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LA MALARIA
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P. berghei
P. yoelii

Dificultad cultivo
continuo de P. vivax

Péptidos de P. yoelii
caracterizados
previamente

P. vivax mayor distribucién mundial y

adaptabilidad a temperaturas P. falciparum

P. vivax
Ousmane, 2005.

Introduccion

Orden: Haemosporida

Familia: Plasmodiidae

Género: Plasmodium
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DIAGNOSTICO DE LA MALARIA

SINTOMATOLOGIA
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Introduccion

AMA - 1

MEROZOITO

Micronemas

Roptrias

MSP-1
MSP-3

AMA-1 proteina esencial invasidon merozoito.
Involucrada en respuesta inmune.

Binding of Plasmodium merozoite proteins RON2 and AMA1 triggers commitment to invasion,
Srinivasan P.

Cowman, 2012.



HIPOTESIS

¢Podran los péptidos derivados de regiones conservadas de PyAMA-1
unirse de forma especifica in vitro a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il de ratén, y a su vez inmunogénicos?

Los péptidos derivados de regiones conservadas de PyAMA-1 tienen caracteristicas para ser candidatos
a formacién de quiméricos con futura sintesis y evaluacion de respuesta inmune en modelo murino.



Objetivos

GENERAL

Optimizar péptidos quiméricos derivados de la proteina AMA-1 de Plasmodium
yoelii para el anclaje a moléculas H2-1E9 de ratdn

ESPECIFICOS

1. Determinar la antigenicidad de péptidos derivados de regiones
conservadas de la proteina AMA-1 de P. yoelii




Metodologia 1° objetivo

MANTENIMIENTO BIOMODELO - ANTIGENICIDAD
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BALB/c 6-8 GRp P. yoelii Revision Esplenectomia - Cortes histolégicos
semanas 17XNL parasitemias

Seguimiento sintomas _ Tincion H&E

Sueros ratones

Cultivo parasito Sincronizacion con Microscopia de
sorbitol fluorescencia

Antigenicidad

Péptidos



R= Raton

Resultados Parasitemias

Parasitemia (%)
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Imagen de microscopia al realizar
las parasitemias

El curso de la infeccidn con P. yoelii 177XNL fue 6ptimo y valida la eficiencia del biomodelo murino

empleado.

Carlton J, 2002.

Taylor H, 2001.

Objetivo en microscopio: 100x
Tinciéon: Giemsa




Resultados Cortes histologicos

A. Bazo de ratén sano. B. Bazo de ratén con parasitemia 20%. C. Eritroblasto con formas parasitarias intracelulares.

Dano relacionado a infiltracion masiva de células del sistema inmune.

Cambios propios de la coalescencia entre pulpa roja y blanca en infeccién por Py17XNL

Yong Fu, 2012.



Resultados Cultivo de parasito

ANILLOS (TROFOZO{TOS JOVENES) > TROFOZ0{T0S MADUROS >> ESQUIZONTES

Anillos a partir de 2 hrs - hasta 8 hrs.

Trofozoitos desde 12 hrs - hasta 14 hrs

Esquizontes desde 16 hrs - hasta 20 hrs

A

Duracioén de ciclo completo 18 horas aprox.

Establecimiento de patrén para mantenimiento in vitro del parasito (Ensayos con formas especificas)

Gonzdlez Azcarate, 2013

Objetivo en microscopio: 100x
Laminas de naranja de acridina




Resultados Antigenicidad

2.0

Antigenicidad relacionada a parasitemias en el
momento de sangria, raton 1 con mayor reactividad
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De Jesus R, 2006.



Objetivos

ESPECIFICOS

1. Determinar la antigenicidad de péptidos derivados de regiones
conservadas de la proteina AMA-1 de P. yoelii

2. Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de la proteina
AMA-1 de P. yoelii dependientes de su unién a molécula H2-IE4

3. Disenar y seleccionar in silico péptidos quiméricos con capacidad de
unién a H2-IEd
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Resultados Citometria
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Se evidencia identidad del Anti - DR obtenido y su reconocimiento en sistema murino promoviendo su
utilidad en investigacion.

Gonzalez Dumar, 2014.



Resultados Purificacion CMH

h

A. Western blot y B. Tincién de Coomassie de cada purificacion
realizada en columna de sefarosa.

l

Reconocimiento de la molécula por Anti-DR
especificoy peso 180kDa.

Dot Blot de fracciones recolectadas en proceso de purificaciéon

Se purificé un total de 1.164 mg de molécula CMH
Il en 3 purificaciones.

Kappler, 1983 -  Klein, 1979.



Resultados Uniéon Péptidos - CMH

hy 42910y 42681 péptidos con mayor union a CMH.
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Péptidos Se espera aumento de unién al evaluar los
constructos

Rodriguez J, 2010.



Objetivos

ESPECIFICOS

1. Determinar la antigenicidad de péptidos derivados de regiones
conservadas de la proteina AMA-1 de P. yoelii

2. Seleccionar péptidos derivados de regiones conservadas de la proteina
AMA-1 de P. yoelii dependientes de su unién a molécula H2-IEd

3. Disenar y seleccionar in silico péptidos quiméricos con capacidad de
unién a H2-|E4




Metodologia 3° objetivo

PEPTIDOS QUIMERICOS

Articulacién epitopo B
Disefio epitopo T Previa evaluacion
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Diseno estructura Dimerizacion péptidos Eleccion quiméricos con
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PEPTIDOS QUIMERICOS ANALISIS /¥ ITRO
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TOTAL PEPTIDOS CALCULADOS

42681-n(262)/-c(5) - 42903-n(68)/-c(15) - 42904-n(181)/-c(15)



Resultados Criterios de seleccion

[E-Rank | BA-Rank| IE-Rank | BA-Rank
NORIEd | NORIEd | CTXIEd | CTXIEd

Péptido Secuencia H;;:::;;s Estructura secundaria Helix %]|Sheet "/J Coil %
42681 n53641 |INPWDKYMEKYWHMEKGTRRKPPS [ NO [CCCCCCCHCHHEECCCCCCCCCC | 1304 | 870 | 7826
42681 n80D45 |INPWDKYMEKYYVRHTPQTRHQK [ NO |CCCCCCCHCHEEEECCCCCCCCC | 870 | 1739 | 7391
42903 n303D4 |VYSSNDANNENQF VIAKKPESNRN NO [CCCCHHHHCHHHHCCCCCCCCCC| 3478
42903 n76653 |YSSNDANNENQYKFHKIPAKDKH NO |CCCCHHHHCHHHHECCCCCCCCC | 34,78
42904 34385 |NPNYIMNHPNKRTPEKIENYKDL NO [CCCEECCCCCCCCCHHHHHHCCC | 26,09

42904 n722A7 |TPEKIENYKDLFRNKTPNRRRSW NO |CCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCC| 34.78

Caracteristicas de los 6 constructos seleccionados a partir de 45 péptidos pre-seleccionados.
Porcentajes de subestructuras - Rangos de elucion de peptidoma y afinidad de unién.

Porcentajes altos de Coil resultan favorables al sugerir un acople mas estable con CMH.

Rangos de eluciéon y de unién correspondientes a su proceso de sintesis.




Resultados Constructos 1 - 2

Calculation
ALT EL+BA

YWHMKGTRR

CTX EL+BA

A42681_5S1D

A42681_52D

Porcentaje correspondiente a hélice mayor al
ideal

Sugiere dificultad en el reconocimiento

Porcentaje alto de coil infiere un reconocimiento
mas estable con molécula CMH.




Resultados Constructos 3 - 4

ALT EL+BA +CTX

Calculation

CTX EL+BA

YIAKKPESN

Calculation
ALT EL+8A + CTX

6 CTX EL+BA

FHKIPAKDK

A42903_51D

A42903_52D

Subestructura predominante de coil, sugiere linealidad en la conformacién del péptido con

presencia de poliprolinas

Sugiere reconocimiento estable

Patarroyo MA, 2015.




Resultados Constructos 5 - 6

Calculation Walking Hts |
CTXELBA %
EL+8A 109
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KIENYKOLFRNKTPNRRRSWGPGP GITP

A42904_51D

Porcentaje menor correspondiente a hélice

A42904_52D

Presencia de giros aleatorios segun la posicion de
los residuos.

Porcentaje alto de hélice interfiere el
reconocimiento con molécula CMH.




% de unién a H2-IEd

100+

AU

Suplementarias

Perfil de union de péptidos quimeéricos a
moléculas H2-IE“

e Péptido con mejor perfil

de union 42681

Incremento 55,76%
comparado a nativo.
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CONCLUSIONES

e La antigenicidad presentada por cada péptido al estar en contacto con el suero de
cada ratén es directamente proporcional a la parasitemia presentada por el
individuo en el momento del sacrificio.

<

°

-

® La unién presentada de los péptidos al H2-IE4 demuestra la necesidad de
realizar modificaciones adicionales para mejorar su perfil de unién.

® Se obtuvieron 6 constructos que garantizan la metodologia implementada para
el desarrollo de péptidos quiméricos.

= ® Estos resultados estan incluidos en un articulo préximo a =
a frontiers i

publicacion en la revista Frontiers.




RECOMENDACGIONES

e Continuar con la sintesis de los péptidos quiméricos optimizados, realizar pruebas de seguridad
para su uso in vivo y evaluar la respuesta inmune generada tras la inmunizacién en modelo

murino.

e Realizar disenos adicionales in silico de péptidos derivados de regiones conservadas de diferentes
proteinas presentes en otras especies de Plasmodium spp., con la metodologia implementada en
este proyecto para poder generar mayor numero de candidatos a vacuna que puedan ser

evaluados.






SUPLEMENTARIAS




COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

CMH HUMANO

Region clase |
HLA A, B, C.

Ubicacion:
Mayoria de
nucleadas.

Localizado en
del cromosoma

el brazo corto
6

Sistema HLA

células

Region clase |l
HLA DP, DR, DQ.

Ubicacion:
Macrofagos,  células
dendriticas, células B.

CMH MURINO
- e Localizado en el cromosoma
. o o 17
- _
Sistema H-2
Region clase | Region clase I
H2- K, D, L. H2-IE, IA.
Ubicacion: Ubicacioén:

Presentes en
mayoria de células.

Células presentadoras de
antigeno profesional.

Linfocitos B. .

la



Suplementarias

1,50
1,30
1,10
0,90 c
0,70 |

0,50

Valor de absorbancia

0,30 e

0,10 e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion

A. Columnas 1 -2 patrén para curva
de cuantificacion 3-4 muestras con
réplica.

B. Curva de cuantificacion

Curva aceptable

Validez del ensayo

Se purificé un total de 1.164 mg de molécula CMH

Regresion lineal




Suplementarias

EVALUACION DE CAPACIDAD DE UNION

Molécula CMH

Péptido problema (PP)

Complejo CMH +

Péptido problema +
Péptido biotinado

e
A S .
Anticuerpo Anti - DR

v ) & —mr

N
Complejo CMH +

Péptido control
biotinado (PC)

e
— [ I

A N
b

a”

1. Fijacion Anti-DR, 2. Complejo CMH + PP + PC, 3. Marcaje con estreptavidina
4. Lectura



Suplementarias

RTS, S/AS01

ST .
Fase pre-eritrocitica Eflcafla Il.ml’.ca.da y GHAY VACUNAS
variacion significativa

Fragmento PfCSP entre individuos.
PARA MALARIA?
R21
Proteina CSP - . .
Antigenos de virus Inmunogenicidad en
Hepatitis B modelo murino ENFOQUE .
epatitis INVESTIGATIVO
Proteinas sintéticas con
FMP2.1/AS02 epitopes By T.
Dirigida a No presenta ¥
. porcentajes relevantes .
merozoito - de eficacia Sugieren mayor

inmunogenicidad y
diversidad alélica




TECNICA DE COLORACION MALARIA

TINCION GIEMSA

1. Realizar extendido de
sangre y distribucion de la
gota gruesa. Fijar.

2. Distribuir Giemsa 3% en toda
la lamina apoyada en
cristalizador. 30 a 45 minutos.

3. Lavar con agua
destilada. Observar al
microscopio.

Suplementarias

TINCION FIELD

GOTA GRUESA

1. Fijar ldmina y
deshemoglobinizar con azul de
metileno.

2. Inmersion colorante A - B de
Field. 10 min.
3. Lavado aguaapH 7.2

FROTIS SANGRE PERIFERICA

1. Fijar con metanol. .
2. Inmersion colorante A y B de

Field. 1 - 3 minutos. — -
3. Lavado aguaapH 7.2 .




EXFLAGELACION MICROGAMETOCITO

Liberacién esporozoitos /4
Infeccion
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Suplementarias

Produccién 6 - 8 gametos moviles a
partir de microgametocito macho.

Ciclo de divisién del microgametocito




Suplementarias

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA MALARIA

PCR ANIDADA

e Modificacién a la PCR tradicional.
e Uso de dos pares de cebadores (dos procesos de PCR).
® Reduccion de inespecificidades.

00 00
PCR MULTIPLEX Y

e Uso de dos o mas juegos de cebadores para la deteccion
simultanea de mas de una especie de Plasmodium spp.




célula T CD4+
inmadura

PRESENTACION ANTIGENICA

antigenos

célula
presentadora
de antigeno

MHCII

|

oo
oOO()

CD4+ 0| ‘iio

célula T colaboradora madura

(Th1oTh2)

célula T CD8+
madura

célula
presentadora
de antigeno

MHCI

célula T citotdxica madura

(To)

Suplementarias

PRESENTACION A
LINFOCGITOS T A PARTIR
DE FAGOLISOSOMA.

Dimerizacion

Evita que el péptido sea
reconocido por via picnocitica.




Disefio y optimizacion de péptidos quimericos Suplementarias

: GRAYT
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42681_c2F83F  KPKWWVIRSHKOINPWDKYMEKY NO B 3 37.56 -1.32 HHHERE 2972,58 10,30  CCCEEEHEHHCCCCCCCCCHCCI17,33 17,39 65,22
42668134385  NPNYIMNHPNKRINPWDKYMEKY NO B 3 35,52 =177 HHEHEE 2364 42 3,80 CCCEECCCCCCCCCCCCCCHCC‘:4,35‘ 8,70 86,36
42668137554  KPKFWYNRANPOINPWDKYMEKY NO B 3 35.99 -1.54 233041 292847 10,00 CCCCEECCCCCCCCCCCCCHCC 4,35 8,70 86,96
42681_c 77462 DNGYRYCQOHNHHRINPWDKYMEKY NO it 3 28.21 -2,29 HHHEE 3063,39 9,30 CCCCEEEEEHCCCCCCCCCHCCI 8,70 21,74 63,57
42681_c83F07 DKSYRVNKSNHAINPWDKYMEKY NO A 3 29,38 -1,73 HRHEE 2885,39 3,70 CCCEHECCHHCCECCCCCCHCC 17,39 13,04 63,57
42661.n007E3 INPWDKYMEKYFQVKKDKHKRHR NO A 3 28,51 -2.09 RS 3073,62 10,40  CCCCCCCHHHHHEHHHHHHCCC #### 4,35 47,83
42661.n00CBE INPWDKYMEKYFYAKDNPRKWHL NO B 3 38,77 -1,30 HEHHEE 2354 ,49 3,70 CCCCCCCHHHEHECCCCCCCCC 17,33 8,70 73,91
42681_n01112 INPWDKYMEKYFDIRRTSKRORQ NO B 3 34,64 -1,90 HERHHE 304454 10,20 CCCCCCCHHHEEEEHHCCHECCK #### 2174 5217
42681_n01360 INPWDKYMEKYFKFSHSPKRKKL NO B 3 36,96 -1.45 297155 296957 10,50 CCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCC #### 73.91
42681_n04133 INPYWDKYMEKYFY ' \WOHKHKSAPP NO B 3 37,16 -1,58 HHEHEE 23992,45 3,70 CCCCCCCHHHEEEHHHHCCCCC #### 13,04 56,52
42681.n044EE | INPWDKYMEKYYMYKHAFKKPED NO B 3 36.61 -1,59 HERHEE 3023,44 9,20 CCCCCCCHHEHEHEECCCCCCCI 17,33 17,39 65,22
42661.n04640  INPWDKYMEKYYTYNKEKLRPNH NO B 3 34,26 -1.68 HHHERE 2965,43 3,70 CCCCCCCHEECEEEHHCCCCCCI 13,04 21,74 65,22
426681.n05S3A8  INPWDKYMEKYYKYNKSLGKNDA NO & 3 32,58 -1.63 HHEHEE 286740 3,60 CCCCCCCHHHEEEEEHHCCCCCI 21,74 21,74 56,52
42681.n06ACE | INPWDKYMEKYFWIKRNWKKNRK NO B 3 41,68 -1.87 3172,78 3170,68 10,70  CCCCCCCHHHEEEEHHHHHHCCI 33,13 17,39 43,48
42681.n07ECC INPWDKYMEKYYKOKKNEMRTRPS NO A 3 29,42 -2.01 RS 2976,46 10,00 CCCCCCCHHHHEEHHHHCCCCC #### 5,70 56,52
42661.n083A5  INPWDKYMEKY'WKIVKKKRSEHI NO B 3 37.92 -1.40 HHHHEE 3013,63 10,20 CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCC 52,1? 47,83
42681.n083BC | INPWDKYMEKYYYYLPRNKKKPS NO B 3 36,72 -1,77 HERHEE 302354 10,00 CCCCCCCHHEHEEECCCCCCCCi13,04 17,39 63,57
42661.n08306  INPWDKYMEKYYNIKHTQERARF NO B 3 37.45 -1.59 303147  3029,50 3,80 CCCCCCCHHHHHEEEEHHHCCC #### 17,39 47.83
42651_n08C16 INPWDKYMEKYFINKESAERRKM NO B 3 37.79 -1.45 HHHHEE 2975,48 3,80 CCCCCCCHHHEHHHHHHHHHCC 52,17 4,35 43,48
42681.n030CS INPWDKYMEKYFNYHKQNERHWR NO B 3 37.34 -2.16 3183.59 3181.51 3,80 CCCCCCCHHHEEHHHHHHHECCT #### 13,04 43,48
42661.n09B4E  INPWDKYMEKYFRMARNISRAKM YES B 3 39,26 -1.04 R 294748 10,60 | CCCCCCCHHHHEHHHHHHHCCC #### 4,35 47,83
42681_n0A581 INPWDKYMEKY'WKSDKPHRRNKO NO A 3 27,65 -2,38 3048,51 304653 10,30 CCCCCCCHHHEHCCCCCCCCCC17,33 4,35 78,26
42681_n0ABBB INPWDKYMEKYYRYYDSHHKNTR NO & 3 30,71 =212 3105.47 3106,45 3,60 CCCCCCCHHCHEEEEEECCCCCC 13,04 26,03 60,587
42681_n0ABTE INPWDKYMEKYYRVNHONNKYKG NO A 3 30,15 -1.97 HHEHEE 2387.45 3,90 CCCCCCCHHCHEEEECCHHCCC 21,74 17,39 60,87
42681.n0BF46 INPWDKYMEKYIRRFSKMNKREKD NO A 3 31,90 -2,01 HHHHEE 3043,58 10,30  CCCCCCCHHHHEHHHHHHHCCC #### 4,35 47,83
42681n0CTFE INPWDKYMEKYYRNNNSNORHRY YES A 3 26,07 -2.37 i 3088,45 10,00  CCCCCCCHHHEEEECCCHHHCC! #### 17,33 56,52
42661 n000EA INPWDKYMEKYFTFHKKAGOKOK NO & 3 33,98 -1.59 291642 291450 10,20 CCCCCCCHHEEEEHHHHCCCCCH #### 17,33 56,52
42681.n00436  INPWDKYMEKY'WRYKATEHRGDN NO & 3 32,72 -1.96 3001,36 293341 3,40 CCCCCCCHHHHHEEHHHCCCCC #### 8,70 56,52
42661.n00B33  INPWDKYMEKY'WRSKKNLKOALK NO B 3 37.25 -1.58 RS 2966,60 10,50  CCCCCCCHHHHHHCHHHHHHHC #### 43,45
42661.n00B43  INPWDKYMEKYYKFHEPYKRPYE NO B 3 37.49 -1.90 3125,58 3123.,50 3,20 CCCCCCCHHCEEECCCCCCCCC 8,70 13,04 73,26
42681.n00CFS | INPWDKYMEKY'\wDIKLTHRREPR NO B 3 40,27 -1,72 HERHEE 307357 9,90 CCCCCCCHCHCHCHHHHCCCCC ###ﬂ 63,57
42661.n000F3 | INPWDKYMEKY'WARHITEKRKDS NO A 3 32,88 -1.74 RS 2933,50 3,80 CCCCCCCHHHHHEHCHHHCCCC 33,13 4,35 56,52
42651_n0E2T1 INPYWDKYMEKYFRLONTRYROFN YES B 3 40,56 -1.61 31,57 3109,53 10,20 CCCCCCCHHHHHHHCHEHHECC #### 8,70 47,83
42681 n0E436  INPWDKYMEKY'WRFKHNEERK'WP NO B 3

39.64 -2.03 3151,66 3179.,56 3,80 CCCCCCCHHHHHHEHHHCCCCC 33,13 4,35 56,52
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42681_n1IBIB  INPWDKYMEKYYFSKHDASRQARR NO A 3 32,25 187 301942 301747 1010 CCCCCCCHCHHEECCHHHCHCCC 3043 870 60,87
42681_n122AD INPWDKYMEKYFSNSKYHHRMNER NO A 3 30,29 -1.80 297936 297744 990 CCCCCCCHHHECCCHHHECCCCC 26,09 70 65,22
42681_n45065 INPWDKYMEKYYRPRRINRKNYA NO A 3 32,38 -1.86 304752 304554 10,20 CCCCCCCHHCCCCCCCHHHHHCC 3043 6957
42681_n4E10C  INPWDKYMEKYWTDHKTMRRRGG NO A 3 3232 -2 31,59 310951 10,20 CCCCCCCHCEHEEECCEHHCCCC 17,39 2174 60,87
42681_n53641 INPWDKYMEKY WHMKGTRRKPPS NO A 3 3338 -1.79 294348 294747 1040 CCCCCCCHCHHEECCCCCCCCCC 13,04 3,70 78,26
42681_n5D620 INPWDKYMEKYYIPHPTRKGHNT NO A 3 323 161 288932 288742 980 CCCCCCCHHCEECCCCCCCCCCC 8,70 870 8281
42681_n5E409 INPWDKYMEKYYHFHEPYIKDKH NO B 3 37,69 167 308252 308046 780 CCCCCCCHCCEEECCCCCHHCCC 13,04 13,04 7391
42681_n6119A  INPWDKYMEKYYKPHPTHKKTEN NO A 3 26,23 -2,03 294838 294645 970 CCCCCCCHHCCCCCCCCCCCCcC 870 91,30
42681_n6456A INPWDKYMEKYYYYENPGRRKGE NO A 3 3227 -79 293633 293441 930 CCCCCCCHCHHEEECCCCCCCCC 13,04 13,04 7391
42681_n666D7 INPWDKYMEKYYIMNTGEKRKKG NO A 3 32,76 73 296449 296248 10,00 CCCCCCCHHHHEEECCCCCCECC 17,39 17,39 65,22
42681_n69A74 INPWDKYMEKYYIYAKRNQGDTR NO A 3 3337 -160 292530 292340 930 CCCCCCCHHCCEEEHEHCCCCCC 17,39 17,39 65,22
42681_n72EA2 INPWDKYMEKYWRPHPTRNRERG NO A 3 3183 -219 303045 302850 1040 CCCCCCCHHCCCCCCCCCCCCCC 870 9130
42681_n74291  INPWDKYMEKYYKPFRNNKQHDR NO A 3 3063 -2.22 307150 308950 10,00 CCCCCCCHHCCCCCCCCCHCECC 13,04 435 82,61
42681_n746E2 INPWDKYMEKYYRYKDPHSQYKR NO A 3 3253 -219 310955 310751 9,80 CCCCCCCHHCHEEECCCCCCCCC 13,04 13,04 7391
42681_n77462 INPWDKYMEKYYRYQHNHHRDYK NO A 3 2940 -2,34 318556 318349 960 CCCCCCCHHCHHEEHEECCCCCC 2174 17,39 60,87
42681_n7CEFB INPWDKYMEKYYNMKGEQKRKRG NO A 3 27,69 -210 296346 296147 10,20 CCCCCCCHHHHEEHCCEECCCCC 2174 17,39 60,87
42681_n80D45 INFWDKYMEKYYYRHTPQTRHOK NO A 3 2874 -89 301947 301751 10,10 CCCCCCCHCHEEEECCCCCCCCC 870 17,39 7391
42681 n865AD INPWDKYMEKYYQSKYPHRRNKY NO A 3 31,09 -2,14 308050 307848 3,80 CCCCCCCHHHHEEECCCCCCCCC 17,39 13,04 69,57
42903_n089BC YSSMDANNENQYYYLPRNKKKPS NO A 3 18,82 -215 279402 279232 9,70 CCCCHHHHCCHHCECCCCCCCCC 26,09 4,35 6957
42903_n303D4 YSSMDANNENQFYIAKKPESNRN NO ) 3 19,76 -187 270385 270223 700 CCCCHHHHCHHHHCCCCCCCCCC 3478 6522
42903 n76653 YSSNDANNENQYKFHKIPAKDKH NO A 3 17,44 -1,95 274897 27473 9,40 CCCCHHHHCHHHHECCCCCCCCC 34,78 4,35 60,87
42904_c34385 NPNYIMNHPNKRTPEKIENYKDL NO A 3 29,13 177 282921 282741 950 CCCEECCCCCCCCCHHHHHHCCC 26,09 8,70 65,22
42904_nOECO02 TPEKIENYKDLYRYSPNRRKNGG NO A 3 22393 -2,06 279912 279743 10,10  CCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCC 3478 65,22
42904_n2D432 TPEKIENYKDLFKQNYPNHRGHR NO A 3 26,54 -182 282118 2819,46 1010 CCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCC 39,13 60,87
42904_n34F8D TPEKIENYKDLFRRHPTKKKGRG NO A 3 21,98 -213 2870,34 286858 10,80 CCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCC 3043 6357
42904_n3C69A TPEKIENYKDLFMPKPNIKKGNH NO ) 3 3307 -145 274222 274044 990 CCCCHHHHHCCCCCCCCCECCCC 2174 4,35 7391
42904_n473DC TPEKIENYKDLFKSYKKPRKDNP NO A 3 2647 -2,03 283927 283751 10,00 CCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCC 39,13 60,87
42904_n59357 TPEKIENYKDLFFRKKTPRKPQM NO A 3 33,94 -164 289545 289356 1050 CCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCC 39,13 60,87
42904_n722A7 TPEKIENYKDLFRNKTPMNRRRSW NO A 3 29,95 -2,05 294935 294755 10,90 CCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCC 34,78 65,22
42904_n72EA2 TPEKIENYKDLWRPHPTRNRERG NO A 3 27.30 -2,20 289324 289149 10,20 CCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCC 26,09 7391
42904 _n74291 TPEKIENYKDLYKPFRNMNKQHDR NO A 3 26,12 -2,23 293429 293249 3.80 _ CCCCHHHHHHCCCCCCCCHCECC 30,43 4,35 £5,22
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‘We foresee no issues with synthesis, purification or delivery of the quantity and purity ordered.
Synthesis and purification may prove difficult, resulting in a delivery time that may be twice as long as for a standard peptide. There is also a moderate risk that we will not be able to deliver the peptide quantity andfor purity ordered. Mote: If we are not able to deliver the quantity andfor purity ordered, you may ¢

and there is a si

is and purification will be chall

This is a very hydrophilic peptide that should not be used in SRMIMRM experiments, because the elution time will be unstable.
The high hydrophilicity of this peptide makes it potentially unsuitable for SRMIMBM experiments, because the elution time will be unstable.

The moderate hydrophobicity of this peptide makes it compatible with SRMIMBM experiments.
The high hydrophobicity of this peptide makes it unsuitable for SRMIMRM experiments because of unstable elution time and inaccurate quantitation caused by aggregation and poor solubility.
This is a very hydrophobic peptide that should not be used in SRMIMRM experiments because of unstable elution time and very inaccurate quantitation caused by aggregation and insolubility.
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risk that we will not be able to deliver the peptide quantity and purity ordered. If we are successful, though, delivery time may be 2 to 3 times longer than for a standard peptide. Mote: If we are not able to deliver the quantity andfor purity orde
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