHV (Figura 20E). Todos los péptidos de herpesvirus y SNC pueden
ser presentados por el alelo DRB1*01:01 de individuos sanos (Figura 20F); también el alelo
DPA1*01:03/B1*02:01 de pacientes con EM puede presentar péptidos de herpesvirus y SNC
(Figura 20G). Por ltimo, los alelos OIND fueron mas diversos, los péptidos de CNS, VZV
y algunos péptidos de HHV son presentados por el alelo DPA1*01:03/B1*01:01, los péptidos
de EBV y HHV se unen al alelo DPA1*01:03/B1*03:01 y el resto de los péptidos de HHV
al alelo DPA1*01:02/B1*04:01 (Figura 20H).
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Figura 20. Presentacion de péptidos del SNC o de herpesvirus. Se muestran los alelos de cada grupo de estudio
predicho para unirse a péptidos del CNS y herpesvirus con gran afinidad (<50 nM). Es mas probable que los
péptidos sean presentados por un nimero limitado de alelos y, en algunos casos, el mismo alelo puede presentar
péptidos de los tres grupos de proteinas con gran afinidad.

Logos de secuencia de péptidos predichos

Para identificar los motivos de union que podrian ser presentados por los alelos HLA,
se crearon logos de secuencia del nicleo de unién de todos los péptidos predichos para cada
alelo. Los logos de secuencia se realizaron dentro de RStudio utilizando el paquete
ggseqlogo. Encontramos el mismo nucleo de uniéon (YTVGAAASA) perteneciente a un
péptido de VZV presentado por el alelo DQA1*03:03/B1*03:01 de EM (Figura 21A) y el
alelo DQA1*03:01/B1*03:01 de IS (Figura 21B). Ademas de este nucleo de unidn, estos
alelos pueden presentar péptidos del SNC y del HHV que tienen secuencias enriquecidas con
alanina(A) como caracteristica. Los alelos DQ de OIND no reconocen los mismos
aminoéacidos que los grupos EM y IS, pero si pueden presentar nicleos de unién enriquecidos
con alanina (Figura 21C). Aunque los alelos DR de EM no reconocen los mismos nacleos
de unién, los nucleo de union que pertenecen a los herpesvirus tienen aminoacidos con
cadenas laterales hidrofobicas en las posiciones P1, P4 y P9 y aminoacidos con cadenas
laterales basicas en la posicién P6 (Figura 21D). Los nucleos de unién del herpesvirus que
se unen a los alelos DR de IS tienen fenilalanina y leucina en las posiciones P1 y P4
respectivamente, mientras que en la posicion P6 el aminoacido més frecuente es la alanina 'y
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en la posicion P9 puede ser alanina o leucina; estas cuatro posiciones estan representadas por
aminoacidos hidrofébicos (Figura 21E). Al igual que los alelos DQ de OIND, los alelos DR
de OIND no presentan los mismos nlcleos de union, pero si se unen a secuencias con
aminoacidos hidrofdébicos en la posicion P1 y aminoacidos cargados positivamente en las
posiciones P6 y P9 (Figura 21F). Finalmente, los ndcleos de union de los péptidos
seleccionados como los mejores candidatos para unirse al alelo DPA1*01:03/B1*02:01 de
pacientes con EM tienen con mayor frecuencia aminodcidos hidrofébicos como la
fenilalanina (F) en las posiciones P1y P6, mientras que en la posicion P9 pueden tener una
leucina (L) o una valina (V). Curiosamente, los péptidos de EBV, HHV, HHV y VZV
comparten algunas de estas caracteristicas (Figura 21G). Los nucleos de unién de los
péptidos de HHV, VZV y CNS presentados por el alelo DPA1*01:03/B1*01:01 de OIND
tienen aminoacidos hidrofébicos en las posiciones P1 y P9 y &cido glutamico (E) en la
posicion P7; sin embargo, esta posicion no se considera como uno de los residuos de anclaje

del ndcleo de union (Figura 21H).
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Figura 21. Logos de secuencia de nucleos de unidn. Los nGcleos de unidn de los péptidos candidatos de cada
alelo se alinearon para identificar los motivos de unién. A) el alelo DP EM y el alelo DQ IS B) presentan el
mismo nucleo de VZV mientras que los péptidos que se unen al alelo DQ OENI C) se unen a secuencias ricas
en alanina. D) Los ndcleos de unién presentados por los alelos DR EM tienen amino&cidos hidrofébicos en las
posiciones P1, P4y P9 y un aminoécido bésico en P6. E) Las cuatro posiciones de anclaje de los alelos DR IS
estan ocupadas por aminoacidos con cadenas laterales hidrofébicas. F) Los alelos DR OENI no tienen un motivo
de uniodn, pero presentan secuencias ricas en aminoéacidos bésicos. Los alelos G) DP EM y H) OENI, al igual
que los alelos DQ, presentan aminoacidos hidrofébicos en las posiciones P1, P6 y P9.
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Identificacion de proteinas basada en la prediccion de union de alta afinidad de
peéptidos de VZV, EBV, HHV-1, HHV-6A y del SNC a los alelos HLA

Para identificar los péptidos con mayor afinidad y las proteinas a las que pertenecen,
desarrollamos un script interno. Se eliminaron todas las secuencias con baja probabilidad de
presentarse de forma natural en APCs y con una afinidad de union superior a 50 nM, para
centrar el analisis en los mejores candidatos. Cada grupo de estudio se aline6 con las
proteinas de EBV, VZV, HHV-1, HHV-6A y SNC por separado (Tablas 5y 6). Para acotar
aun mas el analisis, se buscaron heptapéptidos con probabilidad de formar parte de un epitopo
(Tabla 4) dentro de las proteinas que resultaron del alineamiento con los péptidos de alta
afinidad.

Los alelos DP de pacientes con EM presentan 10 proteinas de EBV, 13 de HHV, 6 de HHV,
1de VZV y 1 de SNC. Las proteinas virales presentadas por los alelos DP de pacientes con
EM estan involucradas en diferentes procesos como la replicacion de ADN, el ensamblaje de
la capside y la entrada/salida de particulas virales. La Unica proteina del SNC que se une a
los alelos de pacientes con EM es la PLP, que es responsable de la formacion y el
mantenimiento de la mielina, uno de los principales blancos de la enfermedad. Los alelos DP
de los pacientes OENI se unieron a menos proteinas de herpesvirus, con respecto a las
proteinas del SNC, solo se presentd la proteina MOG, proteina que se sabe que esta

involucrada en otras enfermedades autoinmunes o neurodegenerativas.

Por otro lado, algunos alelos DQ de los tres grupos de estudio presentaron las mismas
proteinas, como la proteina pequefia de la capside de VZV vy la proteina grande del tegumento
de EBV. Los alelos OENI fueron los que se unieron a una mayor cantidad de proteinas
virales, mientras que los alelos EM e IS presentaron una menor cantidad, sin embargo, las
proteinas presentadas por ambos grupos son las mismas. En el caso de las proteinas del SNC,
todos los grupos sélo se unieron a la proteina AP180. Finalmente, los alelos EM DR fueron
los que presentaron un menor numero de proteinas en total. Curiosamente, los alelos OENI
e IS son capaces de interactuar con un mayor numero de proteinas virales; estas proteinas
cumplen distintas funciones como la degradacion del ARNm celular, fusion de membranas,
entrada y salida del virus, entre otras. S6lo que en el caso de las proteinas del SNC, los alelos

MS interactian con mas proteinas.
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Tabla 5. Namero de proteinas presentadas por los alelos mas frecuentes de cada grupo.

Alelos DP Alelos DQ Alelos DR
EM OENI IS EM OENI IS EM OENI IS
SNC 1 1 NA 1 1 1 3 2 1
EBV 10 1 NA 2 6 1 2 6 25
VzZV 1 1 NA 2 1 2 1 1 12
HHV-1 6 1 NA 1 6 1 6 5 30
HHV-6 13 1 NA 2 2 1 2 7 21
Tabla 6. Proteinas presentadas con mayor frecuencia por los alelos HLA Clase 1l de cada grupo
\V7AY) EBV HHV-1 HHV-6A CNS
MS Large Large tegument  Glycoprotein O  Tegument Clathrin-coat
tegument . protein UL14 assembly
. protein :
protein protein
Ribonucleotide U7
reductase
subunit 1
OIND Small capsid Large tegument U7 Single-stranded Clathrin-coat
protein protein DNA-binding  assembly
protein protein
HI Large DNA us0 Large tegument  Clathrin-coat
tegument ackagin protein assembly
protein packaging protein
tegument

protein UL25
Helicase-
primase
helicase
subunit
Large tegument
protein

Major capsid
protein
Tegument
protein UL37
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Discusion

La secuenciacion de alto rendimiento ha representado un parteaguas en el analisis
genético de una gran variedad de padecimientos, incluyendo las enfermedades autoinmunes.
Previo a la aplicacion de esta tecnologia, el estudio del repertorio de TCR en pacientes con
esclerosis multiple, por ejemplo, estaba limitado principalmente a la region variable de la
cadena B mediante tecnologias como citometria de flujo y espectratipificacion (Amoriello et
al., 2021), dejando fuera secuencias del repertorio de TCR de pacientes con EM que podrian
aportar informacién importante para el entendimiento de este padecimiento. En este trabajo,
se obtuvieron més de 50 millones de lecturas de las cadenas oy B del TCR de pacientes con
EM durante la fase de brote y remisién, y fueron comparadas con aquellas obtenidas de
pacientes con OENI e IS. Los resultados demuestran la disminucion de la expansion clonal
y del indice de diversidad durante la fase de exacerbacion en los pacientes con EM. Se ha
reportado disminucion del repertorio de TCR debido a procesos como el envejecimiento (Sun
et al., 2022). Sin embargo, el aumento en la clonalidad durante la etapa de remision en los
mismos pacientes y la edad de los pacientes con EM, con OENI y los individuos sanos
permiten descartar esta posibilidad. Otra explicacion podria encontrarse en el proceso
inflamatorio generado durante la fase de brote. El indice de Simpson calcula la probabilidad
de gue dos individuos seleccionados aleatoriamente pertenezcan a la misma especie. Por su
parte, el indice de diversidad, obtenido mediante el inverso del indice de Simpson, toma en
cuenta la riqueza de las especies (el nimero total de clonas) y la uniformidad (abundancia
relativa de cada clona). Por lo tanto, la disminucion en el indice de diversidad durante la fase
de exacerbacién implicaria una menor probabilidad de que diferentes pacientes presenten o
compartan las mismas clonas. Sin embargo, es posible observar clonas compartidas entre los
pacientes durante la fase de exacerbacion. EI numero de clonas compartidas durante la fase
de remision (3,760 TRA y 1,502 TRB, que representan el 2.54% y 0.69% respectivamente
del total de clonas) disminuye significativamente durante la fase de exacerbacion (716 TRA
y 189 TRB que representan el 0.33% y 0.05% respectivamente del total de clonas).

Este reducido nimero de clonas compartidas entre pacientes en brote podria sugerir
la existencia de un repertorio de TCR comun entre pacientes con EM como se ha reportado
previamente (Alves Sousa et al., 2019). El analisis de las secuencias consenso obtenidas de

las clonas compartidas en ambas fases de la EM apoyan esta suposicion. No se observo una
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diferencia estadisticamente significativa en el uso de segmentos de unién o variables entre
los cuatro grupos de estudio. Sin embargo, en el grupo de pacientes con EM en exacerbacion
se observd una mayor frecuencia en el uso de los genes TRBV5, TRBV7-2, TRBV7-9,
TRBVY9, TRAJ40, TRAJ42, TRAJ43, TRAJ45 y TRAJ54 que, de acuerdo con la base de
datos VDJdb (https://vdjdb.cdr3.net/), tienen la capacidad de presentar péptidos de EBV,

citomegalovirus (CMV), virus de herpes simple tipo 2 (HHV-2) y péptidos de humano. Esta
observacion fue realizada también para el gen TRBV4-3 que puede presentar especificamente
el péptido RPHERNGFTVL de citomegalovirus. Hayashi et al., 2021, describio el
enriquecimiento de este gen en pacientes con EM comparado con individuos sanos.

El nimero de alelos unicos de HLA-DP/DQ/DR fue mayor en el grupo de pacientes
con EM (20 pares) en comparacion con los pacientes con OIND (13 pares). Esta diferencia
podria deberse a la diversidad genética de la poblacion mexicana, con una gran carga de
ancestria nativo-americana del sur al sureste de México y europea en el norte de México, es
esta carga genética de ancestria europea la que genera mayores niveles de diversidad
(Barquera et al., 2020). El nimero total de péptidos de EBV, HHV, HHV, VZV y CNS que
se predijo que presentarian estos alelos vario entre los grupos. Se predijo que entre hasta 16,2
millones de péptidos se unirian a los alelos de HLA de clase Il. Sin embargo, una vez que se
seleccionaron aquellos con potencial para actuar como antigenos, el nimero se redujo a 938
péptidos. Las proteinas de EBV, HHV, HHV, VZV y CNS se identificaron a partir de los
péptidos predichos que son presentados con mayor afinidad a los alelos de HLA de clase I,
dando como resultado 128 proteinas capaces de ser presentadas por alelos de HLA-I1I (tabla
complementaria 2). Los alelos de HLA de los pacientes con EM son capaces de presentar
un mayor numero de proteinas virales (44), en comparacion con los pacientes con OENI que
podrian presentar 32 proteinas virales (tabla complementaria 3).

En algunos casos, las proteinas de EBV, HHV, HHV, VZV y CNS mostraron una alta
probabilidad de ser presentadas por el mismo alelo, como DPA1*01:03/DPB1*02:01 en
pacientes con EM. Esto podria dar lugar a una reaccion cruzada, en la que los péptidos virales
presentados por este alelo podrian desencadenar una respuesta inmunitaria contra los
péptidos del SNC. Un escenario similar ocurre con el alelo DRB4*01:01 de pacientes con
EM, que se predijo que puede unirse y presentar todos los péptidos de herpesvirus y del SNC

con alta afinidad. Histéricamente, el desarrollo de la EM se ha relacionado a una infeccion
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previa con EBV; sin embargo, en el caso de la poblacién mexicana de acuerdo a lo reportado
por Sotelo et al., 2014, el virus presente en pacientes mexicanos con EM es VZV, otro
miembro de la familia de los herpesvirus. Nuestros resultados son consistentes con la
hipdtesis de la participacion de factores virales en el desarrollo de la EM, particularmente de
los herpesvirus (Tarlinton et al., 2020). Se ha descrito la presencia de células T autorreactivas
que reconocen péptidos del SNC en pacientes con EM (Lang et al., 2002). Nuestros
resultados demuestran que los pacientes con EM presentan una serie de alelos con alta
afinidad predicha por EBV, VZV y péptidos del SNC que podrian participar en el
desencadenamiento de la enfermedad, una vez que se altera la fase latente de los herpesvirus
(Bar-Or & Li, 2021). Tal es el caso del alelo DQA1*03:03/B1*03:01 de pacientes con EM
que tiene la capacidad de presentar péptidos de CNS 'y de VZV.

La presentacion por un mismo alelo de péptidos que forman parte de diferentes proteinas, o
incluso de diferentes organismos puede deberse a los aminoacidos que se encuentran en las
posiciones de anclaje entre el péptido y la molécula de HLA. Los resultados de los logos de
secuencia demuestran, por un lado, que diferentes alelos como DQA1*03:03/B1*03:01 de
pacientes con EM y DQA1*03:01/B1*03:01 de individuos sanos, pueden presentar el mismo
nucleo de unidon de las proteinas de VZV vy, por otro lado, algunos alelos no presentan el
mismo nucleo de unidn, pero si presentan aminoacidos que comparten caracteristicas como
la hidrofobicidad que se encuentran en posiciones especificas dentro del surco de la molécula
de HLA. La presentacion de un mismo péptido por diferentes alelos puede representar una
ventaja evolutiva para responder eficientemente ante infecciones comunes; sin embargo,
también puede facilitar una respuesta autoinmune. Como demuestran nuestros resultados, un
solo alelo puede unirse a péptidos del SNC, EBV, HHV, HHV y VZV con alta afinidad y
puede presentarse de forma natural a las células del sistema inmunitario. Esta presentacion
cruzada entre péptidos virales y péptidos propios pudiera jugar un papel importante en el
desarrollo o desencadenamiento de recaidas de EM: debido al neurotropismo de los virus
analizados, la presentacion cruzada por estos alelos pudiera despertar la respuesta

autoinmune que ataca la cubierta de mielina, caracteristica de la enfermedad.
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Se ha reportado que los alelos DRB1*15:01 y DQB1*06:02 participan en el desarrollo de la
EM en la poblacion caucésica. Sin embargo, la poblacién mexicana exhibe una mezcla de
ascendencia indigena y europea, y estos alelos no parecen influir en el desarrollo de la EM
(De Silvestri et al., 2019; Flores et al., 2015; Ordonez et al., 2015).

La presentacion de péptidos antigénicos y propios por el mismo alelo puede deberse a una
similitud estructural o de secuencia. Lang et al. demostraron que el mismo receptor de células
T puede interactuar tanto con la proteina basica de mielina (MBP) como con la ADN
polimerasa de EBV (Lang et al., 2002). Una infeccion viral puede generar inflamacion que
dafaré las células circundantes (Sedighi et al., 2022). Después de la migracion al SNC, los
herpesvirus pueden dafar indirectamente las células a través de la inflamacién, que libera
péptidos que pueden ser presentados por las APC. La proteina proteolipidica (PLP) y la
proteina basica de mielina (MBP) son componentes principales de la mielina, y la lisis de las
neuronas durante el proceso inflamatorio puede liberar péptidos autorreactivos (Cavallo,
2020; Greer, 2013). Nuestros resultados demuestran que los alelos de HLA de pacientes con
EM, especificamente el alelo DPA1*01:03/B1*02:01 puede presentar péptidos de la proteina
PLP, ademas, mediante los alelos DQ y DR, es posible presentar péptidos de la proteina de
CNS AP180.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La expansion clonal observada durante la exacerbacion esta representada por un
menor ndmero de clonas, observando clonas que representan mas del 1% del
repertorio de TCR, mientras que durante la fase de remision y en los individuos sanos
ninguna clona representa mas del 1%

El indice de diversidad es menor durante la exacerbacion comparado con los mismos
pacientes durante la remision y con pacientes OENI e IS

El nimero de clonas totales, Unicas y que representan el 50% del repertorio es
significativamente menor en la fase de brote

El nimero de clonas compartidas entre dos 0 mas pacientes es al menos 5 veces menor
durante la fase de exacerbacion

Las secuencias consenso de las regiones determinantes de complementariedad
compartidas entre pacientes con EM durante ambas fases difieren en las posiciones 5
y 10 de la cadena TRA y TRB respectivamente.

Los pacientes con EM en exacerbacion presentan con mayor frecuencia los genes
TRBV5, 7-2, 7-9 y 9y TRAVJ40, 42, 43, 45 y 54. Estos genes tienen la capacidad
de reconocer péptidos antigénicos y péptidos propios.

Los alelos DR de pacientes mexicanos con EM presentan una menor afinidad frente
a los péptidos de VZV y EBV. Es posible que, a diferencia de la poblacién caucésica
donde se ha asociado la participacion del alelo DBR1* 15:01 a la EM, en la poblacion
mexicana los alelos DP y DQ jueguen un papel mas importante en el desarrollo de la
enfermedad.
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Perspectivas

Ampliar la poblacion de estudio para aclarar la importancia de la ancestria de la
poblacion mexicana para explicar, por ejemplo, por qué los pacientes con EM de
ascendencia afroamericana y latinoamericana muestran una progresion mas severa de
los sintomas (Telesford et al., 2020)

Identificar la conformacién del heterodimero de los receptores de células T de los
pacientes con EM, es decir, reconstruir el TCR con sus cadenas a y .

Una vez identificados los heterodimero de TCR, predecir los péptidos que pueden ser
reconocidos por ellos

Aislar las clonas de pacientes con EM que se encuentran con mayor frecuencia
durante la fase de exacerbacion y retarlas con péptidos sintetizados de proteinas de
SNC y herpesvirus que tiene la capacidad de ser presentados por los alelos de HLA
de los pacientes con EM para confirmar la posible reaccién cruzada entre péptidos

propios y externos.
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Material suplementario
Separacion y conteo de células mononucleares de sangre periférica

autoMACS

Nombre de reactivo Marca Numero de catalogo
Buffer salino de fosfatos de Sigma-Aldrich D8537-500ML
Dubelcco (DPBS)

Histopaque-1077 Sigma-Aldrich 10771-500ML
Azul tripano Sigma-Aldrich 302643-25G
CD8 Microperlas, humano Miltenyi biotec 130-045-201
Kit de aislamiento de células | Miltenyi biotec 130-094-775
T reguladoras

CD4*CD25*CD1274m-

Solucién stock MACS BSA Miltenyi biotec 130-091-376
Solucion de enjuague Miltenyi biotec 130-091-222

Preparacion de azul tripano al 0.4%

Disolver 40 mg de azul tripano en 10 mL de agua destilada y agitar

Buffer MACS

Preparar una solucién 1:20 de Solucién stock MACS BSA y Solucion stock MACS BSA

Anticuerpos para citometria de flujo

Nombre Marca Numero de catalogo
CD3-FITC anti-humano Biolegend 981002
CD4-PE anti-humano Biolegend 980804
CD8-PB anti-humano Biolegend 980906
CD25-APC anti-humano Biolegend 985810
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Extraccion de acidos nucleicos (DNA y RNA)

Nombre Marca Numero de catalogo
AllPrep DNA/RNA Kit Qiagen 80284

QIlAshredder Qiagen 79656

RNeasy Mini Kit Qiagen 74106

DNeasy Blood & Tissue Kit | Qiagen 69504

RNase-Free DNase Set Qiagen 79254
2-Mercaptoethanol Bio-Rad 1610710

Arcturus PicoPure RNA Applied Biosystems KIT0204

Isolation Kit

Cuantificacidn y sintesis de cDNA y PCR de fusion

dye-free

Nombre Marca Numero de catalogo
High Sensitivity RNA Agilet 5067-5579
ScreenTape

High Sensitivity RNA Agilet 5067-5580
ScreenTape Sample Buffer

SMART cDNA Library Takara 634901
Construction Kit

Q5 High-Fidelity 2X New England Biolabs MO0492L
Master Mix

Buffer Tris-HCL/EDTA Invitrogen 12090015
AMPure XP Beads Beckman Coulter A63881
High Sensitivity D1000 Agilent 5067-5584
ScreenTape

High Sensitivity D1000 Agilent 5067-5585
Reagents

Gel Cassettes 2% Agarore, | Sage Science CDF2010
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PCR de index

Nombre Marca Numero de catalogo
2x KAPA HiFi HotStart Roche 50-196-5217

Ready Mix

Nextera XT DNA Library [llumina FC-131-1096
Preparation Kit

D1000 ScreenTape Agilent 5067-5582

D1000 Reagents Agilent 5067-5583

Secuenciacion de alto rendimiento

Nombre

Marca

Numero de catalogo

SYBR Select Master Mix

Applied Biosystems

4472908

PhiX Control v3

IHlumina

FC-110-3001

MiSeq Reagent Kit v3

IHlumina

MS-102-3003

Iniciadores de lllumina para gPCR

Primer 1: 5" AATGATACGGCGACCACCGAGAT 3’

Primer 2: 5" CAAGCAGAAGACGGCATACGA 3’

88



Tabla complementaria 1.

Alelos totales de HLA-I1 de pacientes con EM y OENI

HLA-II de pacientes con EM

EM-1 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*02:01:01

EM-6 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*02:01:01

EM-1 DPB1 DPB1*04:01:01 DPB1*10:01:01

EM-6 DPB1 DPB1*11:01:01 DPB1*18:01:01

EM-1 DQA1 DQA1*01:02:01 DQA1*02:01:01

EM-6 DQA1 DQA1*02:01:01 DQA1*03:03:01

EM-1 DQB1 DQB1*02:02:01 DQB1*06:02:01

EM-6 DQB1 DQB1*02:02:01 DQB1*03:02:01

EM-1 DRB1 DRB1*07:01:01 DRB1*15:01:01

EM-6 DRB1 DRB1*04:05:01 DRB1*07:01:01

EM-1 DRB345 DRB4*01:01:01 DRB5*01:01:01

EM-6 DRB345 DRB4*01:01:01 DRB4*01:03:01

EM-2 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

EM-7 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*02:01:01

EM-2 DPB1 DPB1*04:02:01 DPB1*104:01:01

EM-7 DPB1 DPB1*04:01:01 DPB1*11:01:01

EM-2 DQA1 DQA1*04:01:01 DQA1*05:01:01

EM-7 DQA1 DQA1*01:02:01 DQA1*05:01:01

EM-2 DQB1 DQB1*02:01:01 DQB1*04:02:01

EM-7 DQB1 DQB1*02:01:01 DQB1*06:02:01

EM-2 DRB1 DRB1*03:01:01 DRB1*08:02:01

EM-7 DRB1 DRB1*03:01:01 DRB1*15:01:01

EM-2 DRB345 DRB3*02:02:01 DRB345*Not_Present

EM-7 DRB345 DRB3*02:02:01 DRB5*01:01:01

EM-3 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

EM-8 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*02:01:01

EM-3 DPB1 DPB1*02:01:02 DPB1*02:01:02

EM-8 DPB1 DPB1*04:01:01 DPB1*14:01:01

EM-3 DQA1 DQA1*01:04:01 DQA1*03:01:01:01

EM-8 DQA1 DQA1*03:01:01:01 DQA1*04:01:01

EM-3 DQB1 DQB1*03:02:01 DQB1*05:03:01

EM-8 DQB1 DQB1*03:02:01 DQB1*04:02:01

EM-3 DRB1 DRB1*04:02:01 DRB1*14:54:01

EM-8 DRB1 DRB1*04:04:01 DRB1*08:02:01

EM-3 DRB345 DRB3*02:02:01 DRB4*01:03:01

EM-8 DRB345 DRB345*NP DRB4*01:03:01

EM-4 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

EM-9 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

EM-4 DPB1 DPB1*04:01:01 DPB1*04:02:01

EM-9 DPB1 DPB1*04:02:01 DPB1*04:02:01

EM-4 DQA1 DQA1*03:03:01 DQA1*05:05:01

EM-9 DQA1 DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01

EM-4 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*03:02:01

EM-9 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*04:02:01

EM-4 DRB1 DRB1*04:05:01 DRB1*16:02:01

EM-9 DRB1 DRB1*08:02:01 DRB1*14:06:01

EM-4 DRB345 DRB4*01:03:01 DRB5*02:02:01

EM-9 DRB345 DRB3*01:01:02 DRB345*Not_Present

EM-5 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

EM-10 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

EM-5 DPB1 DPB1*04:02:01 DPB1*04:02:01

EM-10 DPB1 DPB1*04:02:01 DPB1*04:02:01

EM-5 DQA1 DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01

EM-10 DQA1 DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01

EM-5 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*04:02:01

EM-10 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*04:02:01

EM-5 DRB1 DRB1*08:02:01 DRB1*16:02:01

EM-10 DRB1 DRB1*08:02:01 DRB1*14:06:01

EM-5 DRB345 DRB345*NP DRB5*02:02:01

EM-10 DRB345 DRB3*01:01:02 DRB345*Not_Present

HLA-I1 de pacientes con OENI

OENI-11 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

OENI-14 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*02:07:01

OENI-11 DPB1 DPB1*04:02:01 DPB1*04:02:01

OENI-14 DPB1 DPB1*03:01:01 DPB1*19:01:01

OENI-11 DQA1 DQA1*03:01:01:01 DQA1*04:01:01

OENI-14 DQA1 DQA1*01:03:01 DQA1*03:01:01:01

OENI-11 DQB1 DQB1*03:02:01 DQB1*04:02:01

OENI-14 DQB1 DQB1*03:02:01 DQB1*06:03:01

OENI-11 DRB1 DRB1*04:07:01 DRB1*08:02:01

OENI-14 DRB1 DRB1*04:04:01 DRB1*13:01:01
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OENI-11 DRB345 DRB345*NP DRB4*01:03:02

OENI-14 DRB345 DRB3*02:02:01 DRB4*01:03:01

OENI-12 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

OENI-15 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*02:01:01

OENI-12 DPB1 DPB1*04:02:01 DPB1*04:02:01

OENI-15 DPB1 DPB1*01:01:01 DPB1*04:01:01

OENI-12 DQA1 DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01

OENI-15 DQA1 DQA1*05:03:01 DQA1*05:05:01

OENI-12 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*04:02:01

OENI-15 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*03:19:01:01

OENI-12 DRB1 DRB1*08:02:01 DRB1*16:02:01

OENI-15 DRB1 DRB1*11:02:01 DRB1*14:06:01

OENI-12 DRB345 DRB345*NP DRB5*02:02:01

OENI-15 DRB345 DRB3*01:01:02 DRB3*02:02:01

OENI-13 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

OENI-16 DPA1 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

OENI-13 DPB1 DPB1*04:01:01 DPB1*04:02:01

OENI-16 DPB1 DPB1*03:01:01 DPB1*04:02:01

OENI-13 DQA1 DQA1*01:02:01 DQA1*05:03:01

OENI-16 DQA1 DQA1*03:01:01:01 DQA1*04:01:01

OENI-13 DQB1 DQB1*03:01:01 DQB1*06:02:01

OENI-16 DQB1 DQB1*03:02:01 DQB1*04:02:01

OENI-13 DRB1 DRB1*14:02:01 DRB1*15:01:01

OENI-16 DRB1 DRB1*04:03:01 DRB1*08:02:01

OENI-13 DRB345 DRB3*01:01:02 DRB5*01:01:01

OENI-16 DRB345 DRB345*NP DRB4*01:03:01

Tabla complementaria 2

Proteinas de herpesvirus y SNC identificadas mediante el alineamiento de los péptidos

presentados por HLA

EBV

Deoxyribonuclease

Envelope glycoprotein B

DNA packaging terminase subunit 1

Helicase-primase helicase subunit

Envelope glycoprotein H

Helicase-primase subunit

Helicase-primase primase subunit

Multifunctional expression regulator

Large tegument protein

Nuclear antigen EBNA-2

Major capsid protein

Nuclear antigen EBNA-3A

Nuclear antigen EBNA-1

Nuclear egress membrane protein

Protein UL49

Protein BARFO, partial

Ribonucleotide reductase subunit 1

Protein G10

Tegument protein UL37

Protein Rta

DNA packaging protein UL32

Protein UL87

Nuclear egress lamina protein

Single-stranded DNA-binding protein

Apoptosis regulator BALF1

Capsid maturation protease

Capsid portal protein

Capsid scaffold protein

DNA packaging tegument protein UL17

Small capsid protein

DNA packaging tegument protein UL25

Virion protein G11

DNA polymerase catalytic subunit

Membrane protein LMP-2A

Envelope glycoprotein 48

Membrane protein LMP-2B

Deoxyribonuclease

Envelope glycoprotein B
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HHV

u10 ui14

U24a IE glycoprotein
u26 Glycoprotein
u29 Glycoprotein B
u3 u40

u30 Glycoprotein H
Major DNA binding protein us0
Helicase/primase complex protein us8
Glycoprotein O u60/66

Ger

Ganciclovir kinase

Major capsid protein

Alkaline exonuclease

u7 Origin-binding protein
Helicase Rep
u2 Drl
Pp41 transactivator u4
Large tegument protein u76
HHV

Capsid portal protein

Envelope glycoprotein G

DNA packaging terminase subunit 2

Envelope glycoprotein H

Nuclear egress lamina protein

Helicase-primase primase subunit

Tegument protein UL37

Large tegument protein

Uracil-DNA glycosylase

Major capsid protein

Envelope protein UL20

Neurovirulence protein ICP34.5

Tegument protein UL14

Nuclear protein UL24

Membrane protein UL45

Ribonucleotide reductase subunit 1

Deoxyribonuclease

Single-stranded DNA-binding protein

DNA packaging tegument protein UL25

Small capsid protein

Envelope glycoprotein B

Tegument protein VP13/14

Helicase-primase helicase subunit

Tegument protein VP22

Nuclear egress membrane protein

Thymidine kinase

Envelope glycoprotein E

Transcriptional regulator ICP4

DNA packaging protein UL32

Ubiquitin E3 ligase ICPO

DNA packaging tegument protein UL17

Virion protein US10

DNA packaging terminase subunit 1

Virion protein US2

DNA polymerase catalytic subunit

Helicase-primase subunit

DNA polymerase processivity subunit

Capsid triplex subunit 2

Envelope glycoprotein D

Envelope glycoprotein G

CNS

PLP proteolipid protein

Rtn3 reticulon-3
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AP180 Clathrin coat assembly protein

MOG myelin oligodendrocyte glycoprotein

CN37 2,3-cyclic-nucleotide-3-phosphodiesterase

HECAM Hepatocyte cell adhesion molecule

\AYS

Large tegument protein

Multifunctional expression regulator

Small capsid protein

Nuclear protein UL24

DNA packaging tegument protein UL25

Ribonucleotide reductase subunit 1

Deoxyuridine triphosphatase

Single-stranded DNA-binding protein

DNA polymerase catalytic subunit

Tegument protein UL37

Envelope glycoprotein B

Tegument protein VP11/12

Envelope glycoprotein H

Envelope glycoprotein |

Helicase-primase helicase subunit

Tabla complementaria 3.

Proteinas virales presentadas por los alelos de HLA de pacientes con EM y OENI

Proteinas virales presentadas por alelos de pacientes con EM

EBV-deoxyribonuclease HHV-U10

EBV-DNA packaging terminase subunit 1 HHV-U24A
EBV-envelope glycoprotein H HHV-GCR
EBV-helicase-primase primase subunit HHV-pp41 transactivator
EBV-large tegument protein HHV-U2

EBV-major capsid protein

HHV-large tegument protein

EBV-nuclear antigen EBNA-1

HHV-DNA packaging terminase subunit 2

EBV-protein UL49

HHV-tegument protein UL37

EBV-ribonucleotide reductase subunit 1

HHV-nuclear egress lamina protein

EBV-tegument protein UL37

HHV-uracil-DNA glycosylase

EBV-DNA packaging protein UL32

HHV-capsid portal protein

EBV-nuclear egress lamina protein

HHV-envelope protein UL20

HHV-U29

HHV-tegument protein UL14

HHV-U30

HHV-deoxyribonuclease

HHV-U7

HHV-envelope glycoprotein B

HHV-helicase/primase complex protein

HHV-DNA packaging tegument protein UL25

HHV-glycoprotein O

HHV-nuclear egress membrane protein

HHV-U3

HHV-membrane protein UL45

HHV-helicase

HHV-helicase-primase helicase subunit

HHV-major DNA binding protein

VZV-large tegument protein

HHV-U26

VZV-small capsid protein
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HHV-major capsid protein

VZV-DNA packaging tegument protein UL25

Proteinas virales presentadas por alelos de pacientes con OENI

EBV-large tegument protein

HHV-helicase/primase complex protein

EBV-capsid maturation protease

HHV-U4

EBV-capsid scaffold protein

HHV-envelope protein UL20

EBV-virion protein G11

HHV-ubiquitin E3 ligase ICPO

EBV-helicase-primase primase subunit

HHV-large tegument protein

EBV-small capsid protein

HHV-single-stranded DNA-binding protein

EBV-membrane protein LMP-2A

HHV-helicase-primase subunit

EBV-membrane protein LMP-2B

HHV-transcriptional regulator ICP4

EBV-tegument protein UL37

HHV-DNA polymerase catalytic subunit

EBV-protein Rta

HHV-capsid triplex subunit 2

EBV-envelope glycoprotein B

HHV-helicase-primase primase subunit

HHV-U7 HHV-DNA packaging terminase subunit 2
HHV-U2 HHV-DNA packaging terminase subunit 1
HHV-DR1 VZV-large tegument protein

HHV-U76 VZV-small capsid protein

HHV-large tegument protein

VZV-envelope glycoprotein |

HHV-US58

HHV-helicase/primase complex protein
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