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Ensayos de unión /Algoritmos 
de predicción

.

Virus Sincitial Respiratorio Humano

Presentación de antígenos a 
células T CD4.

Se expresan en células 
presentadoras de antígeno, como 
monocitos y células dendríticas.

MHC clase II : HLA-DR1, HLA-DR4

● Aún no se dispone de una vacuna 
segura y eficaz que permita 

disminuir el impacto del VSRh en  
salud pública.

● La unión MHC-péptido es la más 
selectiva para determinar 

epítopes de células T 

● Los ensayos de unión 
ofrecen un 

acercamiento 
experimental en la 

búsqueda de blancos 
terapéuticos contra 
diversos patógenos.

-Ensayo de competencia 

-Los algoritmos predictivos, 
tienen ventajas como el fácil 

manejo y bajo costo.

-ARNss-
-11 proteínas 
-Las proteínas G y F son los 
mayores determinantes 
antigénicos.  

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

niños se han 
infectado con el 

virus y 
aproximadamente 

un 50% se ha 
infectado hasta dos 

veces

INTRODUCCIÓN



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

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

los alelos MHC clase II: HLA -DR1 Y HLA - DR4.



2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Predecir valores de afinidad de los péptidos F-137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-

68, G1-58, SH-50 por las moléculas HLA- DR1 y HLA-DR4 mediante el empleo del

algoritmo PROPRED.

● Determinar experimentalmente el porcentaje de unión relativo de los péptidos F-

137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-68, G1-58, SH-50 con las moléculas HLA- DR1

y HLA-DR4.

● Estimar cualitativamente la influencia de la molécula HLA- DM en la interacción de

los péptidos F-137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-68, G1-58, SH-50 con los alelos

HLA-DR1 y HLA-DR4.
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Estructura tridimensional de las moléculas MHC clase II unidas a un ligando peptídico. 

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



Bolsillos de unión
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Molécula DM

Es la encargada de la catalización

del intercambio del fragmento CLIP,

la edición de péptidos y la

estabilización de las moléculas MHC

clase II.

● Su estructura no le permite la

unión a péptidos.

● Posee un papel clave en la

selección de epítopos al

favorecer la presentación de

péptidos con mayor

estabilidad cinética
FUENTE: Yin L1, Stern LJ.Published online 2013 Oct 17. doi:  

10.3389/fimmu.2013.00336



METODOLOGÍA 



Características de los 8 péptidos del Virus Sincitial Respiratorio  evaluados. 

Nombre Proteína Localización Peso molecular Secuencia

Especificidad de unión

SH-50 SH/Proteína de 

envoltura

50-64 1830 FHNKTFELPRARVNT Péptido de baja Unión (Negativo)

F-137 F / Proteína de 

fusión

137-151 1375

LGFLLGVGSAIASGI

Péptido de alta unión solo a HLA-DR1

L-962 L/ ARN polimerasa 962-976 1726 LKTFFNLDNIDTALT Péptido de alta unión solo a HLA-DR4

N-298 N/Nucleoproteína 298-312 1658 AGFYHILNNPKASLL Péptido de alta unión a HLA-DR1 y HLA-DR4

L-832 L/ARN polimerasa 832-846 1738 ADYLLALNSLKLLYK Péptido de alta unión a HLA-DR1 y HLA-DR4

L-449 L/ARN polimerasa 449-463 1745 ETKFYLLSSLSMLRG Péptido de alta unión a HLA-DR1 y HLA-DR4

M-68 M/Proteína Matriz 68-82 1614 PSLRVMINSRSAVLA Péptido de alta unión a HLA-DR1 y HLA-DR4

G1-58 G1/Glicoproteína 58-72 1641 AIIFIISANHKVTLT Péptido de alta unión a DR1 y DR4



¿Cómo evaluar  la unión de los 8 péptidos del Virus sincitial respiratorio 
Humano  a  los alelos MHC clase II: HLA -DR1 Y HLA - DR4?

1.

Determinación del 
porcentaje de 
predicción de 

afinidad 
empleando el 

algoritmo 
PROPRED

2.

Ensayo de unión 

MHC clase II / 

Péptidos

3.

Ensayo de Unión 

MHC clase II/ 

Péptidos/HLA-DM

Determinación del porcentaje de unión relativo 

MHC clase II/péptido

4.



Algoritmo 
PROPRED

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

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


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





Marco peptídico Puntuación de marco peptídico





unión de HA biotinilada = (OD p * 100 % de unión) / OD CP1

% de unión del péptido = (100 - % de unión de HA biotinilada)

OD: Densidad óptica

R: Reacción

OD CP1: Densidad óptica 

control positivo 1

OD p: Densidad óptica péptido 

evaluado

Determinación del porcentaje 

de unión relativo MHC clase 

II/péptido



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Determinación del porcentaje de afinidad de los péptidos 

SH-50,F-137, L-962, N-298, L-832, L-449, M-68, G1-58 

a las moléculas  HLA-DRB1* 0101 y HLA-DRB1*0401 

empleando el algoritmo PROPRED.



Valores de predicción de afinidad de los péptidos evaluados al alelo HLA-DRB1* 0101 

empleando el algoritmo PROPRED

Péptido Secuencia “core” Puntuación marco 

peptídico

% de puntuación marco 

peptídico normalizado 

respecto a  HA

HA Y V K Q N T L K L 1.8 100

SH-50 - 0 0

F-137 F L L G V G S A I 1,5 83

L-962 F F N L D N I D T 1,5 83

N-298 Y H I L N N P K A 2,1 120

L-832 L L A L N S L K  L 1,1 61

L-449 F Y L L S S L S M 2,5 143

M-68 L R V M I N S R S 0,9 50

G1-58 F I I S A N H K V 1,2 67

-Secuencia mínima de 
interacción con las 

moléculas MHC clase II

-Residuos aromáticos 
voluminosos tales como F o 
Y,  favorecen la interacción 
del péptido en la posición 1

-MHC clase II: Glicina en la 
posición 86 de la cadena 

Beta, y arreglo estructural 
generan un bolsillo 

profundo, 
predominantemente 

hidrofóbico.

L J Stern et al.
Marsh et al.

Rammensee, H G



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

Péptido Secuencia “core” Puntuación marco 

peptídico

% de puntuación marco 

peptídico normalizado 

respecto a HA

HA Y V K Q N T L K L 4,5 100

SH-50 - 0 0

F-137 L G F L L G V G S 0,38 8

L-962 F N L D N I D T A 2,8 62

N-298 Y H I L N N P K A 3,7 82

L-832 Y L L A L N S L K 2,8 62

L-449 F Y L L S S L S M 4 89

M-68 L R V M I N S R S 4,4 98

G1-58 F I I S A N H K V 4 89

Residuo de anclaje al bolsillo 1 
es clave para la unión MHC 

II/Péptido.
Vargas L.E. et al 2003

Marek Wieczorek 2017

Hay otros pequeños bolsillos 
4, 6, 7 y 9 dentro del sitio de 

unión del péptido que  juegan 
un papel importante en la 

estabilización o 
desestabilización del 

complejo.

“Susceptibility to HLA-DM 
Protein Is Determined by a 

Dynamic Conformation of Major 
Histocompatibility Complex 
Class II Molecule Bound with 
Peptide.” Journal of Biological 

Chemistry”
Yin, Liusong et al. 2014



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Determinación  experimental de los porcentajes de unión relativos de 

péptidos del VSRh a moléculas HLA-DR1 Y HLA-DR4 en presencia y 

ausencia de HLA-DM



Determinación del porcentaje de unión relativo HLA-DR1 HLA-DR4 /péptido



Determinación del porcentaje de unión relativo HLA DR1- HLA DR4 /péptido/HLA-DM



Comparación del porcentaje de unión de cada péptido con HLA-
DR1 y HLA- DR4 en presencia y ausencia de HLA-DM

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 











RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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Algoritmos de predicción 



PROYECCIONES 

● Evaluar la unión de los péptidos teniendo en cuenta valores de IC50

● Evaluar estabilidad cinética del complejo MHC/Péptido

● Determinar la tasa de disociación y la vida media de unión con los alelos HLA-

DR

● Estudios in vivo de la capacidad antigénica de los péptidos

● Respuesta de linfocitos T

● Producción de citoquinas.


