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RESUMEN 

En el presente trabajo se analizaron las características antigénicas e inmunogénicas de la 

región inmunodominante de la glicoproteína 41 (gp4 l) del virus de inmunodeficiencia 

humana t ipo 1 (VIH-1) mediante su despliegue en la superficie del fago filamentoso Ml3. La 

región inmunodominante de gp4 l está flanqueada por 2 regiones a-hélice, las cuales 

interaccionan entre si y el virus adquiere una conformación fusogénica y el péptido fusión del 

virus penetra la membrdila celular. Esta región inmunodominante podría funcionar como una 

"bisagra" para permitir la interacción entre las 2 regiones a-hélices. 

La mayoría de las personas infectadas por el VIH-1 generan anticuerpos dirigidos contra la 

región inmunodominante de gp4 l , pero estos ant icucrpos no tienen una capacidad 

neutraliz.antc en contra del virus. 

En este estudio se utilizó la técnica de despliegue en fagos mediante el uso de dos bibliotecas 

comerciales que expresan péptidos (de 7 y 12 aminoácidos) en una forma lineal y se utilizó 

una biblioteca que despliega a los péptidos en una forma cíclica (9 aminoácidos con cisteínas 

en los extremos) para identificar epítopos reactivos con sueros Vil 1 + . Se obtuvieron clona<; 

que mostraban homologías parciales con la región inmunodominante las cuales fueron 

utilizadas para inmunizar de ratones BALBc/AnN. Los sueros de los animales inmuniz.ados 

mostraron un 70% de inhibición en la formación de sincicios. Se expresó la región 

inmunodominantc de gp4 l en la superficie del fago filamentoso M 13 y se realizaron EU S/\s 

para evaluar su capacidad antigénica. Se encontró reconocimiento de la región 

inmunodominantc de gp4 l en forma cíclica por el 97% de los sueros positivos (VIH+). Así 

mismo, se estableció una correlación entre el tiempo de infección y la presencia de 

anticuerpos anti-región inmunodominante de gp4 1 en conformación lineal. 

La compresión del papel que desempeña la región inmunodominantc de gp41 durante e l 

proceso de fusión podría contribuir en la identificación de biomoléculas a contemplarse en 

el diseño de una vacuna multi-componentc contra el VI H-1. El uso del despliegue en fagos 

permite el desarrollo de reactivos con un bajo costo y una producción rápida. los cuales 

pueden ser usados en técnkas de inmunodiagnóstico. 

5 



ABSTRACT 

In thc prcscnt study the antigenic and immunogenic properties of the immunodominant 

region of 111 V- 1 gp4 I displaycd on the surface of filamentous phages werc analyzed. GP4 I 

immunodominant region is ílanked by 2 a-helix regions, which interact each other to 

obtain a fusogenic fo rm so thc viral fusion peptide can penetrate thc cellular membranc. 

This r~gion can work likc a "hinge" that permits the interaction between the a-hclix 

regio ns. 

Most of the infcctcd individuals by HIV-L elicit an antibody response against this 

immunodominant region, but this antibodies do not have any ncutralizing capability against 

HIY-1. 

In this work, biopannings using two commercial libraries that displayed peptides in linear 

conformation (7 and 12 arninoacids) and 1 that displayed cyclic peptides (9 aminoacids 

flanked by cysteines) were performed. Clones that shown partial homologies with the 

immunodominant region of gp4 l were selected. These clones were used to immuniz.e 

BALBc/AnN rnice. Sera of these animals generated 70% of sincitium inhibition. The gp4 l 

immunodominant region was displayed on the M 13 filamentous phage surface and ELlSA 

assays werc performed to evaluate its antigcnic properties. The cyclic immunodominant 

rcgion of gp4 I displayed on phages was recognized by 97% of HIY+ sera. Moreover, a 

correlation was established betwecn the presencc of anti-Linear pcptide antibodies and the 

endurance of infcction. 

The knowledge of thc role of thc immunodominant rcgion gp4 l in the fusion proccss will 

hclp in the devclopmcnt of biomolecules that can be used in a multicomponcnt vaccinc 

against H 1 Y- 1. The use of phage display permits the developmcnt of reagents with low-cost 

and fast production that can be used in immunodiagnostic tcchniques. 
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1. ANTECEDENTES 

L 1 Introducción 

La pandemia de la infección por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), que es la 

causa del Síndrome de lnmuno Deficiencia Adquirida (SIDA), es un problema de salud 

pública muy importante en todo el mundo. El primer caso reportado en el mundo de SI DA 

fue en 1981 [ 1,2). En la actualidad el virus está distribuido mundialmente. Datos de la 

Organiz.ación de las Naciones Unidas mencionan que existen aproximadamente 40 

millones de personas infectadas en el mundo [3]. El número de personas infectadas que 

reportó la Secretaría de Salud en la República Mexicana en el año 2003 fue de 72,000 

aproximadamente [4). Estos números aumentan año con afio en el mundo siendo este 

aumento proporcionalmente mayor en países en vías de desarrollo. 

La infección por el VIH está caracteriz.ada por una disminución en las cuentas celulares de 

linfocitos T CD4+, causando una inmunosupresión severa, manifestaciones neurológicas, 

infecciones oportunistas y neoplasias. El VIH se transmite por vía sexual, exposiciones 

parenteralcs a sangre o productos sanguíneos, durante la gestación y por amamantamiento 

[5). Las lesiones rectales y la presencia de úlceras genitales incrementan el riesgo de 

transmisión [6-11 ]. 

La mayor parte de las personas infectadas por VIII (más del 95% ) presentan anticuerpos 

dirigidos contra la región inmunodominante (RID) de gp4 l , que es una de las 

glicoproteínas de envoltura del virus. Esta región está comprendida entre 2 cisteína5, las 

cuales forman un asa o " loop". La mayoría de los anticuerpos dirigidos contra esta región 

no son neutraliJ.antcs. aunque existe el reporte de un anticuerpo monoclonal humano con 

capacidad ncutralil.antc que reconoce a esta región en una forma lineal. 
\ 

En este estudio se utilizó la técnica de despliegue en fagos. Esta técnica se seleccionó 

considerando sus características de rapidez, facilidad de producción y la capacidad de 
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evaluar diversos péptidos simultáneamente ( 10 11 péptidos). representando ventajas respecto 

a otros procedimientos utilizados para este fin. 

El estudio de las propiedades antigénica<> e inmunogénicas de la RJ D así como la 

comprensión del porqué se producen anticuerpos con la misma especificidad y diferentes 

capacidades neutralizantes resulta interesante además del po1encial implíc ito de la posible 

aplicación en el desarrollo de métodos de diagnóstico, vacunas o tratamientos contra el 

VIH u otras enfermedades. 
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1.2 Origen y clasificación 

Existen varias hipótesis acerca del origen del VIH, w1a de las cuales proponen la existencia 

de un ancestro común entre el VIH y el Virus de la InmWlodeficiencia del Simio (VIS), que 

exist ió hace 600 a 1200 años 1'!2]. Otros proponen que el VJH-1 proviene de una especie 

de chimpancés, Pan troglodytes tro¡!,lodytes, de donde evolucionaron por años y se 

transmitieron al hombre. ya que estos animales eran usados como alimentos [ 13]. 

El VIH se clasifica dentro de la familia Retroviridae debido al uso de la Transcriptasa 

Reversa (RT), la cual usa el virus para obtener ADNc de una de las 2 cadenas de ARN que 

posee en su interior. Se considera dentro del género de los lentivirus ya que la enfermedad 

se asocia a periodos largos de incubación. El centro del virus tiene una morfología cónica 

(14, 15]. 

El SIDA es causado por 2 virus, el VIH-1 y VIH-2. Aunque estos virus son los agentes 

etiológicos del SIDA se distinguen entre ellos por tener diferentes características 

biológicas, serológicas y moleculares. Dentro de las diferencia'> biológicas se describe el 

potencial de transmisión y de patogcnicidad ya que son menores en el VIH-2 en 

comparación con el VIH-1 [16, 17]. En cuanto a la serología, la principal diferencia entre 

éstos 2 tipos de virus reside en las glicoproteínas de envoltura. Los anticuerpos dirigidos 

contra el VIH-2 presentan generalmente reacción cruzada con las proteínas de Gag y Poi 

del Vlll-1, pero no pueden detectar las proteínas de envoltura del VIH-1 y viceversa 

[ 18, 19). Debido a estas características en los ensayos de Western Blot actualmente se 

pueden detectar tanto proteínas del VII 1-1 como del Vll-1-2. Dentro de las características 

moleculares podemos mencionar que existe una diferencia entre la secuencia de los 2 tipos 

virales mayor al 55% [20-22]. El presente trabajo se realizó en base al VI H- 1. 

En todo el mundo se han identificado diferentes subtipos y se han agrupado en 2 grupos 

genéticos: M (Major) y O (Outlier). En el grupo M se cla<>ifican a los virus en subtipos, los 
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cuales van de la "A" a la "J" dependiendo de su similitud genética (23]. Entre cada subtipo 

existe una diferencia del 14% aproximadamente en la secuencia de gag y de un 30% en 

env. Esta diversidad que tiene el virus resulta consecuencia de errores en la transcripción 

que tiene la RT se estiman de 10-1. Esto significa que una mutación ocurrirá en promedio 

una vez en cada ciclo de replicación [24]. Los virus pertenecientes al subtipo B han sido 

aislados en los Estados Unidos, Europa, Austalia, Sudamérica y en México. 
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1.3 Organización genética 

El VIH contiene 2 cadenas idénticas de ARN (+) del genoma viral. Posterior a la infocción 

de una célula susceptible, el genoma viral es procesado por la RT. obteniéndose ADN 

pro viral. Este /\DN pro viral está flanqueado por 2 L T R (Long Terminal Rcpcat). El L TR 

tiene una longitud de 634 nucleótidos; el 5 ' -LTR regula el inicio de la lranscripción del 

ARN, mientras que el 3 ' -L TR regula la terminación y la poliadenilación 125 J. Su genoma 

tiene una longitud de 9.8 kb. Tiene 3 genes estructurales (gag, poi y cnv) y 6 reguladores 

(nef, rev, tat, vif, vpr y vpu). 

Las proteínas estructurales son codificadas por los genes gag y env (Fig. 1 ). Las proteínas 

de gag son proteínas del interior del virus. Las proteínas de envoltura, distribuidas en la 

capa lipídica del virus, forman aproximadamente 72 picos en forma de picaporte (perilla) 

que están formados por un complejo de trímeros (SU-TM)J [26-30). Son sintetiz.adas a 

partir de un precursor de 845 a 870 aminoácidos (aa) en el retículo endoplásmico rugoso, es 

glicosilado y se forma gp 160. el cual se organi7.a en trímeros, y son transportados a Golgi, 

en donde son modificados por proteasas celulares para generar las glicoproteínas de 

envoltura maduras: gp 120 y gp41. Estos están unidos mediante enlaces no covalentes (31 ]. 

Estas proteínas medían la unión al receptor y la fusión de las membranas (viral y celular). 

Por otro lado poi codifica a las 3 enzimas virales. las cuales son Protcasa, Transcriptasa 

Reversa y la 1 ntegrasa. 
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Figura 1 Esquema de las proteínas estructurales del VIH-1. 

Las proteínas reguladoras son codificadas por tal y rev. Tat, es una proteína transactivadora 

que media su efecto mediante el elemento de respuesta a Tat (T AR) en el ARNm y 

estimula la producción de transcritos virales tardíos que son más largos (gag, poi, env) y 

que dan lugar a las proteínas estructurales y a las enzimas del virus [32). Rev, un trans­

activador post-transcripcionaJ, aumenta la expresión de genes estructurales ya que favo rece 

el transporte de transcritos virales primarios, que no están editados por splicing, del núcleo 

al citoplasma mediante la ayuda de la secuencia de RRE (elemento de respuesta a Rev). El 

resto de las proteínas accesorias, son codificadas por vif, vpr, vpu y nef. Vif (Virion 

Jnfectivity Factor) promueve o aumenta la infectividad de partículas virales dependiendo 

de la línea celular en la que se produzcan los virus [33]. Vpr (Viral Protein R) es homóloga 

a Vpx (Viral Protein X) del VlH-2 y SI V s. Su función viral no está descrita completamente 

pero se conoce que afectan eventos como el ensamblaje y la gemación, así como la 

infectividad durante la producción de virus infecciosos [34,35). Vpu (Vira.! Protein U) es 

requerida para una regulación negativa en la expresión de las moléculas CD4 de la célula 

infectada. Esto es para evitar que los CD4s se unan a los trímeros gpl20-gp41, antes de que 

se dirijan hacia el Golgi para su glicosilación y Jos acarrea hacia proteosomas de 

ubiquitina, asegurando su degradación. Nef (Negative Factor) tiene muchos efectos en la 
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replicación viral. ..:n la activación de células T así como en el desarrollo de la enfermedad 

f36l También actúa en la degradación de los C.:0 4 que están en la superficie celular 

uniendose a esta molécula y posteriormente al factor celular AP-2, el cual estimula Ja 

fo rmación de cndosomas recubiertos de clatrina para su posterior degradación (37.38). Las 

funciones conocidas de las prote ínas del VIH- 1 se cnlistan en la Tabla 1. 
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Tabla 1 
Proteínas del VIH y sus funciones 

Proteína Tamaño (kOa) Función 

Gag p24 (p25) Cápside (CA) proteína estructural 

p17 Matriz (MA) proteina miristilada 

p6 Participa en gemación 

p7 Proteína de la nucleocápside (NC); ayuda 

en la trascripción reversa. 

Polimerasa (Poi) p66, p51 Transcriptasa revesa (RT); Rnase H 

dentro del core. 

Proteasa (PR) plO Procesamiento post-traduccional de 

proteínas virales 

lntegrasa ( IN} p32 Integra el ADNc viral en el ADN celular 

Envoltura (Env) gp120 Proteína de superficie (SU) 

gp41 (gp36) Proteína transmembranal (TM) 

Tat p14 Transactivación 

Rev pl9 Regula la expresión viral del mRNA 

Nef p27 Pleiotropica. puede incrementar o 

decrecer la replicación viral 

Vif p23 Incrementa la infectividad del virus y la 

transmisión célula-célula; ayuda a la 

síntesis de DNA proviral y/o al 

ensamblaje. 

Vpr p15 Ayuda a la replicación viral y en la 

transactivación 

Vpu p16 Ayuda a la liberación viral; rompe los 

complejos gp l 60-CD4 

Ypx p15 Ayuda a la infectividad 
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J .4 Eventos involucrados en la interacción VIH-célula previos a la 

infección 

Existen diferentes formas en que una célula susceptible pueda ser infectada por el VIH. En 

el presente trabajo se describe la forma más común que usa el VIH-1 para infectar a una 

célula. El virus entra a la célula blanco mediante un proceso que consta de 2 etapas: el 

reconocimiento de la célula huésped y la unión a los receptores de superficie de la célula 

seguido de una fusión de las membranas viral y celular. El tropismo del VIH-1 está 

gobernado por la distribución de proteínas celulares que el virus requiere para poder 

infectar a una célula. El virus utiliza el receptor línfocitario CD4, infectando en una primer 

etapa preferentemente a células CD4 + [39,40]. Posteriormente gp120 interacciona con la 

molécula CD4 a través de un dominio conformacional llamado dominio de unión a CD4 

[ 41 ,42]. La relevancia de los aminoácidos que participan en esta interacción se ha 

demostrado a través de mutaciones de las secuencias de gp 120 y su efecto en el tropismo 

hacia las células CD4 + [43,44]. Posterior a esta serie de eventos, existe una serie de 

cambios conformacionales, en donde gp 120 es desplaz.ado, dando como resultado la 

exposición de dominios de gp41 necesarios para la fusión virus-célula [45) en donde están 

involucrados la región carboxi-terminal de gp l20 y la región intermedia de gp41 [46]. 

CÉLULACD4+ 

l'igura 2. Esquema de los eventos involucrados en la infección de una 
célula permisiva por el VJH-1. 
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Posterior a la unión del VIH con el CD4, el virus necesita de un segundo receptor. también 

llamado co-receptor (47,48). Este reconocimiento se ha establecido en base a estudios en 

donde se demostró que células con alta expresión de CD4 así como células murinas 

transfectadas para la expresión de CD4 humano no se infectaban con el VIH [49,50). Estos 

coreceptores fueron reportados por Berger, llamados originalmente fusina [51] y reciben 

actualmente el nombre de CXCR-4. Esta interacción entre el virus y el coreccptor permite 

una asociación más fuerte y evita la separación del virus en células que tengan una menor 

expresión de CD4 o en casos en que el virus se asocie débilmente al CD4 [52]. Las cepas 

de VIH que utiliz.an estas moléculas tienen como características adicionales el tropismo 

hacia lmfocitos T y a la vez muestran un fenotipo de formadores de sincicios (SI) (53,54], 

mientras que aquelJos virus que utilizan al coreceptor CCR5 tienen tropismo por monocitos 

y a la vez tienen un fenotipo de no formadores de sincicios (NSI) (55,56), aunque exjsten 

virus bi-vaJentes, es decir que pueden utilizar cualquiera de los coreceptores antes 

mencionados (54,57]. El coreceptor (CXCR-4 o CCR-5) interactúa con la región amino 

terminal de gpl20, la cual incluye al asa V3 (58). Aunque CXCR-4 y CCR-5 son los 

principales coreceptores que usa el VIH, no implica que sean los únicos. En la Tabla 2 se 

mencionan algunos otros coreceptores utiliz.ados por el virus. 

Tabla 2. Coreceptores para el VIH-1 usados para la 
infección de células CD4+. 

Receptor Fenotipo Tropismo 

CCR-5 NSI Macrófago 

CXCR-4 SI Linfocitos T 

CCR-3 NSI Macrófago 

CCR-2b SI Dual (Bi-tropisrno) 

Bonzo/STRL33 NSI Macrófago 

BOB/GPR15 NSI Macrófago 
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1.5 G p41 y su región inmunodominante. 

Gp41 es una proteína Lransmembranal con características importantes en su ectodominio. 

1 .- La región amino-terminal (hidrofóbica) contiene un péptido rico en glicinas, esencial 

para la fusión de las membranas. 

2.- Existen 2 regiones de a-hélice (una amino y la otra carboxilo) y entre estas dos regiones 

se encuentra la región inmuno-dominate de gp4 I, la cual contiene un asa generada por el 

enlace disulfuro de 2 cisteinas. Estas regiones a-hélices están organizadas en estructuras de 

4, 3 aminoácidos hidrofóbicos (rig. 3). 

A 

~ a - héllcc 
.:· · 

ü ugado 
o Sin carga 

ltldrofóblco 

Región amino 
termina l 

~. 
• 0T. .. f'~ 

Región 
inmunodominonte 

Región extrocelulor 

Región 1ransmembranal 

Región introcelulor 
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Pigura 3 Estructura de gp41 del VIH-1. A) Vista esquemática de gp41 , 
muestra la localización del péptido fusión, las dos regiones hidrofóbicas en 
alfa hélices, la región ttansmembranal y citoplásimica. En B y C está un 
diagrama en bandas del complejo formado por las regiones ex - hélices 
amino y carboxilo, mostrando la estructura adquirida. 

Después de la interacción de gp 120 con su receptor y co-receptor, gp41 sufre una 

transición conformacional pasando de la forma nativa (conformación no fusogéoica) hacia 

la conformación fusogénica (Fig. 4). La conformación no fusogénica existe en la superficie 

de los viriones libres que se liberan por gemación de las células infectadas. Posterior a la 

unión de gp 120 con el receptor celular y el co-receptor, existen cambios conformacionales 

hacia un estado de fusión activa lo cual incluye una exposición del "péptido fusión" hacia 

la membrana celular, el cual se piensa es insertado en la membrana celular como un paso 

previo o para facilitar al proceso de fusión (59]. 

Estas regiones de hélice-hélice (heptapéptidos hídrofóbicos 4, 3) son secuencias de 

aminoácidos que forman hélices en donde se van alternando 4 y 3 aminoácidos por cada 

giro. Además forman un trúnero de hélices antiparalelas. Se ha demostrado que el centro o 

núcleo de gp41 está compuesto por un haz de 6 hélices en donde las hélices amino y 

carboxilo están ordenadas en 3 pares. Los péptidos amino forman 3 hélices centrales, 

mientras que los carboxilo se ordenan en 3 hélices externas que cubren a las anteriores de 

una manera antiparalela Esta es la forma activa de fusión de gp41, muy similar a los 

modelos propuestos de las proteinas transmembraoales de envoltura de los virus de 

influenza [60), virus de leucemia murina (61), virus de leucemia de células T humanas tipo 
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1 y 2 [62], virus del Ebola GP2 (63], virus de la paraintluenza del simio 5 F (64], y el virus 

sincicial respiratorio [65]. Está reportado que el centro hidrofóbico de gp41 tiene una 

secuencia conservada de aminoácidos, la cual se piensa que es la responsable de la 

trimerización de gp41 [66,67]. Sin embargo en este proceso dinámico existe un momento 

en donde los péptidos amino y carbox.ilo no están asociados y se le nombra estado 

prefusogénico [68). Esta conformación es relativamente estable con un tiempo de vida de 

varios minutos. Está reportado que todo el proceso de entrada del virus a una célula, 

interacción gp l 20-CD4 hasta la fusión de las membranas, se realiza en aproximadamente 

20 minutos. Los cambios conformacionales inician de 1 a 4 minutos después de la unión al 

receptor [ 69]. 
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l 'igura 4 Modelo de los cambios en el ectodominio de gp41. A) E l 
péptido fusión no es accesible debido a la unión de gp120 con gp41. B) 
El trimero de gp120 se pierde y se disocia de gp41 pemútiendo una 
exposición del péptido fusión (en rojo). C) El péptido fusión se inserta 
en la membrana de la célula blanco. D) Se reorienta Ja espiral enrollada 
en una forma paralela a las membranas. E) Se fusionan las membranas. 

Como se mencionó anterionnente, entre las 2 a-hélices está la región inmuno-dominante, 

la cual está comprendida entre los residuos 588 al 615 del gp41 (701 , 71] y está reportado 
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que el epítopo inmunodominante está flanqueado por 2 cisteinas (607-61 3) que están en la 

región central del ectodominio de gp4 I. La mayoría de las personas infectadas (más del 

95%) presentan anticuerpos en contra de este epítopo [72,73) aún aquellas infectadas con 

nuevas variantes (subtipo O) [74, 75). 

Está reportado que la mayoría de los anticuerpos dirigidos contra este epítopo no son 

neutralizantes y no bloquean la infección por VIH. También existen reportes de que 

algunos anticuerpos monoclonales (MoAbs) dirigidos contra esta región, aumentan la 

infección usando los receptores para el complemento [76,77) . La forma activa del péptido 

de 7 aa, CSGKLJC. contiene un puente disulfuro intramolecular y mediante estudios de 

resonancia magnética nuclear (NMR) se ha demostrado que este dominio presenta una 

conformación "doblada'', incluyendo un giro reverso en los residuos SGKL. La presencia 

del puente disulfuro es importante para Ja fonnación del asa en solución. Se han hecho 

algunas mutaciones (Cys a Ser) para eliminar Ja posibilidad de la formación del asa, 

perdiéndose el reconocimiento de los anticuerpos hacia este péptido [78]. La funcionalidad 

de estas mutaciones dependen del contexto estructural de env, es decir de las características 

de la interacción entre gp l20 y gp41 así como la estabilidad del complejo trimérico (791. 

También se ha demostrado que la eliminación de esta a5a afecta el procesamiento de env. 

tanto en el VI H-1 como en el virus de la inmunodeficiencia felina [80-82]. Se ha reportado 

un solo anticuerpo monoclonal (MoAb) humano (Clona 3, CL3) que reconoce esta región 

inmunodominante es neutralizante en contra de diferentes cepas de laboratorio y en algunos 

aislados primarios y tiene como característica que no se une a péptidos sintéticos de esta 

región en una conformación cíclica pero si en fonna lineal. El epítopo de este monoclonal 

tiene una pobre capacidad inmunogénica [83, 84 ). También se han intentado algunas 

estrategias en donde se usa esta región inmunodominante expresada en " Partículas 

similares al VI H- 1" y realiz.ando algunas mutaciones puntuales en la región 

inmunodominante mayor. Estas "partículas" se usaron para inmunizar cobayos y evaluar el 

suero en ensayos de inhibición de formación de sincicios sin obtener los resultados 

esperados [85]. 
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Todos estos cambios conformacionales que sufre gp41 en donde las hélices carboxilo 

interaccionan con las amino generan que el péptido fusión [86], que está en la región amino 

terminal y que además es hidrofóbico, obtenga una conformación que le permita interactuar 

con la membrana de la célula blanco e iniciar el proceso de fusión l86-88]. Posterior a este 

evento el contenido del virus entra y empieza todo el proceso de retrotranscripción, 

integración, ensamblaje, proteólisis y gemación de los nuevos viriones. 
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1.6 Historia natural de la infección y respuesta inmune humoral en 

contra la infección por VIH. 

La enfermedad por VlH comprende una etapa que va del estado asintomático hacia una 

inmunodeficiencia avanzada y una enfermedad clinica. El tiempo promedio que existe 

entre la infección primaria y el desarrollo de SIDA es de aproximadamente 1 O años. 

Durante este periodo, la cuenta de células CD4+ decrece graduahnente hasta que se llega a 

un nivel en donde el riesgo de que se desarrollen enfermedades oportunistas es muy alto. 

La incidencia de enfermedades oportunistas ha disminuido debido a diagnósticos 

tempranos, uso de antivirales y medjdas profilácticas en contra de enfennedades 

oportunistas. La lústoria natural de la infección se describe en la gráfica 1. 
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Gráfica 1. La histoóa natural de la enfermedad de un paciente infectado con 
V1H. Después de la infección primaóa, se aumenta la viremia y los CD4 bajan. 
Posteriormente existe un control inmune parcial de la replicación viral dando 
como resultado periodos variables de latencia clínica. Conforme bajan los 
conteos de CD4 la presencia de enfermedades oportunistas aumenta. 
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La relevancia de la respuesta inmune humoral y la inmunidad celular en el control de la 

replicación viral es un tema aún debatido tanto en el control como en la prevención de la 

infección primaria [89]. La infección primaria por el Vl H está caracterizada por una rápida 

diseminación del virus a través del cuerpo y la cstimulación de una respuesta inmune que 

parcialmente controla la replicación viral [90j. En los eventos que ocurren durante la 

infección primaria participan factores del huésped y del virus en la determinación del curso 

hacia la enfermedad. Algunas semanas después de la infección primaria, la vircmia 

generalmente es baja. Este fenómeno posiblemente se debe a una respuesta celular 

antiviral temprana. Este observación se sustenta ante el hallazgo de detectar células T 

cooperadoras específicas para péptidos de VIH, antes de que se Ueve a cabo una 

seroconversión durante la fase aguda de la infección (91]. 

En las primeras 2 a 4 semana<¡ posteriores a la infección, se pueden detectar anticuerpos 

anti-VIH y esta producción va en aumento. Sin embargo, la seroconversión puede 

presentarse desde algunos días después de la infección [92). Aunque la ausencia de 

anticuerpos ncutraliz.antes no es indicador de que no participen en la disminución de la 

replicación viral. Los anticuerpos producidos inicialmente pueden disminuir la replicación 

del virus mediante la lis is mediada por complemento y la citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpos {ADCC) f93 - 951. La actividad neutralizante de los anticuerpos se muestra 

aproximadamente 20 días después de que se detecta su producción (96]. La mayoría de los 

anticuerpos están dirigidos contra las glicoproteínas de envoltura [97) y aparecen durante la 

transición de la fase aguda a la crónica [98]. Una característica importante de los 

anticuerpos neutraliz.antcs detectados en individuos infectados es su alta reactividad en 

contra de cepas de laboratorio o con tropismo a linfocitos y una menor eficiencia en contra 

de virus autólogos o aislados primarios con tropismo a macrófagos. Los anticuerpos 

neutralizantes aumentan la presión de selección del virus, lo cual genera que las nuevas 

generaciones del virus no sean susceptibles de neutrali7..arse por los anticuerpos presentes 

[99]. También se reporta que la presencia de ant icuerpos neutralizantes disminuye 

conforme avanz.a la enforrnedad y estos son sustituidos por anticuerpos fucilitadores [ 100). 

Además animales inmunizados con proteínas de envoltura del VlH-1 producen anticuerpos 
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que neutralizan específicamente a la cepa con la que se inmunizaron y su espectro de 

neutralización se puede aumentar mediante la aplicación de refucr.ws r 1o1 , 102). 

Los anticuerpos cuya actividad neutralizante se detecta in vitro parecen ser una herramienta 

importante del huésped para controlar la replicación viral [ 103, 104 ]. Los anticuerpos 

neutralizantes pueden ser tipo específicos (especificos para una cepa de virus) o grupo 

específicos (específicos para un amplio rango de aislados virales). El tipo de anticuerpo 

neutralizante más relevante en el curso de la infección es aquel que neutraliza aislados 

autólogos (105,106). Sin embargo surgen con a lta frecuencia variantes virales 

resistentes a la neutraliz.ación [ 107], generando una etapa de neutralización seguida por una 

de resistencia hacia los anticuerpos, repitiéndose este ciclo a lo largo de la enfermedad. 

(108). 

Si bien se discute sobre la correlación entre la presencia de anticuerpos neutralizantes y el 

curso de la enfermedad, parece que la presencia de anticuerpos neutralizantes con una 

ampl.ia especificidad está correlacionada con un pronóstico más favorable (104,109]. 

El proceso de fusión de las membranas celular y viral (página 1 1) es dinámico y existen 

momentos en los cuales son expuestos epítopos importantes, los cuales pueden ser útiles 

para la generación de anticuerpos neutralizantes; Numberg y colaboradores [ 11 Ol 
mostraron que el uso de células fijadas en diferentes estadios de fusió°' como antígenos, 

generaban en ratones la producción de anticuerpos ncutralizantes contra diferentes aislados 

primarios (23 de 24) y que algunos de esos epítopos solo aparecían en ciertos momentos de 

la fusión. Por lo que la identificación y estudio de esos epítopos "momentáneos" es de gran 

importancia. 
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J. 7 Progresores lentos o no progresores 

Entre los individuos de la población infectada existen ciertas características que penniten 

agruparlos para su estudio de la siguiente manera: 

Progresores rápidos. Estos son los pacientes que muestran una rápida disminución 

de sus CD4 y generalmente desarrollan la enfermedad en 2 a 5 años. Se caracterizan 

por un bajo título de anticuerpos en contra de proteínas del VIH y una baja 

capacidad neutraliz.ante. Tienen anticuerpos ayudadores. Tienen una alta carga viral 

que no decrece además de que las cepas virales que tienen no presentan gran 

diversidad. 

Progresores típicos. Abarca a la mayoría de las personas infectadas. Tienen como 

característica que desarrollan el SIDA entre los 8 y 1 O años después de la infección. 

Progresores lentos. También conocidos "de larga sobrevida, no progresores (long 

term nonprogressors)". Constituyen del 8 aJ 10% de las personas infectadas. Estos 

pacientes presentan infecciones latentes por más de 1 O años, su cuenta de linfocitos 

T CD4+ es mayor a 600 células/mi, no hay evidencias durante este período de 

bajas en la cuenta ni síntomas de enfermedad sin recibir tratamiento antiviral. 

Presentan anticuerpos neutralizantes en contra de virus autólogos, no presentan 

anticuerpos ayudadores ni una amplia diversidad de las cepas de VI H [ 111 , 112]. 

La no progresión a SIDA ha sido asociada a la ausencia de la respuesta humoral hacia el 

epítopo comprendido entre los aminoácidos 503 a 528 en la región carboxilo tenninal de 

gp 120 [11 3) así como a la presencia de altos títulos de anticuerpos anti p24 [ 114 ]. La 

presencia de anticuerpos neutralizantcs parece ser uno de los factores asociados a un m~jor 

control para la progresión a SIDA l 115, 1 16]. La presencia de anticuerpos neutralizantes en 

contra del VIH 1118 se ha correlacionado con un pronóstico más favorable de la enfermedad 

[ 117], se ha demostrado que los anticuerpos ncutralizantcs en contra de aislados primarios 

así como en contra de virus autólogos se asocia a la no progresión [98, 107}. La nueva 

generación de virus resistentes a los anticuerpos neutralizantes dentro de un individuo está 
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asociado con el surgimiento o selección de virus con fenotipo SI así como el progreso a 

SIDA 1107,1181. 

En el desarrollo natural hacia la progres ión a SIDA participan varios factores cuyas 

interacciones no son aún completamente dilucidadas. En un panorama de tal complejidad, 

la identificación de cada una de las partes que contribuyen en la patogenia se espera 

permita una m~jor comprensión de las interacciones existentes para un mejor conocimiento 

del desarrollo de la enfermedad. 
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1.8 Despliegue en fagos filamentosos (Phage Display) 

La búsqueda e identificación de epítopos de moléculas de interés biomédico ha tenido gran 

avance desde la aparición de " Phage display" (PhD). Esta tecnología se basa en la 

expresión de péptidos o proteínas en la superficie de fagos filamentos. Esta es una 

herramienta muy poderosa para la selección. djseño de péptidos y proteínas expresadas en 

la superficie de fagos lilamentos [11 9). Esta metodología permite a través de la 

manipulación in vitro e in vivo identificar y producir en alta escala los péptidos y proteínas 

de interés en la superficie de los fagos. 

El fago filamentoso más usado es el M 13. Las proteínas del fago que se usan más para 

expresar péptidos recombinantes son las proteínas plll y pVlll. En la superficie del fago se 

expresan de 3-5 copias de la plll y 2700 copias de la pYIIL También está reportado el uso 

de la pYI, pVII y plX (Fig. 5) (120, 121). El fago MJ3 consta de una cadena sencilla de 

DNA de 6407 bases que codifica 10 proteínas diferentes. El fago Ml3 silvestre tiene una 

dimensión de 900 X 7 run. 

La plH (43 kOa: 424 aa) tiene 3 dominios estabilizados por enlaces disulfuro. El domffijo 

amino terminal es el responsable de la penetración a la Escherichia coli (E.coli). El 

segundo donúnio reconoce el pili bacteria.! y el dominio carboxilo actúa en la morfogénesis 

y anclaje a la membrana además de participar en el ensamblaje del fago r 1221. 

La principal ventaja de PhD sobre otras tecnologías de mapeo de cpítopos es la capacidad 

de trabajar con un gran número de péptidos diferentes a la vez. para seleccionar aquellos 

específicos mediante la interacción con moléculas de interés como receptores, anticuerpos 

etc. Esto permite obtener información valiosa de agentes etiológicos peligrosos sin 

necesidad de trabajar con este mismo. Además las propiedades de los fagos filamentosos 

permiten evitar el uso de adyuvantes cuando se util izan en inmunizaciones [ 123). 
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Al respecto de su utilidad las bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos han 

resultado ser una herramienta de interés que se utiliza en el mapeo ele epítopos lineales o 

confonnacionales ( 124- 126], obtención de mimó topos pcptídicos y no peptídicos [ 127-129) 

la generación de anticuerpos neutraliz.antes [ 130, 1311 y en el desarrollo de métodos de 

diagnóstico así como de vacunas [132] con la capacidad de dirigir a los fagos hacia órganos 

o tejidos específicos í133, 1341. 

En el estudio del VIH, el despliegue en fagos ha sido utilizado para el mapeo de 

anticuerpos monoclonales anti VIH (135], evaluaciones inmunogénicas de gp l 20 [ 1361 así 

como en la búsqueda de mimó topos reconocidos por sueros policlonales humanos [ 13 7). 

CICLO DE VIDA 

Los bacteriófagos M 13 son virus que infectan cepas de Escherichia coli utilizando el pili 

como receptor. A diferencia de otros fugos, el Ml3 no provoca Ja lisis de la E. coli sino que 

induce un estado en la bacteria que promueve la producción y secreción de partículas de 

fago sin que ocurra lisis celular. 

La infección se inicia cuando la proteína 3 (plll) del fago se une al pili de la E. coli. Esto 

permite la entrada del fago a la bacteria y las proteínas de la cápside son removidas y 

depositadas en la membrana interna. Al mismo tiempo la maquinaria de replicación de la 

bacteria convierte la cadena sencilla de ADN del fago en doble cadena. Después de ser 

replicada, la doble cadena de ADN vuelve a convertirse en cadena sencilla, la cual se 

empaca en una nueva partícula de fago. El péptido señal de las proteínas plll y pVlll dirige 

a las mismas hacia la membrana interna de la bacteria. La partícula de fago madura sale a 

través de Ja membrana interna sin que se afecte el crecimiento de la célula. La producción 

de fagos continúa hasta que eventualmente la célula muere por la acumulación de 

componentes tóxicos del fago o productos de desecho de la célula. 

Las proteína5 plll y pVlll son las más usadas en la clonación como se mencionó 

anteriormente. Muchos péptidos cortos y una gran variedad de proteínas han sido 

desplegadas en la región amino terminal de la proteína plll. En cambio la proteína pVlll 

parece tolerar solamente insertos más cortos de 5 a 6 aa. 
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En ocac;ioncs se utilizan fagémidos. los cuales tienen 2 orígenes d~ replicación, 11110 para 

fago M 13 y otro para H. coli. Esto permite que los fagémidos puedan ser crecidos como 

plác;midos o empacados como fagos recombinantes con la ayuda de un fago ayudador como 

el M 13 K07. En estos casos cuando las células contienen el fagémidos y son infectadas 

con el fago ayudador. tanto la plll ó pVlll con inserto y la pl ll ó pVlll sin inserto del fago 

ayudador son expresados. Generalmente el número de proteínas recombinantes expresadas 

en el fago son menores que el número de proteínas silvestres. Se calcula que el 30% de las 

2700 copias de la pVlll expresan el inserto mientras que en la plll hay aproximadamente 1 

copia con inserto expresada cuando se usa este tipo de expresión [1 23, 138]. 

Fig. 5. Diagrama de la estructura del fago fi lamentoso l\ 11 3. 
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2. J UST IFICACIÓN 

Se ha reportado que existen alrededor de 40 millones de personas en el mundo y 14 000 

personas se infectan cada día (3). El nümero de infectados va en aumento en especial en los 

países en vías de desarrollo. Existen más de 22 fármacos aprobados por la FDA para el uso 

terapéutico en humanos [ 1391; sin embargo el uso de estos productos es limitado como 

consecuencia de diferentes factores como los efectos secundarios que se generan en un 

25% de los pacientes tratados (140], el desarrollo y la transmisión de cepas resistentes. la 

dificultad en los regímenes del tratamiento y el más importante su alto costo. Hoy día es 

necesario buscar la manera de desarrollar biomoléculas que ayuden a prevenir y/o controlar 

la infección por el VIH-1. Entre las diferentes estrategias se consideró la construcción de 

moléculas que interaccionen en el proceso de infección de la célula. Entre las partículas 

que participan en los fenómenos de fusión de virus - célula está gp4 I [ 141 ], de la cual se 

han hecho estudios acerca de sus 2 a-hélices, tanto la carboxilo como en la amino, (69, 142] 

de estas investigaciones han surgido un gran número de estrategias para interrumpir la 

interacción célula-virus como el uso de péptidos en isoforma D, simulando una imagen en 

espejo para evitar tanto la interacción entre las 2 hélices así como su degradación por 

proteasas [143]. El péptido en isoforma L (T-20 o Enfüvirt ide) está aprobado por la FDA 

para usarse en humanos [144]. Distintos anticuerpos monoclonales (como 2F5, 4EIO, etc.) 

dirigidos contra gp4 I se han utilizado extensamente en la caracteriz.ación de esta molécula 

[145]. 

Las regiones a-hélices participan en establecer las conformaciones necesanas para que 

gp4 I pueda adoptar la forma fusogénica. Estas regiones a-hélices están unidas por la 

región inmunodominante fl46J en donde tiene su epítopo el MoAb Clona 3 (CL3) [83]. 

Este monoclonal es muy importante ya que es capaz de neutrali?.ar cepas de laboratorio y 

AZT resistentes. En contraste. no se obtuvieron anticuerpos neutralizantcs mediante la 

inmunización de conejos con péptidos sintéticos que contienen el epítopo de CL3. Este 

monoclonal reconoce a su epítopo expresado en péptidos sintéticos en presencia de 2 P­
mercaptoetanol (2ME); y cuando se realiza un análisis por sustitución de alaninas. El 
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monoclonal no reconoce al epítopo cuando la c isteína carboxiki del p¿ptido es sustituida. 

Esto sugiere que e l epítopo de CL3 se expone en un proceso dinámico (tal vez en el paso de 

la fonna nativa a la forma fusogénica) y está expuesto solo cuando gp4 I tiene una 

confonnación similar a la del péptido en su fo rma lineal f&4 ]. De esta forma es posible que 

cuando gp4 I presente una serie de cambios conformacionalcs. se expongan una serie de 

epítopos los cuales pueden ser blanco para la obtención de ant icucrpos neu1ralizan1es. 

Están reportados 5 regiones inmunorcactivas de la región inmunodominante de gp4 I 

(DQQLLGIWGCSGKLICTf AVPWN) las cuales son: LLGI WG, WGCSGK, GK.LICT. 

IClTAV y TAVPWN. Cabe mencionar que un suero no muestra reaetividad hacia todos 

los epítopos y que de los 4 MoAbs reportados que tienen una amplia capacidad 

neutralizante (que son bl 2, 2G l2, 2F5 y Clona 3) solo 2F5 y CL3 reconocen su epítopo en 

gp4 I y de estos sólo CL3 lo tiene en la región inmunodominantc (RID) [147]. 

El realíz.ar una evaluación de la antigenicidad e inmunogenicidad de ésta región ennitirá 

una mejor comprensión del papel que juega la RJ D de gp4 I dentro del proceso de fusión 

así como la importancia del asa de cisteinas en la exposición de estos epítopos. Así como el 

poder identificar moléculas candidatas para utilb..arse en métodos de diagnóstico 

económicos en países en vías de desarrollo. 

Se puede usar PhD para poder mapcar sueros policlonalcs de una manera rápida. También 

e l estudio de la región inmunodominante de gp4 1 mediante e l u:;o de péptidos desplegados 

en fagos filamentosos ofrece la pos ibilidad de identificar en forma rápida, biomoléculas 

capaces de producirse en alta escala a bajo costo. 
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3. OBJ ETfVOS 

Para poder caracterit.ar antigénica e inmunogénica de la región inrnunodominante de gp4 I 

de l VIH-1 expresada en la supe rficie de fagos filamentosos se cumplieron los siguientes 

o bjetivos: 

• Identificar anticuerpos de sueros policlonales humanos VI H +. 

• Caracte riz.ar las c lonas seleccionadas mediante la secuenciación de su ADN. 

• Evaluar la capacidad inmunogénica de las clonas obtenidas en ratones así como la 

capacidad neut ra lizante de los anticuerpos inducidos. 

• Evaluar la capacidad antigénica de la región inmunodominante de gp41 del VIH-1 

en un panel de sueros VIH+ mediante ELISA 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico 

Los sueros humanos VJH + utilizados en este estudio fueron obtenido de pacientes 

infectados con el VII l-1. Los sueros normales se obtuvieron de personas VIH negativos 

(sanas o controles negativos), los 2 tipos de sueros se obtuvieron del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán", en la Ciudad de México, perteneciente a 

la Secretaria de Salud. Las muestras fueron mantenidas a -20° C hasta su utiliz.ación. La 

información clínjca proporcionada de las muestras fue carga viral, cuenta de CD4 y CDS. 

Aquellas muestras de las que no se obtuvo datos como cantidad de CD4 ni carga viral 

fueron eliminados. Solo se contó con 63 muestras de sueros (Apéndice 1 ). De éstas 

muestras, sólo 22 estaban sin tratamiento antiviral. El rango de las cargas virales va desde 

50 hasta 1.68 X 105 copias de ARN/ml. 

Los sueros obtenidos se clasificaron en base a la cantidad de células CD4+ presentes en los 

sueros y se agruparon de la siguiente manera: 

Grupo O 

Grupo 1 

Grupo 2 

Grupo 3 

5 sueros V 1 H negativos 

16 sueros con cuentas menores de 200 CD4 

16 sueros con cuentas de CD4 de 200 a 400 

3 1 sueros con cuentas mayores de 400 CD4 
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Mapeo e identificación de epítopos/mimótopos de sueros policlonales de pacientes con 

infección por VIH-1 mediante el uso de bibliotecas de péptidos expresadas en fagos 

filamentosos. 

Para llevar a cabo el mapeo y/o la identificación de mimótopos-epítopos se usaron 3 

bibliotecas comerciales (7, 12 y 7aa. flanqueados por cisteínas) y expresados en la porción 

amino terminal de la pIIJ del fago M 13 (New England Biolabs Inc., Beverly, USA). 

Del banco de sueros humanos YIH + se tiene información clínica como carga viral, conteo de 

CD4 y los colaboradores del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador 

Zubirán" nos brindaron información acerca de la capacidad neutralizante de ciertos sueros en 

contra de aislados primarios. Esta información está basada en la medición de producción de 

antígeno p24 en PBMC en presencia de 2 aislados primarios por separado (M24 y NP54) 

Gráfica 2. 
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Gráfica 2. Ensayo de neutralización in vitro de aislados 
p rimarios con sueros humanos (1:100) 

M24 Aislados primarios NP54 

- ------·- --· - -- --
ONP35a ONP37 ONP38 •NP45 ONP47 O NP54 ONP55 • NP56 ONP68 ONP69 

O NP57 D NP3 D NP7 DNP8 •NP11 ONP12 ONP13 ONP14 ONP17 ONP21 

O NP27 O NP28 O NP29 D NP46 O NP62 O l.AD 
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Posterior a l aná lisis de estos resultados. se realizó un ensayo de ELISA para evaluar la 

reactividad d..: estos sueros con el péptido sintético que contiene a la región 

inmunodominante de gp41 llamado GM15 ( IWGCSGKLICTTAVP. s intetizado mediante el 

procedimiento de Mcrrilield descrito en 148) ya sea en su forma lineal o cíc lica y usando 

como controles péptidos no relacionados llamados "E2" y "T IC" (Gráfica J. pág. 45). 

Biosclcccióo 

La bioselección se realizó mediante e l uso de placas de microtitulación (Boehringer 

Manheim, GMl3H-Germany), las cuales estaban cubiertas con anticuerpos anti Fe de lgG 

humano. Esto pcmute capturar a los lgG de los sueros por su porción Fe y tener una mejor 

exposición de la región Fab [ 149). Generalmente se utiJizan 4 pozos por 

suero/bioselección. Posteriormente se bloquean los pozos con PBS (O.O 1 M de PBS (pH 7) 

0.01 M de KH~P04. 1 M Na2HP04, l .J7 M de NaCI, 0.027 M KCI) -BSA al 2%. Poste rior 

al periodo de incubación de 1.5 Hrs. y de lavar los pozos con PBS se agregan los sueros. Se 

utilizaron los sueros de los pacientes marcados con la clave NP8 y NP 1 J, debido a sus 

características en carga vira l. conteo de CD4. capacidad neutralizante y en su capacidad de 

reconocer al péptido sintético GM 15 en su forma lineal o c íclica. Los sueros se agregan 

cada uno por experimento a la<; placas usando una dilución 1 :SO en Pl3S agregando 

200~11/pozo d~jando incubar durante 1.5 Hrs a J7° C. Posteriormente se lavan los pozos con 

PBS y se incuba a 4° C toda la noche. se agregan las bibliotecas de péptidos en fagos ( 1011 

fagos/pozo) en Pl3S-13SA 0. 1 % en un volumen de 100 µ l/pozo, se deja incubar a 4° C por 

4.5 horas. Después se lavan 5 veces los pozos con PBS frío y se deja incubar con 100 

µl/pozo de POS frío durante JO minutos. Se quita el sobrenadante y se agregan 100 µl/pozo 

de solución amortiguadora de e lus ión, HCl-glicina (0.2 M glicinia/HCJ pi-! 2.2) incubando 

1 O minutos a temperatura ambiente (TA) y posteriormente 1 O minutos a Ji' C. Se colecta 

e l cluído de los 4 pozos utilizados (400 µl aproximadamente) y se neutraliza el pll ácido de 

la solución de elusión mediante e l uso de 25 µl de Tris (2M. pH 11 .07). 
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Titulaciiin de fagos y fagémidos 

Posterior a cada ronda de bioselección se calcula el número de fagos eluidos. De cada 

elusión se toma una muestra para realizar diluciones seriadas. De cada dilución se toma 

una muestra ( l a 5 µI) y se agregan a 200 µI de E. coli TG- 1 proveniente de un cultivo con 

00600 - 0.5. A esto se le ruede agregar l O ~ti de XgaVIPTG (1 g X-gal, 1.25 g IPTG , 

disolver en 25 mi de dimetil lo nnamida y mantener a - 20° C) como marcador, debido a la 

presencia del gene lac-Z en el ADN del fago. Se deja incubar por 5 mínutos a temperatura 

ambiente. Posteriomlente se agregan 5 rnJ. de Top Agar fundido (en 1000 rnJ. de H20: JO 

gr. de bacto-tryptone, 5 gr de extracto de levadura, 5 gr. de NaCI. 1 gr de MgCh• 6H20 y 7 

gr de agarosa), se mezcla y se pone en una caja de petri con LB agar (en 1000 mJ. de rbO: 

1 O gr. Bacto-triptone, 5 gr. de extracto de levadura, 5 gr. de NaCl y 15 gr. de agar). Se 

incuba a 37° C toda la noche. Al día siguiente se cuentan el número de unidades fonnadoras 

de placa (pfu) y se multiplica por el factor de dilución para obtener el número de fugos 

eluidos I mi. 

En el caso de los fagérnidos. se hace el mismo procedimiento hasta ponerlos a interaccionar 

con las bacterias E. coli TG 1. Ya que posteriormente de los 5 mínutos de incubación a 

temperatura ambiente, se plaquea con el uso de un asa. Esto se realiz.a en una caja de petri 

con LB + ampicilina (50 µg/ml) y se deja incubando toda la noche a 3 7° C. Posterionncnte se 

cuenta el número de colonias de bacterias que crecieron y se mult iplica por el factor de 

dilución. 

Amplificación de fagos 

Para amplificar los fagos eluidos provenientes de la bioselección previa, se ponen en 50 mi 

de medio 2x YT (en 1 Lt. de H20: 16 gr. de bacto-tryptone, 1 O gr. de extracto de levadura y 

5 gr. de NaCI) mas 1/100 de E. coli 00600 -0.5. Se dejan en agitación por 4.5 horas a 37° 

C. Posteriormente se tiene que purificar los fagos mediante una doble precipitación con 
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PEG/NaCI de la siguiente manera: se centrifugan a 12 OOOg por 1 O minutos a 4° C. Se toma 

el sobrenadante y se le agrega 1 /6 parte del volumen de Peg/NaCI (NaCI 5M, 

Polietilenglicol-8000 400 gr/Lt). Se mezcla y se mantiene a 4° C toda la noche. 

Después del periodo de incubación se centrífuga nuevamente ( 12 OOOg a 4° C). Se desecha el 

sobrcnadante y el botón de fagos que se forma se resuspende en 1 mi de TBS (50 mM tris­

HCI pH 7.5, 150 mM NaCI). Se transfiere a un tubo de microcentrífuga y se centrifuga 5 

minutos a 16 OOOg a 4° C. Se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo y se le agrega 

nuevamente 1/6 parte de PEG/NaCl, dejándose incubar 1 hora en hielo. Posterionnente se 

centrífüga 1 O minutos a 16 OOOg a 4° C, se tira el sobrenadante y el pellet se resuspende en 

200 µl de TBS. Se centrífuga nuevamente por 5 minutos a 4° C, se torna el sobrenadante y se 

pasa a un tubo nuevo. Se titula el fago obtenido. Normalmente con este procedimiento se 

obtienen títulos de 1013 fagos/ml. Estos fagos se pueden utilizar en nuevas rondas de 

bioselección, ELISA, secuenciación, inmunización, etc. 

En el caso de fagémidos se utilizan 2 ml de TG 1 provenientes de un cultivo con 00600 

--0.5, y se agrega el eluido, esto se deja en incubación 1 hr. /\. 37° C sin agitación. 

Posteriormente se agregan 8 ml. de 2x YT con 1 O µI de ampicilina ( 100 µg/µl) y se deja 2 

hrs. en agitación a 37° C. Posteriormente se tornan 5 mi. del cultivo anterior y se le agregan 

88 µl de fago ayudador K07, 1011pfu/ml, Fago ayudador M 13K07 (lnvitrogcn, CA, USA) 

y se deja 1 hr. a 3-,U C sin agitación. Posteriormente se lleva este cultivo a un volumen de 

100 mi de 2xYT y se le agrega ampicilina (100 µg/µl) y kanamicina (50 µg/µI ) y se deja 

toda la noche en agitación a 30° C. Posteriormente se realiza la precipitación como si fuera 

fago. 

Se realizaron 3 rondas de bioselección, en cada una de las rondas se seleccionaron clonas al 

a7.ar. J-4 en la 1• ronda, 3-4 en la 2• y 4-6 en la 3• ronda. Estas fueron amplificadas en 

volúmenes de 1 O mi siguiendo los procedimientos antes mencionados. 
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Purificación de ADN de cadena sencilla de los fagos 

Para la purificación de la cadena sencilJa de ADN de los fagos se tomó 1 mi del 

sobrenadante de la primera centrifugación del proceso de amplificación de cada clona 

seleccionada, se agregaron 400 µI de PEG/NaCI y se mantuvo a temperatura ambiente por 

10 minutos. después se centrifugó 10 minutos a 16 000 g y se desechó el sobrenadantc. Se 

recentrifuga por 30 segundos para eliminar el sobrcnadantc nuevamente. Se agregan 200 µI 

de solución amortiguadora de yodo ( 1 O mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDT A y 4M NaCI) y 

se resuspende el botón obtenido, posteriormente se agregan 500 µl de etanol absoluto, se 

mezcla y se incuba por 1 O minutos a temperatura ambiente. Se centrífügó 1 O minutos a 16 

000 g, se elimina el sobrenadante y se lava con 200 µ I de etanol al 70%. Se elimina el 

sobrenadante y se agrega 15.5 µI de agua bidestilada. La cantidad y calidad del ADN se 

verifica en un gel de agarosa al 1 %. 

En el caso de los fagémidos, se obtuvo el ADN de doble cadena mediante el uso del kit 

Quantum Prep MiniPrep, siguiendo las instrucciones del proveedor y la cantidad y calidad 

del J\.DN se verificó en un gel de agarosa al 1 %. 

Sttuenciación del AON de cadena sencilla de los fagos. 

La secuenciación del ADN de los fagos seleccionados se reali7.ó mediante el uso del kit "T7 

Sequena..c;e versión 2.0 Quik-Denature plasrnid sequcncing" (Amcrsham Life Science, OH) y 

dA TP a-S35 que está basado en el método de Sanger modificado. 

Se incuba durante 1 O minutos a 3 7° C la siguiente mezcla: 

1.5 µI de primer de sccucnciación 

2 µI de "plasmid reaction buffer" 

12.5 µI de ADN (0.5 - 3 µg ) de la clona a secuenciar. 
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Después de incubar se pone en hielo por 1 O minutos. A la mezcla anterior se le agregó 1 ~ti 

de ditiotritol 0. 1 M. 2 µI de labeling mix (dNTPs de G. T. C. 7.5 µM e/u), 0.5 µI de dAT P 

a-S35 (3. 75 X 10-13 µCi) y 1 µI de enzima ( 4 U de polimerasa). dejándose incubar 5 minutos 

a 3°f C. Posterionnente en 4 tunos por clona a secuenciar. se agregan 2.5 µI de ddNTPs (80 

µM), cada tubo para cada nueleótido de terminación. y a cada tubo se le agrega 4.5 µI de la 

mezcla anterior incubándose a 37° C por 5 minutos. Posterionncnte. a cada uno de los tubos 

se les agrega 4 ~ti de la solución de paro y se incuba por 5 minutos a 3T1 e por 3 minutos. 

Posterionnente se agregan 7 µI de cada una de las muestras en los carriles de un gel de 

poliacrilamida al 8% (39.6 g. de urea, 26.4 mi agua, 16 mi acrilarnida/bisacrilamida 38:2, 8 

mi TBE 1 OX. 675 µ1 persulfato de amonio y 25 µI TEMED) . 

. Se corre aproximadamente 4.5 horas a 1800 volts, se seca el gel en el secador de geles 

durante 1 hora a 80° C. Se transfiere a un cassette junto con una placa de rayos X de 14" X 

16" durante 72 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se revela la placa y se realiza la 

lectura manual de las secuencias. 

En el caso de los fagémidos se realiza una desnaturaJizaeión alcaJina rápida del ADN de 

doble cadena mediante el uso de NaOH 1 M y HCI 1 M. siguiendo las indicaciones del 

proveedor (T7 Sequenase versión 2.0 Quik-Denature plasmid sequencing" Amersham Life 

Science, 0 11). Posterionnente se realiza el procedimiento como si fuera ADN de cadena 

sencilla. 

Análisis de secuencias. 

Las secuencias de los péptidos expresadas en los fagos fueron analizadas mediante el uso de 

programas de computadora ALIGN y LALING del Servidor de Gcncstrcam Bioinformatics 

Resource (h!!r-://xyfum.igh cnrs. frQ. 
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lnmuni~,ación de ratones BALB/cAnN 

Se seleccionaron 5 clonas obtenidas de la biosclccción con el suero 8 y 4 obtenidas con el 

suero 13. las cuales fueron utilizada~ para inmunizar ratones BALB/cAnN. 

Para cada muestra se inmunizaron 3 ratones hembras Balb/C de 4 a 6 semanas de edad. La 

vía de inmunización fUe intra peritoncal y subcutánea ahemadamente. Se inmunizaron 2 X 

10 11 pfu/I 00 µ I de TílS. Se realizaron 4 inmunizaciones con 1 O días de diferencia entre cada 

inmunización. 1 O días posteriores a la última inmunización se sangraron a blanco, se juntaron 

los sueros de cada grupo experimental y se mantuvieron a - 20°C hasta su utilización. 

Ensayos de neutr,llu,acióo in vitro (Captura de antígeno p24 y cuantificación de 

sincicios. 

Los sueros humanos VIH + fueron evaluados en ensayos de neutralización in vitro mediante 

la medición de la captura de antígeno p24. Este ensayo se realizó por duplicado y utilizando 

aislados primarios (M24 y NP54) libres de células. Se utilizan PBMC (5 X 105 células/pozo) 

en 200 µI de medio de cultivo RPMI + Suero Fetal Bovino 20% + l % de antibióticos 

(penicilina streptomicina). Después de 2 horas de incubación a 37 ºe con 5 % de C02 se 

agregan agregaron los sueros a evaluar para obtener una dilución l : l 00 además de los 

aislados virales. dé estos se agregan 100 pg/pozo. Todo esto se deja incubar por 24 hrs a 37° 

C con 5 % de C02• Posteriormente se centrífuga Ja placa a 1500 rpm. se elimina el 

sobrenadante y se agrega PBS { l µl/pozo) y se centrífuga nuevamente. Se elimina el 

sobrenadantc y se agregan 500 µI de medio/pozo y se deja en incubación por 72 horas. 

Posteriormente se tornan los sobrcnadantes en una dilución 1 :5 y se utiliza para realizar el 

ELI SA para determinar la concentración de antígeno p24 mediante la utiliwción de algún 

juego comercial. 

Los sueros de los ratones inmuni:t.ados con las construcciones seleccionadas fueron utilizados 

en ensayos de neutralización in vitro utilizando células MT2 y VJH-1 MN.· El ensayo se basó 
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en la capacidad de inhibir la formación de sincicios. Los ensayos fueron realizados en el 

laboratorio del Dr. K. Ugen en la Universidad de Pennsylvania L68, 69.1 como se describe a 

continuación; Los ensayos se realizaron por duplicado. Los sueros de los ratones se diluyeron 

serialrnente 1: 16. 1 :32 y 1 :64. Se ut iliwron 50 µI de los sueros diluidos fueron mezclados con 

100 TCID~o (50% de Dosis lnfectiva de Cultivo Celular) del aislado de laboratorio VJHMN y 

se dejó en incubación por 2 Hrs. a 37 ºc. Postcriom1ente se agregan 2000 células MT-2/pozo 

y se incuba toda la noche. Al día siguiente, las placas son lavadas y centrifugadas y se agrega 

medio RPMI 1640. Y se comierwi a contar el número de sincicios que se formen a partir del 

día 4 mediante la utilización de un microscopio de luz invertida y mediante una 

amplificación 40X. 

Clonación del péptido de la región inmuoodominaote de gp41 del YIH- l en la pffi y 

p vm de fagos. 

La secuencia de la región inmunodorninante se clonó en el ADN de fagos para expresarla 

en Ja pll l y también se clonó en el ADN de fagémidos para que se expresara en la pVlll. 

Para la clonación en la plll se logró mediante el diseño de oligos que codificaran a esta 

región inmunodominante después de la secuencia VPFYSHS es parte del péptido señal de 

la pi 1 f. También en el diseño de estos oligos se incluyen 2 sitios de restricción que son 

Acc65 1 y Eag f. 

Lo que se hizo fue tomar a los ofigos EXT-NGM (5' CA TGT TTC GGC CGA CAC AGC 

AGT GGT GCA AA T GAG TJT TCC AGA GCA ACC AGA GTG AGA ATA GAA AGG 

TAC CCG GG 3 '), EXT-GMA 1 (5' CA TGT TTC GGC CGA CAC AGC AGT GGT GCA 

AAT GAG rrr TCC AGA AGC ACC AGA GTG AGA ATA GAA AGG TAC CCG GG 

3') y EXT-GMA2 (S' CA TGT TTC GGC CGA CAC AGC AGT GGT AGC t\J\T GAG 

T IT TCC t\GA GCA t\CC AGA GTG AGA ATA GAA AGG TAC CCG GG 3') y fueron 

sometidos a un proceso de unión o pegado al primer de extensión (5' Ct\T GCC CGG GTA 

CCT Tf'C Tt\T TCT C 3') y utilizando el protocolo descrito en la tabla J. 
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Tabla 3. Protocolo de unión de primer de extensión con oligos. 

Reactivo Cantidad 

E.,YJ'-NGM o fü,_'T -GMA 1 o EXT -GMA2 0.5 µg 

Pámcr de extensión 2.9 µg 

Volumen total 30 µI 

Esta mezcla se calentó a 95° C y se fue enfriando lentamente hasta llegar a una temperatura 

menor a 37° C usando un termociclador Perkin Elmer 9600 (Bio Rad). Esto genera que el 

primer de extensión se una a los oligos utilizados. Esto se demuestra en el siguiente 

diagrama: 

Primer de extensión: 5" CATGCC CGG CilA CCT TTC TAT TCT ~· 

+ 

O ligo 
3' GGGCCC:\"l ºGGAAJ\G1\T1v \ GAGTGr\G:\CCJ\J\CGAG:\CC!T!TG¡\G'fºAA1\(;GtºGGTGACG1\ Ct\C 
:\CC CGG C IT TGT :\C 5' 

~·t:.\T(;Cl,l;( ;C (;T\t:Cr ·¡ n: 1 \T n-1 \:.\e: TCI 1' 
3' GG GCC CAT GGA AAG ATA AGA GTG AGA CCA ACG AGA CCT TTT GAG T AA ACG 

TGG TGA CGA CAC AGC CGG CTT TGT AC s· 

Posteriormente para extender las cadenas de ADN unidas en el protocolo anterior. se llevó a 

cabo el protocolo descrito en la tabla 4 . 
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Tabla 4. Protocolo de extensión para oligos unidos al primer de extensión. 

Reactivo 

Reacción de w1ión inserto + primer 

Sol amortiguadora de enzima Klenow l OX (NEB) 

IOmM dNTP's 

Enzima Klenow 

¡\gua 

Volumen total 

Cantidad 

30 µ l 

20 µl 

8 µl 

3 U 

139 µI 

200 µI 

Esta reacción se dejó incubando a 37° C por 1 O minutos, posteriormente se puso a 65° C por 

15 minutos. Con este protocolo se obtienen productos con extremos romos. Pe ro para poder 

dirigir la clonación de estos productos en el vector de fago es necesario digerir el extremo 5 ' 

con Acc65 1 y el extremo 3' con Eag l. Para poder lograr esto. cada una de las 3 

construcciones para clonar en fago, fueron sometidas al pro tocolo descrito en la tabla 5. 
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Tabla S. Protocolo de digestión de insertos para clonación en vector de fago 

M13KE. 

Reactivo Can cid ad 

Reacción de extensión 200 µl 

Buffer 3 de enzima 1 OX (N EB) 40 µI 

C:ag l (1OU/ 1 µl) su 

Acc6S f(IOU/1 µl) su 

Agua 160 µI 

Volumen total -100 µI 

Esto se incubó por 3 horas a 3 7 ºe y se purificó con acetato de sodio y etanol. Posterior a este 

tratamiento se guardó a - 20 ºe hasta su uso. 

Para la clonación en la pll I del fago se utilizó el vector de clonación M l 3KE (NEB) figura 6, 

el cual se digirió de acuerdo al protocolo descrito en la tabla 6. 

A -----... 
\ 

\ 
M13KE 

,.. .... j 

B 

' 4 • -'" ·• 11 <l. 1 t .lo I ' o,¡ ' • J 1 1 1 1 t•tA 1,1 .. lot,\ ~( t 1 te 1 • I I• -1 o .\l. fp, I • o ' •• 

' .. l ! f .. 1 p \ \ , 1 lt ~- ~· 
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Figura 6. Mapa del vector de clonación M13KE. 

Tabla 6. Protocolo de digestión del vector M13.KE. 

Rcacávo Canádad 

M13KE 3¡ig 

Eagl 3 U 

i\cc651 3U 

Volumen total 120 µI 

Se dejó digiriendo 16 horas a 3 7° C y se purificó el vector digerido mediante su purificación 

en una electroforesis en gel de Tris-Borato-EDTA (TBE, Tris 54 g/Lt, ácido bórico 27.5 g/Lt, 

EDTA 20 ml.) agarosa 1% con 0.5% de bromuro de etidio. Esto genera que en el vector 

digerido se pueda clonar un inserto que tenga los extremos complementarios. En el diagrama 

sigufonte se muestra como quedan los extremos del vector digerido 

Vector M13K.E sin digerir. 

P L V A E 
5' AITCCT ITA GTG GTA CCT ITC TATTCr CACTCG (;( ( C1AA 3· 
3· TAA GGA AAT CAC e.\ r GGA AAG ATA AGA GTG AGC ( (,(¡ (Tf s· 

Vector M l 3KE digerido con Acc65 1 y Eag 1 

5' AITCCT ITA GTG 
3· TAA GGA AATCAC CAT G 

l'.;11: 1 

Ci GCC GAA 3· 
C.TIS" 
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Para la clonación en la p VIII se digirió el vector de fagémido PF8 ( 133) utilizando el 

protocolo descrito en la tabla 7. 

Tabla 7. Protocolo de digestión del vector PFS. 

Reactivo Cantidad 

PF8 10 µg 

Eco lU 3U 

Bam HJ 3U 

Buffer tOX 10 µJ 

Volumen to r;tl 100 µl 

Esto se digiere toda la noche a 37° C. Posteriormente se precipitó con acetato de 

sodio/etanol y se Uevó a un volumen de 20 µJ mediante el uso de agua Milli Q. Esto genera 

que Jos extremos del vector sean cohesivos. Con lo cual se puede dirigir la clonación. Esto 

se muestra en el siguiente diagrama: 

V cctor PF8 sin digerir 

AE GE F @ DP 
5' GCT GAG GGT GAA TIC TAG GAT CCC 3' 
3 ' CGA CTC CCA CTT AAG ATC CTA GGG s· 

EcoRI 8;1111HI 

Vector PF8 digerido con Eco RJ y Bam HI. 

5' GCT GAG GGT G 
3· CGA CTC CCA CTI AA 

GATCCC 3' 
GG5 ' 
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Para la preparación de los insertos se realizó el "'annealing" de los primers AnGM 1 (5' AA 

T fC GGT TGC TCT CiGA AA/\ C'fC ATf TGC ACC ACT GCT GTG J') con AnGM2 (5' 

G ATC CAC AGC AGT <i<iT GCA AA T GAG TTT TCC AGA GCA ACC G 3 '); 

AnGMA 11 (S' AA TfC GGT GCT TCT GGA AAA CTC ATT TGC ACC ACT GCT GTG 

3') con AnGMA 12 (5' G ATC CAC AGC AGT GGT GCA AAT GAG TTT TCC AGA 

AGC ACC G J') y del AnGMA2 l (5 ' AA T íC GGT TGC TCT GGA AAA CTC ATT 

GCT ACC ACT GCT GTG J')con AnGMA22 (5' G ATC CAC AGC AGT GGT AGC 

AAT GAG TrT TCC AGA GCA J\CC G 3') usando la misma estrategia para el primer de 

extensión. Al momento de realizar estas uniones o pegados da como resultado que se forme 

un producto con extremos cohesivos para 5' Eco RI y Bam Hl para 3' sin necesidad de 

realizar alguna digestión. 

Posteriormente se realizó la ligación del ADN de estos insertos con el ADN del vector PF8 

digerido Eco R 1 - Bam H 1 utilizando el siguiente protocolo mostrado en la tabla 8. 

Tabla 8. Protocolo de ligación del ADN de los insenos con el ADN del 

vector de fagémido PF8. 

Reactivo 

PF8 digerido con Eco R l/ lhm H 1 

l n~erto 

Sol. amortiguadora lOX 

T4 Ligasa (Fermentas) 

Vo lumen total 

Cantidad 

100 ng 

300 ng 

10 µI 

1 u 

20 µI 

Esto se dejó 5 minutos a temperatura ambiente y se congeló a -20ºC hasta su uso. 

Eledroporación. 
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Para realizar la e lcctroporación se prepararon células competentes E. coli TG 1 de la siguiente 

manera: 

Las células que se obtienen de 100 mi de cultivo de células E coli TG 1 con w1a D.0.600 de 

0.3 a 0.6 en medio LB son centrifugadas a 1000 g por 1 O minutos a 4°C. El botón de células 

es resuspcndido en 111 O del vo lumen inic ial, es decir en 1 O mi. de buffe r TSB estéril a 4° C 

(Medio LB pH 6. 1. PEG-3350 10%. DMSO 5%. MgCl2 1 O mM y MgS04 1 O rnM). se 

incuban en hielo por 1 O minutos y después se congelan en alícuotas en un baño de hielo seco 

con etanol para su almacenamiento a - 70°C. 

Para la e lectroporación se toma una alícuota, se descongela a temperatura ambiente y se pone 

en hielo. Posteriormente en un tubo de polipropileno de 1.5 ml se ponen 40 µI de las células 

electrocompetentes con l ó 2 µI de la muestra de DNA a e lectroporar. El electroporador 

(Gene Pulser, Bio Rad) se calibra a 25 µF y 2.5 kV, y 2000. La mezcla de células con DNA 

se traslada a una cubeta, enfriada en hielo previamente, y se pone en la cámara donde se 

realiza la electroporación. 

Posterior a la e lectroporación, se toma la cubeta de clcctroporación y se le agrega 1 mi de 

medio SOC (Bacto-tryptone 2 %, extracto de levadura 0.5%, NaCJ 1 O mM, KCI 2.5 rnM, 

MgClz 1 O mM, MgS04 1 O mM y glucosa 20 mM), y se traslada esta nueva mezcla hacia un 

tubo de polipropileno de 15 mi. Se deja incubando a 37° C por :\O minutos sin agitación y 

luego o tros 30 minutos con agitación. 

Dependiendo de s1 se clectroporó fago o fagémido, es el tratamiento que se le da 

posteriormente. 

Para fagos se agregan 40 µI de células e lectrocompetentes a la mezcla con medio SOC y 

posterior a los períodos de incubació n se mezcla todo con Top 1\gar fundido para verterlo 

todo en una caja de petri con medio LB Agar. 

Para fagémidos, después del período de agitación, se toman mw.:stra~ de diferentes 

volúmenes ( 1 O, 50, 200 µI, etc.) y se les agrega medio SOC para llegar a un volumen 
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aproximado de 300 µI y se plaquea en una caja de petri con LB + Ampicilina 100 µg/ml con 

la ayuda de una espátula. 

Ensayos de ELISA 

Para evaluar la reactividad de las construcciones, en fagos y fugémidos. con un panel de 

sueros VI H-1 positivos y negativos se realizaron diferentes tipos de ELISA. 

ELISA PARA FAGOS: En una placa para ELISA de 96 pozos (Nunc Maxi Sorp, 

Denmark) sensibilizada con un anticuerpo monoclonal anti-Fe de lgG humano y bloqueada 

con una solución de PBS-BSA al 3% se le agregaron los sueros humanos VIH + diluidos 

1 :300 en PBS-BSA a1 1 %. Como control negativo se usan sueros de pacientes no 

infectadas o VIH negativos. Se dejaron en incubación por 1 hr. a 37° C. Posteriormente 

fueron lavadas con PBS-Tween O.O 1 % y se les agregó 1010 pfu de cada construcción (M 13 

sin inserto como control) y se dejó en incubación toda la noche a 4°C. Posteriormente 

después de otra serie de lavados se le agregó un anticuerpo monoclonal anti M 13 

cOJtjugado con pcroxidasa (HRP) (Arnersham Pharmacia Biotech) y se dejó en incubación 

por 1 hr. a 37° C. Después de este período se lavó nuevamente y se agregaron 100 µI de 

substrato ABTS (Zyrned Laboratoires lnc., San Francisco, CA. USA). Se tomaron lecturas 

de la absorbancia a 405 nrn en un lector de placas automático (Opsys MR Microplate 

Reader. DYN EX Technologies lnc., Chantilly, VA. USA). 

ELISA PARA FAGÉMlDOS: En este fonnato los fagémidos se agregan a la placa de 

ELI SA ( 1011 pfu de Ja clona a evaluar) en PBS por pozo. Como control se agrega el M 13 

sin inserto. Se deja en incubación a 4° C toda la noche. Posteriormente se lava la placa, se 

bloquea y se agregan los sueros humanos a evaluar corno se describió en el protocolo de la 

ELISA para fagos. Después del lavado se agrega un anticuerpo monoclonal de cabra anti 

lgG humano conjugado con HRP. en una dilución 1:10,000 en PBS-BSA al 1%. Se deja 

incubar 1 hr. a 37° C, se lava y se agregan 100 µI de substrato ABTS. La lectura se toma 

como se describió anteriormente. 
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ELISA CON 13-MERCAPTO ETANOL. Este tipo de ELISA se realiza de la misma manera 

4uc en el protocolo descrito para ELISA con fagémidos, la diferencia está en que los 

fagémidos a utilizar estuvieron diluidos en una solución de PBS-BSA 1%- P-mercapto 

etanol al 15%. Los controles estuvieron en una solución de PBS-BSA al 1%. El porcentaje 

de inhibición de reconocimiento o unión de cada suero se calcula usando la siguiente 

fó rmula: 

100 - (lectura con 13-mercapto-etanol X 100 ) 
(lectura sin 13-mercapto etanol - lectura con M 13) 

ELISA DE COMPETENCIA: Este tipo de ELISA se realiza de la misma manera que en el 

protocolo descrito para ELISA con fagémidos con la diferencia está en que los sueros 

humanos fueron incubados a 4° C toda la noche previa a su uso con un péptido sintético: 

GM15 o con el péptido no relacionado C44 (CASVRGWYVRSVFDPAC) lnvitrogen Life 

Technologies, Carlsbad. CA, USA. 
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5. RESULTADOS 

En este estudio se evaluó la capacidad antigénica e inmunogénica de la región 

irununodominante de gp41 del VlH-1 desplegada en la superficie de el fago fiJamentoso 

M 13. Se usó un banco de sueros proporcionados por el Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición "Salvador Subirán". Se cuenta con la siguiente información: fecha de 

diagnóstico, carga viral, cantidad de CD4 · s y CD8 's (Apéndice J ), régimen de tratamiento 

antiviral. Se nos proporcionó información de algunos sueros en cuanto a su capacidad de 

neutraliz.ación con aislados primarios basándose en la capacidad de producción de p24 

(Gráfica 2, página 28). Con el objetivo de obtener información adicional de los sueros, 

evaluamos en un ELISA su capacidad de reconocimiento de la región inmunodominante en 

una forma cíclica y lineal mediante el uso del péptido sintético GM 15 en forma cíclica y en 

forma lineal mediante el uso de l}-mercapto etanol (Gráfica 3). Como controles se 

utilizaron 2 péptidos no relacionados denominados E2 y T 1 C. 

Gráfica 3. Reactiv idad en EUSA de sueros VIH+ con GM15 
lineal o cíclico 

[o GM15 Cíclico O GM15 Lin~I DE.2 DT1C] 
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En la Gráfica 3 se observa que el suero NP8 reacciona más que los demás con el péptido 

GM 15 en su forma lineal y sin tener reactividad con los péptidos no relacionados. También 

se observa otros sueros (NP38, NP56, NP69, NP57, NP7 NP1 2, NPl 3, NPl4, NP27 y 

LAD) muestran reactividad con GM 15 en su forma cíclica. Esto es normal debido a que la 

mayoría de las personas infectadas presentan anticuerpos en contra de esta región. 

Se seleccionaron 2 sueros denominados No. 8 y No. 13. El suero NP8 füe seleccionado 

debido a su reactividad con la forma lineal del péptido ya que el anticuerpo monoclonal 

Clona 3, que es neutralizante en contra de aislados primarios y cepas AZT resistentes, 

reconoce a esta región en una forma lineal y no en la presentación cíclica l83,84). El suero 

13 fue seleccionado debido a sus valores en cantidad de CD4's (Anexo 1) y a su capacidad 

neutraliz.ante (Gráfica 2, pág. 28). 

Para identificar epítopos de los anticuerpos presentes en ellos se usaron 3 bibliotecas 

comerciales, 2 que expresan los péptidos en forma lineal (7 y 12 aminoácidos) y 1 que lo 

expresa en forma cíclica (7 aminoácidos flanqueados por 2 cisteínas). Estos péptidos están 

expresados en la pIII del fago M 13. 

Con cada uno de los sueros se realizaron 3 rondas de bioselección para cada biblioteca. 

Después de cada ronda se titularon los fagos, se amplificaron y se sometieron a una nueva 

bioselección. En la Tabla 9 se muestran los títulos obtenidos en cada ronda. 
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Tabla 9. Títulos de fagos obtenidos en cad a ronda de bioselccción 

utilizando los sueros VIH + 8 y 13 utilizando bibliotecas comerciales. 

Suero 8 l ªRonda T. Ronda 3ª. Ronda 

Biblioteca 7 aa 1.09 X JO' 2. 19 X JO ' 1.11 X 1 o~ 

Biblioteca 12 aa 8 X 104 5.78 X JO' 3.22X 10~ 

Biblioteca 9 aa 1.33 X JO' l.32X 10' l.22X 10~ 

Suero 13 

Biblioteca 7 aa l.76X 10' 1.4X 101 2.1 J X lOY 

Biblioteca 12 aa 2 X lOb 7 X 10<> 8.J6 X JO" 
• ' 

Biblioteca 9 ·aa 2.2X JOº l.56X 10° 9.8 X JO~ 

Como se observa con el suero 8, en la primera ronda se obtuvieron de J 04 a J 05 fagos. Esta 

cantidad de fagos aumentó 100 veces en la segunda ronda con las bibliotecas de 7 y 9 aa y 

1000 veces con la de 12 aa. Ya para la tercera ronda en los 3 experimentos aumentó 1 O 

Ve{;eS. 

En relación al suero 13 se observa que desde la primera ronda se obtuvo un título grande de 

106 a 107
• Y que en la 2ª ronda solo con la biblioteca de 12 aa hubo un aumento en el título 

de 1 O veces. Sin embargo con las bibliotecas de 7 y 9 aa hubo una ligera reducción. En la 

3ª ronda la biblioteca de 12 aa mostró un aumento 1000 veces mientras que de las otras 

bibliotecas se mostró un aumento de 1 00 veces. 

SECUENCIAClÓN üEL ADN DE LAS CLONAS 

Se seleccionaron 36 clona<; de las 3 rondas reali7adas con el suero 8 y 32 ckrna<; de la<; 3 

rondas realizada<; con el suero 13. Se secuenciaron los ADN de cada una de las clonas para 

determinar la secuencia de aminoácidos de los péptidos expresados en cada una de las 

clonas seleccionadas. Las secuencias obtenidas están en la tabla 1 O utilizando el código de 

una letra por aminoácido. 
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Tabla 10. Secuencia de donas obtenidas con los sueros 8 y 13 usando 
bibliotecas comerciales* 

SUERO 8 

7-1 WSFJWt-111 
7-2 DSGTRHR 
7-3 RSTATLM 
7-4 GAHGHSN 
7-5 ALACRSL 
7-8 ITLNQNA 
7-9 LESYIYS 
7-10 LV'ITFKP 
7-11 SDSPSWL 
7-1 2 STSTLSY 
7-13 L VLPPSL 
7-14 WNSAWPV 
7-15 HMQA TLR 
7-16 GLIASTL 
7-20 YSPTLFY 
7-24 SLIASTL 
9-1 CHESSSNIC 
9-2 CEPFTRTSC 
9-3 CWPTLHLSC 
9-4 CTWSWPSSC 
9-5 CQVADSQSC 
9-6 CLPHTNTHC 
9-7 CYPQMQNRC 
9-8 CYRSASQLC 
9-9 CPTrlPLAC 
9-11 CEAAGSTSC 
9-1 2CKTNMAANC 
9-13 CARPRAIKC 
9-14 CKNHQTASC 
9-15 CFSMSLSRC 
9-1 6 CFGKLIQNC 
9-18 CMVHNWQTC 
9-20 CSSLI t\FKC 
12-1 HQNVAPSFPPGT 
12-2 ATNNPU·TTLRL 
12-3 ATYSNSTARAPG 
12-4 SLSELllPNGLKR 
12-5 QAPGESTLLSIW 
12-6 LP'ITMKIPVIFT 
12-7 APVIALKLAPIR 
12-8 EMTLGELPPARA 
12-9 TPPTHINWQVQR 
12-10 PTWNPPGLRllNV 
12-1 1 GLISSTFSEVSM 
12-12 GTQAHGRLHTHT 
12-22 YOl'llVTILLALW 

SUERO 13 

7- 1 HVRPGTP 
7-2 AGHLAQP 
7-3 LFQPPAT 
7-5 HVTGSMP 
7-6 TSTMSTR 
7-7 VNLSPPQ 
7-8 TQEYFAP 
7-9 FLHSSHA 
7-10 YYMSQPA 
7-11 YVHPKYF 
7-12 WSPLTPV 
7- 13 TDSRLYH 
7- 14 IPNTPHG 
9-1 CSPQVGGMC 
9-2 CMLQHTSDC 
9-3 CKLDNHQTC 
9-4 CSKVMLDTC 
9-6 CDINSMRPC 
9-7 CSTSL TRMC 
9-8 CPRLPPGIS 
9-10 CPLSDIQLC 
9-11 CSQY ARSMC 
9-12 CLSLPL VPC 
9-13 CSQSRANFC 
9-14 CDQPGRLIC 
12-5 KNLD'ITWLRSRV 
12-8 SLKTLDQTWHHY 
12-10 STKYSDATWIQM 
12-1 1 TMPDRAPWPLPP 
12-12 KISFEESSC HR 
12-13 DLVSKNLDAIWS 
12-14 ATNATYFGRLIL 

* Los números indican el tipo de biblioteca-número de clona en el cual se obtuvo la clona. 
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El anáfüis de estas secuencias demostró llllll homología con la región inmunodominante. 

La homología entre aminoácidos de las clonas seleccionadas y la región inmunodominante 

se muestra en rojo. Al final de cada secuencia se muestra el número de clona y el suero con 

el que se realizó la bioselección. Esto se observa en la tabla 1 O. 

Tabla 11. Homologías encontradas con la región inmunodominante de 
gp41 del VIH-1*. 

Región inmunodominante de gp4 I 

IWGCSGKLICTTAVP 

C DQP (clona 14) Suero 13 
ATNATYF L (clona 14) Suero 13 

G A L (clona 16) Suero 8 
S A L (clona 24) Suero 8 

D TRHR (clona 2) Suero 8 
S S T S L (clona 12) Suero 8 

WN W V (clona14) Suero 8 
F QNC (clona 16) Suero 8 

G S FSEVSM (clona 11) Suero 8 
GTQAH R HTH (clona 12) Suero 8 

' Las homologías entre los aminoácidos de los pépridos de las clonas seleccionadas y la región 
inmunodominante se encuentran represen tas en rojo. Entre paréntesis se encuentra el número 
de la clona que expresa la secuencia y posterior el número del suero utili7.ado con el que se 
o btuvo. 

Con base a los resultados del análisis de secuencias se procedió a inmuniz.ar a ratones 

BALB/cAnN con los fagos que expresan los péptidos con homología con la región 

inmunodominante de gp4 I del VIH-1. Las clonas seleccionadas utilizadas para la 

inmuniz.ación así como los fagos control se describen en la Tabla 12. Se anexaron a1 

experimento un fago no relacionado que expresa el péptido FHENWPS, un fago que 

expresa el péptido DMGPGRS. Esta secuencia contiene la secuencia GPGR, la cual es 
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homóloga al domínio principal de neutraliz.ación del asa V3 de gp 120 y que esta 

involucrado en procesos posteriores a la unión con la molécula CD4 (150]. En base a estos 

antecedentes se pensó que pudiera funcionar como un control positivo en el experimento. 

Otro control utiliz.ado fue el utilizar un fago que no desplegara péptidos, por lo cual se usó 

al fago Ml3 no recombinante. Todos estos fagos son suspendidos en una solución 

amoniguadora TBS, por lo que también se utilizó esta solución como otro control. 

Tabla 12. Fagos utilizados para la inmunización de ratones Balb/cAnN 

Fagos obtenidos de la 
Bioselección con suero 8 

9.16 CFGKLIQNC 
7.24 SLIASTL 
7.12 STSTLSY 
7.20 YSPTLI'Y 
7.16 GLIASTL 

Fagos obtenidos de la 
Bioselección con suero 13 

9-14 CDQPGRLIC 
12- 14 ATNATYFGRLIL 
7-6 TSTMSTR 
9-7 CSTSLTRMC 

Como controles en La inmunización se utilizó lo siguiente: 

Control de solución TOS K 
Control de vector M 13 sin inserto M 13 
Fago no nelacionado (FHENWPS) P25 
Posible control + de fago (DMGPGRS) P24 

Los sueros de los ratones inmunizados fueron utilizados en ensayos de neutralización in 

vitro (ver mal. y met). Se determinó la capacidad de inhibir la formación de sincicios 

obteniendo los siguientes resultados mostrados en la Gráfica 4. 
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Gráfica 4. Ensayo de Neutralización in vitro del VIH-1 MN en 
células MT-2 utilizando sueros de ratones inmunizados con 

las contrucciones en fagos. 
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En este experimento se utilizó como control positivo el suero de un paciente no progresor 

(P25), proporcionado por el Dr. K. Ugen [83,84], del cual se obtuvo el anticuerpo 

monoclonal CL3 (ver página 24) que tiene una alta capacidad de neutralización. Como 

control negativo se utilizó suero VIH negativo humano. Como se observa el suero de los 

ratones inmunizados con la clona que expresa el péptido CFGKLIQNC mostró un 

porcentaje de neutralización de 70% con una dilución 1 : 16. Con la misma dilución el suero 

de los ratones inmunizados con la clona CDQPGRLIC mostró un 43% de neutralización. 

Mientras que los sueros restantes mostraron una neutralización del 24%. El suero P25 

alcanzó un 92.3%. Este suero mostró un porcentaje arriba del 90% de neutralización el 

cualquiera de las 3 diluciones utilizadas. El resto de los sueros de ratones inmuni7..ados no 

se evaluaron en este experimento debido a la restricción en el tamaño del experimento. 

Al utilizar una dilución 1 :32 la muestra CFGKLIQNC obtuvo una neutralización del 47%, 

CDQPCRLIC del 26%, ATNATYFGRLIL del 21%, DMGPGRS del 6% y el Suero 

Nonnal Humano del 8%. Ya al utilizar la dilución 1 :64 los resultados de los sueros fueron 
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los siguientes: CFGKLIQNC mostró un 32.4% de neutralización, CDQPGRLIC 34%, 

ATNATYFGRLIL 9.3%, DMGPGRS 9% y el Suero Normal Humano (SNH) obtuvo un 

9%. 

En la 2". parte de este trabajo se evaluó la antigenicidad (capacidad de ser reconocida por 

anticuerpos) de la región inmunodominante desplegada en la superficie de el fago 

filamentoso M 13. Esto se hizo mediante el análisis del reconocimiento de sueros VIH + 

hacia esta región. Para esto se clonó la región inmunodominante de gp4 I del VIH- 1 

(IWGCSGKLICTIAV) en la plll o pVIII haciendo sustituciones alternadas de las cisteínas 

por alaninas para eliminar la presencia del asa en esta región, con lo cual se obtuvieron 3 

secuencia5 diferentes GCSGKLICTIAV, GASGKLICTTAV y GCSGKLJATI' AV las 

cuales se clonaron en la plll o en la pYlll. Para poder clonar en la plll se utilizó el vector 

M 13KE. El protocolo de clonación se resume en la figura 7. 

.. Pegado 

+ Ex!ensi6n 

• DigestiÓn 

------ -----T Ligación 3 

(~.~~=)"' 
...... __ ,,.. 

+ Bectroporación 

A Ampfficeción y s (_~_\ po.riticeción de fagos 

l'igura 7. Diagrama de clonación de la región inmunodominante en el vector 
M13KE 
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Este protocolo se utilizó para obtener cada una de las construcciones hechas para la 

expresión del inserto en la plll. Con esta estrategia se obtienen 5 copias del péptido 

clonado en la superficie del fago. ya que es e l numero de copias que hay de la plll en cada 

fago . A este tipo de despliegue o clonación se le llamó "en baja copia". Se obtuvieron 3 

construcciones diferentes. a cada construcción se le identificó de manera diferente ya que 

cada una expresa insertos diferentes. 

El: GCSGKLIClTAV 

E2: GASGKLICTIAV 

E3: GCSGK LIAlTA V 

Corno se aprecia, fas 3 construcciones son diferentes en la posición de las cisteinas, ya que 

se diseñaron los oligos para obtener este tipo de sustituciones por alanina. 

Las construcciones hechas para la pVlll se obtuvieron mediante otro protocolo, descrito en 

material y métodos. Con este procedimiento se expresan en la superficie de cada fago 

aproximadamente unas 800 copias del péptido en la superficie del fago. Debido a las 

características de despliegue del inserto, a este tipo de construcciones se les llamó ·'en alta 

copia". Las construcciones se identificaron de la siguiente manera: 

45: GCSGKLICTrAV 

67: GA SGKLJCTfAV 

89: GCSGKLIA lTAV 

A las construcciones en alta y baja copia que expresan a la región inmunodominante con sus 

2 cisteinas se les llamó "en forma cíclica" mientras que aquellas en donde existen las 

sustituciones por alanina se les llamó "en forma lineal". Cada una de las clonas obtenidas 

(E 1, E2. E3, 45, 6 7 y 89) fueron secuenciada:; para confirmar la clonación del inserto. 

Pos teriormente se utili7aron las construcciones en baja y en a lta copia que expresan a la 

región inmunodominante en una forma cíclica en ensayos de ELISA con un panel de 63 

sueros VIH + y con 5 sueros normales. En este ensayo 62 de los 63 sueros demostraron la 

reactividad hacia la construcción cíclica en alta copia (45C-C). Ninguno de estos sueros 

reaccionaron con el fago contro l M 13. Además los sueros VIH negativos no reaccionaron 
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con ninguna construcción ni con el fago contro l M 13. Los resultados se muestran en la tabla 

13. 

Tabla 13. Porcentaje de sueros VlH+ que reaccionan con las 

construcciones. 

Construcción Sueros VIH+ 

E1C-C 62/63 98.4% 

E2A-C 9/63 14.3% 

E3C-A 3/63 4.8% 

45C-C 62/63 98.4% 

67A-C 11/63 17.5% 

89C-A 19/63 30.2% 

Los sueros VIH + reaccionaron con las construcciones cíclicas en un mayor porcentaje 

(arriba del 98 %). Sin embargo con las construcciones lineares fueron menos sensibles ya que 

con E2 reaccionaron 9 de 63 sueros (14.3%) y con E3 solo 3 de 63 (4.8%). En comparación 

con las construcciones lineares en alta copia con la construcción 67 A-C reaccionaron 11 de 

63 sueros (17.5%) y con la construcción 89C-A reaccionaron 19 de 63 (30%). Ninguno de 

los sueros controles reaccionaron con ningún tipo de fago. 

ELISA con P-mercapto etanol. Este tipo de ELISA se realizó para evaluar si la 

conformación cíclica de la región inmunodominante de gp4 1 influye en el reconocimiento de 

los sueros VllH. Para estudiar esto se clonó la región inmunodominante en las plll y pVlll 

de el fago filamentoso Ml3 . Pocos sueros VII-!+ reaccionaron con las construcciones 

lineales. Para eliminar la posibilidad de que el reconocimiento fuera dado por la existencia de 

enlaces disulfuro entre 2 cisteínas de las proteínas recombinantes cercanas se realizó un 

ELISA con las construcciones y el uso de 2ME etanol para eliminar los enlaces disulfuro 

presentes y esclarecer la presencia de anticuerpos que reconozcan a la región 

inmunodominante de gp4 I en una forma lineal. 
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Los resultados obtenidos mostraron una disminución en la unión de los anticuerpos presentes 

en los sueros hacia los péptidos expresados en fagos. Esto es debido a la e liminació n de los 

enlaces disulfuro reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros evaluados. Con los 

resultados obtenidos se calculó e l porcentaje de inhibición de reconocimiento (materiales y 

métodos), los cuales se muestran en la Tabla 14. Los valores indican que un valo r menor en 

e l porcentaje de inhibición (menor al 30%) indica que e l reconocimiento observado hacia la 

construcción 45C-C está dada por anticuerpos que reconocen una conformación lineal y en 

consecuencia un valor alto (mayor al 70%) indica que e l reconocimiento está dado por la 

presencia de anticuerpos anti-conformación cíclica. 

Tabla 14. Valores obtenidos en el porcentaje de inhibición de urúón de 
sueros VIH + hacia la construcción 45C-C en presencia de 13-mercapto 

etanol 

Inhibición de Número de E - Grupos de sueros ,. '"' r. 
reconocimiento súeros 

¡.,. 

<l 2 3 ~ ~-. . 
< ' 

y 

· (CD4: ~oc a 200) (CD4: 200-400) (CD4: 012f0r a 400) 

Menor al 30% 23 4 3 16 

30 - 70% 20 9 3 8 

Mayor al 70% 19 3 10 6 

El reconocimiento de la región inmunodominante en forma linea l en a lta copia es inhibido en 

19 de 62 sueros en más de un 70%, en 20 de 62 sueros fue inhibido en un rango que va del 30 

a l 70%, y en 23 de 62 sueros el reconocimiento fue inhibido en no más de un 30%. En éste 

último grupo 7 sueros mostraban un reconocimiento que no cambiaba en presencia o 

ausencia ¡3-mcrcapto e tanol, lo cual indica que la mayoría de los ant icuerpos reconocen una 

conforrna.ción linea l. También se observa que e l mayor número de sueros. 16 de 23, en este 

valor pertenecen al grupo de pacientes 3 (cuentas de CD4 mayores a 400, mat. y méts.) Por lo 

que se hizo una correlac ión entre inhibición de reconocimiento y tiempo de d iagnóstico de 

los sueros obteniendo los siguientes resultados mostrados en la Gráfica S. 
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Gráfica 5. Correlación ene re la inhibición de la unión de sueros VIH + con 

la construcción 45C-C y el tiempo de diagnóstico (P<0.01.) 

-
20 ¡i )( 
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En esta correlación se observa que la mayor inhjbición de reconocimiento en presencia de 13-

mercapto etanol se obtuvo cuando los pacientes tienen menos de 5 años de infección 

(P<0.01). Este resultado confirma la hipótesis de que los no progresores tienen anticuerpos 

dirigidos contra la región inmunodominante en una conformación Lineal como se había 

reportado en los trabajos previos del monoclonal Clona 3 [83, 84). 

Los resultados obtenidos respecto a la construcción 67 /1.-C están reportados en la Tabla 15. 
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Tabla 15. Valores obtenidos en el porcentaje de inhibición de unión de 

sueros VIH+ hacia la construcción 67A-C en presencia de f3-mercapt0 
etanol 

Inhibición de Número de Grupos de sueros 

reconocimiento ' sueros 1 2 3 

(CD4: menor a 200) (CD4: 200-4-00) (CD4: mayor a 400) 

Menor al 30% 7 1 2 4 

30 - 70% o o () o 
Mayor al 70% 4 3 o 1 

El reconocimiento hacia la construcción 67 A-C fue inhibido en más de un 70% en 4 de los 

11 sueros positivos en este experimento, estos 4 sueros fueron inhibidos en un 100%. En 7 

sueros se inhibió su reconocimiento en menos de un 30%. De estos 7 sueros 5 no mostraron 

cambio en los valores de reconocimiento de los sueros hacia la construcción en presencia o 

ausencia de 13-mercapto etanol. 

Para la construcción 89C-A, ver Tabla 16, se obtuvo una inhibición del reconocimiento en un 

I 00% en 3 de 19 muestras y en menos de un 30% en 9 muestras. 4 sueros de estos 9 muestras 

mostraron el mismo reconocimiento en presencia o ausencia de ~-mcrcaplo etanol. 

T abla 16. Valores obtenidos en el porcentaje de inhibic ión de unión de 

sueros VIH+ hacia la construcción 89C-A en presencia de f3-mercapto 
etanol 

Inhibición de Número de Grupos de sueros 

reconocimiento sueros 1 2 3 

Menor al 30% ') 3 3 3 

30 - 70'Y.1 7 4 1 2 

Mayor al 7<rl·o ) o 2 1 
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ELISA DE COMPETENCIA. Para comparar las propiedades antigénicas de la región 

inmunodominante en el contexto de péptido sintético y en la forma de despliegue sobre 

fagos. se realizó una ELI SA de competencia. 

Grá fica 6. ELISA de competenc ia. Inhibición de la unión de la 
construcción 45 (C-C) con sueros VIH+ med iante el uso del péptido 

sintético GM15 
-----

100% • • 
e: 80% 1 • 1 -o 
(.) t t .e 60% 1 ~ • • e: 40% • i 
~ • • 1 o 

20% 

• • 0% 

2 3 

Grupos de pacientes 

Corno se muestra en la Gráfica 6. el péptido sintético GM 15 ( IWGCSGKLICTT A VP) tuvo 

la capacidad de inhibir la unión de los anticuerpos a la región inmunodominante expresada en 

la consirucción 45 (C-C) en algunos sueros (43 de 62 sueros, es decir el 69.3 %, se inhibió el 

reconocimiento en más del 50%). No se encontraron diferencias entre los 3 grupos de 

pacientes evaluados en la ELISA de competencia. Posiblemente esta persistencia en el 

reconocimiento se deba a alguna reacción cruzada de anticuerpos dirigidos contra otros 

antígenos. 
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6. DISCUSIÓN 

Los tratamientos reportados para el uso en SIDA no han brindado los resultados deseados 

[ 151-154]. Diferentes causas dificultan este logro teniendo entre ellos la alta variabilidad 

del virus, su estructura oligomérica compleja. la diversidad genética que tienen los 

individuos infectados y los altos costos de producción. 

La confonnación de cada virión es única y un solo virión de entre 1,000 a 10,000 es 

infectivo. Los trímeros de las glicoproteinas de envoltura, aproximadamente 72, liberan a 

gp 120 y esto genera el despliegue de epítopos de gp41 en confonnaciones 

irununogénicamente irrelevantes [ 155]. En el proceso infectivo vi rus-célula el sistema 

inmune reacciona en contra de epítopos importantes y su identificación se ha usado en 

inmuniz.aciones pasivas y activas en monos [ 156-159] y chimpancés [ 160]. En los humanos 

esto se observa en los progresores lentos, ya que presentan anticuerpos neutraliz.antes en 

contra de aislados primarios así como en contra de virus autólogos [ 109, 115, 116] y esto 

está asociado a la no progesión [98, 107]. Esta región es altamente conservada en la 

mayoría de los retrovirus f8 I] lo que hace pensar que tenga una función importante en el 

ciclo de vida del virus. 

En el proceso de infección de una célula permisible por el VIII-1 existe una interacción de 

gp 120 con el receptor (CD4 ). posterionnente con el corcceptor (que son los receptores de 

quimiocínas). Todo esto causa una serie de cambios confom1acionales en gp4 I, Figuras 3 y 

4, en donde existen 2 regiones a-héljce, una amino y otra carboxilo terminal. las cuales 

interaccionan para permitir que el péptido fusión quede expuesto y pueda penetrar la 

membrana celular [69]. Esta interacción de las a-hélices pudiera generar un cambio en la 

conformación de la región inmunodorninante de gp4 I . Es posible que esta región 

imunodominantc funcione como una región bisagra (Rl3) que permita la interacción de las 

regiones a-hélices y que al pcnnitir esta interacción adquiera una confonnación similar a la 

lineal. Todos estos procesos son dinámicos que duran aproximadamente de 1 a 4 minutos 

[69], y esto explicaría el por qué la mayoría de los pacientes VI 11+ no presenta anticuerpos 

dirigidos contra esta región. Y aquellos que presentan anticuerpos que reconocen esta 
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conformación presenten un retraso en e l desarro llo de la enfermedad, debido a que se 

impide la interacción entre las 2 regiones a -hélice de gp4 1. 

En el presente trabajo se ana lizaron las propiedades antigénicas e inmunogénicas de la 

región inmunodominantc de gp4 l poniendo mayor énfas is en la a<;a comprendida por las 2 

c is te inas. Esto se estudió mediante e l uso de fagos filamentosos considerando las s iguientes 

ventajas: la posibilidad de evaluar una gran variedad de péptidos simultáneamente y 

selecc ionar aque llos de mayor relevancia, la pos ibilidad de desplegar los péptidos en la 

superficie de los fagos además de que la capacidad de producción es rápida y barata. 

Finalmente el contexto en el cua l se utiliz.an los péptidos para su uso en los ensayos de 

ELISA ofrece una gran ventaja ya que se puede mantener la confomiación s imilar a la que 

presenta el VIH. 

La identificación de los epítopos/rnimótopos de sueros de pacientes VIH + de una manera 

fácil y rápida se realizó mediante el uso de bibliotecas comerciales de péptidos expresados 

en fagos filamentosos. Esta metodología permite seleccionar entre una alta diversidad de 

péptidos ( 109
) de una manera rápida y barata. Mediante una serie de rondas de bioselección 

se va enriqueciendo la selección de éstos péptidos. El sue ro 13 se seleccionó debido a las 

características clínicas de los pacientes y en el caso del sue ro 8 fue el único que reaccionó 

en ELISA hacia la región inmunodominante en una forma lineal. Esto se observa también 

con el monoclonal neutralizantc CL3 que reconoce su epítopo cuando el péptido es 

reducido con 2ME (84] . Después de realizar las 3 rondas de bioselección, se realizó un 

análisis de las secuencias y se observó que algunas clonas presentaban homología con la 

región inmunodominante de gp4 I . Esto no es de sorprender ya que la mayoría de las 

personas infectadas con VIH presentan anticuerpos dirig idos contra esta región [30,72,73]. 

El resto de las secuencias no mostraba homología con el VIH ni con algún otro agente 

patógeno. Estas secuencias se pueden considerar mimótopos de antígenos reconocidos por 

inmunoglobulinas lgG presentes en el suero de los pacientes utilizados para la bioselccción 

pero que tal vez no sean dirigidos en contra del VIH . 
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Posteriormente se utilizaron estos fagos como inmunógenos en ratones ílALB/cAnN y se 

observó que el suero de los raiones inmunizados con la clona que expresa la secuencia 

CFGKLIQNC obtuvo un 70% de neutralización. Los sueros utilizados en este ensayo son 

sueros hiperinmunes. En un trabajo previo Scala y col. l1371 purifican lgG 's de sueros 

hiperinmunes de ratones y los utilizan en ensayos de neutralización obteniendo porcentajes 

superiores al 75% para las cepas de VIH 11m y NL4-3. Además inmuni;1..an macacos para 

evaluar el efecto de los anticuerpos y obtienen bajos niveles de virus en 4 de 5 monos 

utilizados[ 159). Esto hace pensar que la clona obtenida en nuestra bioselección podría tener 

un efecto neutralizante mayor debido a que el suero de ratón utilizado en mis experimentos 

de neutralización no tenía modificación alguna y si se purifican las lgG 's presentes en este 

suero el efecto neutralizante se pudiera aumentar y ser considerada para el diseño de 

biomoléculas para el tratamiento del Vil l. El poder aumentar la capacidad de 

neurralización hacia un número mayor de cepas de VIH se basa en el reporte de la 

producción de anticuerpos neutralizantes hacia nuevas variantes del vin1s de la hepatitis e 
(VHC) mediante la inmuniz..ación con mimótopos de la región hipervariable 1 del VHC. 

(161) 

El péptido CFGKLIQNC (que se obtuvo en la bioscleeción con el suero 8 y se utilizó para 

inmunizar ratones generando un 70% de neutralización en ensayos in virro) está expuesto 

de 3 a 5 copias en cada fago y en un contexto en el cual puede mantener una conformación 

capaz de inducir la producción de anticuerpos con actividad ncutrali:t.ante. Sin embargo, 

brindaría información importante la evaluación de este péptido en construcciones en alta 

copia para analizar sus características inmunogénieas, ya que estas se podrían variar si se 

expresa en la plll o en la pVlll. Con cstos cambios, de ser expresado en alta copia, seria 

importante evaluar si la cantidad y capacidad neutrali7.ante de los anticuerpos inducidos 

cambiaría. 

Para el estudio de las propiedades antigénicas de la región inrnunodominantc de gp41 se 

tomaron en cuenta características como el alto número de personas infectadas que 

presentan anticuerpos dirigidos contra esta región así como su alto porcentaje de 

conservación. 
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Esta reportado que la confonnación que pueda adquirir la RID es importante para el 

reconocimiento de anticuerpos monoclonales [163J. Aunque existen reportes en donde se 

menciona que la ausencia de la cisteína, ya sea la amino o carboxilo. no influye en el 

rcconocimicnto [72, 164 ] pero en otro estudio se reporto que la sustitución de éstas por 

serinas causa una disminución en el reconocimiento de sueros VIH + (162]. 

En base a lo anterior se clonó la región inmunodominante en la pll! y pVlll para tener bajo 

y a lto despLicgue (5 copias y 800 copias respectivamente) en los fagos. También se 

hicieron sustituciones a las cisteínas presentes en la región inmunodominante por alaninas 

para poder detenninar que función desempeña el asa y las mismas cisteínas. 

Los resultados obtenidos mediante ELISA de los sueros VIH + muestran un 

reconocimiento de 62 sueros de los 63 evaluados (98.4%) hacia la región 

inmunodominante en forma cíclica Además los sueros VIH negativos no reaccionaron ni 

con las construcciones ni con el fago sin inserto. Sin embargo evaluando los 2 formatos de 

ELISA se obtienen mejores resultados para las construcciones en alta copia, esto debido a 

que el protocolo es más rápido, senciJlo y las lecturas obtenidas son mayores que con el 

fonnato para baja copia. Al evaluar las construcciones lineales (2 en alta copia y 2 en baja 

copia) fueron reconocidas de un 4 al 30% por los sueros VIH+. Estos resultados coinciden 

con los reportados por Oldstone y Gershoni (78, 162). Para excluir la posibilidad de que las 

lecturas positivas se debieran a interacciones de cisteínas intracatenarias, es decir con 

proteínas cercanas [165], se decidió utilizar 2ME para eliminar los puentes disulfuro 

existentes. Al evaluar nuevamente las ELISAS no se encontró cambio alguno, el 30% de 

los sueros seguía reaccionando con las construcciones. Esto hace pensar que la persona de 

la cual se obtuvo el MoAb CL3, que reconoce a la región inmunodominante de gp4 l en 

presencia de ~-mercaplo etanol [83,84), presenta anticuerpos que reconocen esta 

confonnación. Los resultados muestran además una correlación entre la ausencia de 

anticuerpos anti péptidos lineares y poco tiempo de infección. Esto confirma la hipótesis de 

que los progresores lentos producen anticuepos anti-RID como el MoAb CL3 [83,84). 
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Todo esto nos hace pensar que en el proceso de fusión, posterior a la interacción entre las 2 

a-hélices de gp4 I, la región inmunodominante funciona como una Rl3, y que en un cierto 

momento adquiere una conformación similar a la de los péptidos lineales. En este proceso 

dinámico, algunas personas infectadas reconocen esta conformación y pueden generar 

anticuerpos con una capacidad neutralizante. Todo esto se podría ver reflejado en el control 

de la infección. 

También es importante mencionar que en los juegos de diagnóstico. tanto de VIH como 

para otras enfermedades, su costo elevado se debe a la dificultad de producción de los 

reactivos, en referencia a los péptidos sintéticos y/o proteínas recombinantes. Una 

desventaja de los péptidos sintéticos es su débil pegado en las placas de ELISA así como la 

dificultad de mantener una confonnación nativa. Mediante el uso de ésta poderosa 

tecnología, PhD, se pueden eliminar estos problemas. Además de poder manejar cantidades 

de péptido de acuerdo a las necesidades, es decir fusionados a la plll o pVIII. Está el 

antecedente del uso de los MAP's (Múltiple Antigenic Peptides) [ 166], sin embargo el 

despliegue en alta copia en fagos ofrece los mismos beneficios y de una manera mas rápida 

y barata que el MAP. Hay que mencionar que el uso de estos productos no afecta la 

reproducibilidad de los ensayos. 

Con todos estos beneficios en un futuro los péptidos sintéticos y proteínas recombinantes 

pudieran ser desplaz.ados por nuevas biomoléculas. como las expresadas en fagos, debido a 

las grandes ventajas que aportan. 
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7. CONCLUSIONES 

En este proyecto se evaluaron las características inmunogénicas y antigénicas de la región 

irununodominante de gp41 del VIH-1 expresadas en la superficie de fagos filamentosos. De 

esta investigación se puede concluir lo siguiente: 

• Se confirmó la presencia de anticuerpos anti región inmunodominantc de gp4 I del 

VIH-1 en sueros humanos mexicanos VIH+. 

• Con el uso de "Phage display" es posible seleccionar diferentes péptidos análogos 

de la región inmunodominante de gp4 l . Al utiliz.ar estos péptidos como 

inmunógenos en ratones generan la producción de anticuerpos que al ser evaluados 

en ensayos in vitro muestran hasta un 70% de inhibición de producción de 

sincicios. 

• Se demostró que la región inmunodominante, expresada en la superficie de fagos 

filamentos, mantiene las propiedades antigénicas y puede utilizarse en pruebas de 

inmunodiagnóstico. Los antígenos expresados en fagos filamentosos tienen 

ventajas en comparación con otras formas alternativas (péptidos sintéticos, 

proteínas recombinantes) que pueden ser de interés para los países en vías de 

desarrollo. 

• La presencia de anticuerpos en sueros de personas VIH+ que reconocen a la región 

inmunodominante de gp4 I del VI H-1 en una forma lineal está correlacionada con 

un mayor tiempo de infección por el.YIH-1. 
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8. PERSPECTlV AS 

La clona obtenida en la bioselección con el suero 8 y que expresa la secuencia 

CFGKLIQNC puede ser utilizada en más ensayos de inmuni7ación haciéndole 

modificaciones como la de ser clonada en la pVllI del fago Ml3 para poder evaluar la 

capacidad neutralizante de los ant icuerpos que genere. 

Los antígenos, como la región inrnunodominante de gp4 l del VIH-1, expresados en la 

superficie de fagos filamentos podrían continuar evaluándose utilizando bancos de sueros 

VIH+ más numerosos para poder ser utilizados en el desarrollo de nuevas pruebas de 

inmunodiagnóstico de menor costo. 
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Base de datos de muestras de sueros 
humanos. ---- -- -

Clave Fecha de Fecha de toma Carga viral CD4 coa 
INCMNSZ diagnóstico de muestra (copias/mi) (cél/mm3) (cél/mm3) Tratamiento 

cv 1061 f 2000 6-May-02 124 154 348 Si 

cv 1130 b 1999 3-Jun-02 8,180 450 1094 Si 

CV1161c 1996 23-Jul-02 < 50 154 1156 Si 

CV 1175 e 2000 24-Jul-02 < 50 348 770 Si 

cv 1198 b Dec-94 20-May-02 < 50 648 1120 Si 

cv 1223 b 1999 17-May-02 < 50 618 1290 Si 

CV 1262 e 1998 28-May-02 < 50 189 433 Si 

CV 1268 e 2-Aug-02 101 180 338 Si 

cv 1271 2000 17-May-02 249 166 475 Si 

CV 1310 e 1999 12-Jul-02 1, 180 695 1538 Si 

cv 1335 b 1988 22-May-02 23,100 243 Si 

cv 1361 d 1-Feb 26-Jul-02 2,780 262 787 Si 

cv 1422 b 2000 7-May-02 < 50 280 254 Si 

cv 1455d 2001 9-Jul-02 21 ,400 164 386 Si 

cv 1633 b 2001 13-May-02 < 50 222 418 Si 

CV 1640 a 1999 9-Jul-02 < 50 754 Si 

CV 1650 a 2001 30-Jul-02 16,900 540 703 No 

cv 1666 1995 9-May-02 3,270 541 782 Si 

cv 170 g 1997 19-Jul-02 < 50 432 1561 Si 

CV 1706 b 19-Jul-02 196 296 932 Si 

CV 1725 b 16-Jul-02 242 624 3202 Si 

CV 1735 a 1-May 9-Jul-02 > 75,000 499 2,251 No 

CV 1789 a 1-Nov 21-May-02 25,000 438 728 No 

cv 1846 2000 6-Aug-02 < 50 490 1S74 Si 

cv 1885 2-Mar 30-Apr-02 22.900 17 149 
CV 18900 
CV 1692ª 1-Dec 7-May-02 1, 120 438 1,243 Si 
cv 1895 1992 8-May-02 29,000 57 645 Si 
cv 1905 1997 20-May-02 28,400 187 893 Si 

cv 1908 1996 22-May-02 467 198 965 Si 

cv 1909 1-Sep 23-May-02 661 1289 2,375 Si 

cv 1947 27-Jun-02 > 75,000 9 308 No 

cv 1968 2-Apr 12-Jul-02 > 75,000 201 2,019 No 

cv 1973 1999 18-Jul-02 <so 427 531 Si 

cv 1976 2001 19-Jul-02 5,110 108 710 Si 

cv 1980 2-Jul 23-Jul-02 <so 214 1304 Si 

cv 1981 2001 23-Jul-02 32S 126 708 Si 
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cv 1991 1-0ct 30-Jul-02 < 50 696 676 Si 

cv 1993 17-Jul-02 1-Aug-02 > 75,000 35 345 No 

CV2009 1996 13-Aug-02 > 75,000 59 577 Si 
CV228 h 1987 30-May-02 < 50 599 3,124 Si 
CV260 Mar-99 16-May-02 < 50 550 1010 Si 
CV367 

(22-May-
02) Oct-98 22-May-02 942 390 Si 

CV367 
(25-Jul-02) Oct-98 25-Jul-02 121 680 Si 

cv 527 d 1997 16-Jul-02 < 50 415 1147 Si 

cv 534 k 1987 12-Jul-02 3,570 453 641 Si 

cv 591 d 1998 27-May-02 < 50 173 1188 Si 

CV633 e 23-Jul-02 < 50 760 Si 

cv 770 d Feb-00 28-May-02 < 50 287 537 Si 

CV94 1997 6-May-02 < 50 377 367 Si 

LAD 1985 4-Jun-98 12,280 383 No 

NP 11 12-Feb-88 4-Mar-98 41 ,304 539 No 

NP13 May-85 25-Sep-98 9,945 527 No 

NP 14 Nov-87 13-Jan-99 4,255 823 No 

NP17 Mar-91 30-Mar-99 < 50 1448 No 

NP21 1990 6-Feb-98 106,976 470 No 

NP 35a May-88 12-Jan-99 56,742 494 No 

NP36 Mar-96 20-Jul-99 12,528 846 No 

NP37 Jun-98 25-Jan-99 29592 267 No 

NP45 Dec-97 18-Jun-99 58.188 189 No 

NP47 Jun-92 27-Jul-99 6.089 241 No 

NP 54 Jan-99 11-Feb-99 62,138 223 No 

NP 57 Jun-97 3-Mar-99 12, 135 349 No 

NP62 Dec-91 22-Mar-99 <50 433 No 
NP68 Mar-97 29-Nov-99 168,000 269 No 
NP8 1989 4-Sep-98 216.818 507 

NP 7 MAF) 1985 10-Aug-01 31 ,300 486 No 
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Abstracl 

lñe HIV-1 cnvclopc glyex>protcin gp4 I contains Cys(X)~Cys moti f. which has bcen shown to elici1 a strong antibody rc<p0nsc in almost 
ali l-OY-1 infocted indrviduals. This disulfide-bondcd loop n.'!lion is conscrvcd in most rctroviru.ses suggosting lhc existen<:<: of an esscntial 
function in virus liíc cyclc. In this siudy. wc di•playcd lhc pcptidcs oomprising 12 amino acids oílhc immunodominant loop oí gp41 on 1.hc 
surfacc ofM 13 phagc as N-tcnninal fusions to lhc minorcoat protcin plll a11d major coat protcin pVTU of lhc phagc and dcmonstratcd that 
cystcine loop containing pcp1idc cxprcsscd on phagc rccog¡1ized 62 out of 63 (98.4%) HIV-1 positivc samplcs but no1 conirol ncg¡itivc sera 
while phagc bearing linear pcptides detectcd 4-300/o of HIV-l-p0si1ivc sera. Thc main advantage oí phagc·bascd EUSA '" olher aniibody 
del•'Ction-bas<.-d diag¡>ostic 1es1s oíHIV-infcciion 10 be uscd for ma<o;ivc scrccning in dcvcloping counirics is the rcproduc1blc. simple. rapid 
and low..:os1 production oí rccombinant antigcns. 
Q 2004 Elscvicr B. V. Ali righis reserved. 

~wMds: Phagcdisplayed JX.i>ti<b: Antigcn. lmmunogen: HIV·l g¡>41 immunodominam rq¡ion 

l. 1 nt roduclion 

Thc cnvclopc g l ycoprotcin gp4 1. a transmcmbrancsubun it 
ofthc viral cnvclopc. gcncratcd 1hrough protc1>ly1ic ckavage 
of 1hc polypcptidc prccurS\)r g p1 60. is 1hougl11 IO pl;iy : in 

in1¡><mant role in vil\Js cniry into thc cdl [I 5J. Thc gp41 
molccu lc contains hydrophobic, glycinc-rich s.:qucoc.: re· 
fcrrcd as 1hc fusio n pcptidc a1 i1s amino 1cnninus. which 
is 1hought to inscn into ccll mcmhranc. Thc· fusion pcp­
tiJc rcgion is fol lowcd by two hcrwd rcpcat scqucnccs of 
hydrophobic amino ac1ds (N-1cm1inal hcptad rcpcal and C­
h;rmina l hcptad rcpcat) that fom1 hclical domains wit h hy­
drophobic faces, ami packing intcraction~ hctwc.-c111hesc two 
rcg1011s are criti ca! for mcrnbranc fus1011 . Thcsc 1wo hcp1aJ 

· Corrcsp<J<1Jing ainhor Tel.: +5255 56223869: fox: · 5255 5622,855. 
E·mái.I adJn!$$: kannan@scrviJot:.un:un.mx. (K M;uu1u1cfoman). 

0165·2471!/S - """front maucr<J 2(1()4 Elscv1e< O. V. MI nt:hts ~"'"'"-d. 
doi: I0. 10161Pmlct.200i.07.0l I 

rcpcats are finkcd by a nonhclical loop rc¡;ion containing a 
Cys(X)sCys rno1if, which has bccn shown to cl icit a s trong 
an1ibody response in a lmos1 all (more than 98%) lllV-1 in­
fectcd individuals [6 9J. This d1sulíid.:-hond.:d loop rcgion is 
conscrvcd in most rctroviruscs suggc:~11 11g thc cxistcncc of an 
csscmial function in virus lifc cydc. and in rhc subfami ly of 
lcntiviruscs this loop is thc niain consutucnt of1hc principal 
immunodominanl do main with hig.hly conscrvcd amino acid 
scqucncc in thc samc lcnti virus specics [ 10). Altho ugh il has 
bccn shown undoubtcdly 1ha1 1hcsubs1i1u tion ofbmh cys1cinc 
rcs1ducs of th is loop in HI V-1 1mpaircd thc prccurwr c lcav· 
agc and rcsohcd in foss ofvir:i l i11 foc1ivi1y f l l.12J, thc rc is a 
discrcpancy in rcsu lls on rccogni11011 ol'human scrn by linear 
pcrtides bearing substituti(111 of onc of 1hc cystcincs. Thus, 
whi lc Cumming and Narvancn reponed 1hat pcptid~'S with· 
out C-tcmiinaf or N terminal cystcmes rccognizcd more 1han 
99"/o o f scl\Jm samplcs, othcn; showcd 1ha1 c limina1ion ofthc 
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loop by subs1ir.i1ion of N-tcrminal or C-tcnninal cystcinc by 
scrinc may abrogatc the binding of a numbcr ofhuman mon­
oclonal antibodics as wcll as ofhuman HIV-1-positivc sera. 
suggcsting lhat thc disullidc bridge is ncccssary to mruntam 
thc thrcc-dimcnsional structurc rcquircd for antibody rccog­
ni1ion (7. 13.14]. 

Kccping in mind 1ha1 onc of 1hc componenis of all cur­
rcmly available antibody dc1~-ction-bascd diagnostic 1cs1s of 
HIV infcction compriscs thc amino acid scqucncc ofthis loop 
(syn1hctic pcp1idcs or rccombinant protcins), thc scarch for 
altcmativc prcscn1a1ionsof 1hisdornain may be ofimercst for 
dcs 1gn of cost ctlcc11vc diagnostic 1ools for massivc screcn · 
mg in dcvclopmg countrics. ·n 1c lilamcntous b.1c1enopliag<! 
display 1echnology is a powcrfül 1001 for thc display of pcp· 
tidcs. protcins and antibody fragmcnts of intcrcst, and thc 
rcsuhcd constrnct~ may be uscd as diagnostics as wcll as 
vaccinc componcnt• [15 18]. 

In 1his srudy, wc displayed 1hc pcptidcs comprising 12 
amino acids of thc immunodominani loop of gp4 I on 1h~ 
surfacc ofM 13 phagc as N-1cm1inal fusions to the minorcoat 
protcio plll and major coat protein pV111 ofthc phagc. Both, 
disulfidc-loop contairúng pcp1idc as well as pcptidcs with 
substirutions of any one of cystcine rcsidues by alanine to 
disrupt the loop, were displayed and the antigcnic propcnics 
ofthcsc molccules werestudicd pcrforminga sericsofELISA 
wilh human sera. 

2. M•ter i•ls aod methods 

2.1. //uma11 sera and cli11ical feoture.< ofpt1tients 

Ali sera from Hl V-1 infcctcd pa1icnlS as well as hcalthy 
Hl V- 1 negative individuals wcrc obtaincd from lnsti1u10 Na­
cional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubiran"'. 
Mcxico Ci1y. Mcxico, and storcd al - 20 •c. Paticnts data 
w~-rc n1'111agcd in a 'tric1 ly c011fidcn1ial way. 

Al><iut 63 sera from l!I V-l-infcc1cd individuals as wcll as 
5 sera frorn lllV-1-ncgative hcahhy controls (group OJ wcrc 
uscd in this s11Jdy. Clinical data werc available for a li indi­
viduals. Among lilV-1 -positivc sera. 16 wcrc from paticnts 
having CD4 counts lcss 1han 200 cclls pcr ILI (grour 1 ), 16 
paticnts had from 200 to 400 CD4 cclls pcr µI (group 2) 
and 31 had more than 4-00 CD4 cclls pcr µ1 (group 3). Forty 
om: out of 63 paticms wcrc undcr antirctroviral 1herapy al 
thc time of scrnm col lcclion and 22 patients did not rcceivc 
any trcatmcnl. Virn l lo.1ds rangcd from lcss than 50 RNA 
copies pcr mi of plasma 10 1.68 x 1 os RNA corics pcr mi. 
No correlation hclwccn CD4 ccl l counts and viral load wcrc 
obscrvcd. 

2.2. Gcner11tio11 of n:wmbi1111111 plwKelp/wf!.emid clones 
bearing //IV- / gp4 I imm11nodo111i11<1nt n.11ill11 

Thrcc dodccapcptidcs GCSGKLICTIAV (namcd C-C 
pcptide), GASGKLICTTAV (named A-<::) and GCS-

GKLIATIAV (namcd C-A) wcrc cloncd in M 13 phagc 
and phagcmid vcetors, rcspcc1ivcly. In M 13 phage system 
forcign pcptidcs are exprcs.scd as fusions to M 13 coat pro1cin 
plll and in rccombinant phage all plll protcins havc forcign 
peptide inscns. In M 13 phagcmid cxpression systcm forcign 
peptidc are expresscd as fusions to M 13 coat protein pVlll in 
1he context of hybrid phagc where recombina ni coat protcins 
are encoded by phagcmids while all othcr M 13 protcins 
including wild typC pVllT are providcd by hclpcr phagc dur­
ing supcrinfcction. Ali molecular biology procedures were 
carricd out using standard prolocols [ 19] oras rccornmendcd 
by manufacturcrs. Rcstriction enzymcs, DNA po lymcrasc, 
T4 DNA ligase wcrc obtaine<l from Ncw England Biolabs. 
Bcverly, MA. USA and Ml3K07 Hclpcr Phagc was ob­
taincd from Amcrsham Phannacia Biotech lnc., Piscataway, 
NJ, USA. Thc syn1hetic oligonuclcotides (ohgos) were 
synthesizcd at Opcron Technologies, CA, USA.To display 
thc gp4 l-dcrivcd pcptidcs on M 13 phage surfacc as fusion 
to major coat protcin pVlll, thrcc pairs of o ligos were com­
bined in scparnte anncaling rcactions: 5' AnGM 1: AATIC­
GGTIGCTCTGGAAAACTCATrTGCACCACTGCTGTG 
and 3' AnGM2: GATCCACAGCAGTGGTGCAAATGAG­
TITTCCAGAGCAACCG forC-C pcptide; 5' AnGMA21 : 
AATTCGCITGCTCTGAAAAACTCATTGCTACCACT­
GCTGTG and 3' AnGMA22: GATCCACAGCAGTG­
GTAGCAATGAGTITTCCAGAGCAACCG for A-C pcp­
tide; 5' AnGMAl l : AATTCGGTGCTICTGGAAAACT­
CATrTGCACCACTGCTGTG and 3' AnGMA12: GATC­
CACAGCAGTGGTGCAAATGAGTT1TCCAGAAG­
CACCG for C-A peptidc. The anncaling products had 
cohcsivc cnds corresponding 10 Eco RI and BamHI rcstric­
tion sitcs at 5' and 3' of 1he DNA fragmenis. rcspcctively, 
for dircc lional cloning in PF8 phagemid vector, which is 
similar to 1he rrcviously dcscribcd pF3 vcc1or 120] with the 
cxccption 1ha1 in the lancr 1hc forcign pcptides are fuscd 10 
M l3 plll. Thc vector DNA was digcstcd with EcoRV/JamHI 
Mtd purifi1;d from agarosc gel. Aboul O.'i 1•g o f vecto r DNA 
ami thc DNAs from annealing rcactions wcrc combincd in 
thrcc ligation rcac1ions using T4 DNA ligase. The ligation 
mixtures werc uscd 10 transform compctent H. r·oli TG 1 
cclls. The cells werc platcd on Lll-/\mp platcs and indi­
vidual colonies wcrc pickcd up and rcsultant rccombinant 
phagcmids 45C-C, 67A-C and 8'>C-A wcrc rcscucd anti 
amplificd by supcrin fcction w11h M 13K07 hdpcr rhage as 
dcscribcd prcviously 120 J. 

To display 1hc gp4 l-dcrivcd pcp1idcs on M 13 phagc sur­
facc as fusion 10 minor coa1 protcin p i 11 , thc Ph.D. Pcptidc 
Display Cloning systcm (Ncw England Biolabs) was uscd. 

Thc oligos 3'Ex1.NGM: CATG1TITGCiCCGACACA­
GCAGTGGTGCA/\/\TGACilTTTCC/\GAGCAACCAG­
AGTGAGAATAGAAAG<;TACCCGGG: J' Ext-GMAI : 
CATGTrTCGGCCGACACAGCAGTGCiT<iCAAATGAG· 
TITfCCAGAAGCACCAGAGTG/\GAATAGAAAGGTA­
CCCGGG; 3' Ext-GMA2: CATGTTTCGGCCGACACA­
GCAGTGGT/\GCAATGA<irITfCCAG/\GCAACCAG/\­
GTG/\GAATAGAAAGGTACCCGGG: and thc extcnsion 
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primer 5' El': ("ATGCCCGGGTACCTTfCTAlTCTC pro­
v1dcd in 1hc kit wcrc uscd 10 synihcsizc 1he DNA fragrncms 
coding for C-C. A-C and C-A pcptidcs and canying 
Accll l:'agl rcstriction sitcs. Thesc DNA fragments wcre 
clonoo into thc M13KE phagc vector as dcscribcd above. 
and 1hc rccombinant phagc clones EIC-C, E2A-C and 
EJC- A displaying gp41 pcptidcs as fusion to M 13 plll wcrc 
amplified by infecting TG 1 cclls as dcscribcd clscwhere 
[20.11). 

'll1e com'Cl cloning was confinned hy dideoxy DNA 
scqucncing using [o-35 SJ dATP and Scqucnasc Quick­
Denaturc plasmid scqucncing kit (Amersham Pham1acia 
Biotech lnc.). Recombinam phagcmid/phagc panicles werc 
punficd from 2 1 of 2 x YT by doublc PEG/NaCl (20% w/v 
polycthylenc glycol-8000, 2.5 M NaCI) precipitation and re­
suspcndcd in Tris-buffcrcd sa linc (TBS). Typical yiclds of 
phagemidl phagc panicles wcrc 5 x 1011 and 5 x 1012 pcr 
mi of culture mcdium, rcspcctivcly. 

2.3. Peplide synlhesis 

A 15-residue cyclic peptidc GMl5 (scquencc: JWGCS­
GK.LICTIAVP) comprising thc immunodominant region of 
H 1 V-1 gp4 I was synthcsizcd in our laboratory by Mcrri­
licld 's stcpwisc procedurc with sorne modilications (9.22]. A 
17-rcsiduc non-rclatcd cyclic pcptidc (sequence: CASVRG­
WYVRSVFDPAC) was purchascd from Jnvitrogen Life 
Tcchnologics, Carlsbad, CA, USA. 

2.4. E11zyme-lí11ked imnrurrosorbent assay (El!SA) 

El.ISA cxpcrimcnts with phagc displaying forcign pcp· 
1idcs as fusion 10 Plll wcrc carricd out as prcviouslydescribcd 
(2 l]. Brictly. human sera diluicd 1:300 in Pl3S-1%BSA wcrc 
addcd 10 anti ·human lgG coatcd microtitcr platcs and in­
cubatcd 1 h ar 37•c. Platcs wcre washcd and 10 10 pfu of 
cach phagc wcre addcd and incubated ovcmight at 4 º C. 
Horseradish peroxidasc (HRP) conjugatcd anti-M 13 mon­
oclonal antibody (Amersham Pharmacia Biotech) and ABTS 
Single Solution (Zymcd Laboratories lnc .. San Francisco. 
CA. USA) wcrc uscd 10 dctcct phagc bound to human ami­
bodies. Thc op1ica l dcnsitics (00) at 405 nm were registcred 
using Opsys MR Micropla1c Rcadcr (DYNEX Tcchnologics 
lnc .. Chantilly. VA, USA). 

ELISA cxpcñments with phagcmid clones bcaring 
disulfidc-bondcd loop of gp4 l as fu.~ioo to p VIII wcrc pcr­
fom1cd using a diffcrcnt fom1at. Abollt 1011 pfu of 45C-C. 
67A-C and 89C- A clones in PUS wcrc addcd to microtitcr 
platcs (Nunc MaxiSorp. Roskildc. Dcnmark) and incubatcd 
ovcmight at 4 •c. Platcs wcrc washcd and blocked with 
PBS-3% BSA. ll uman sera dilutcd l :300 in PBS- 1% BSA 
wcrc added and incubatcd 1 h at 37 º C. HRP-goat anti-human 
lgGconjugatc (Zymed)diluicd 1: IOOOOin PBS-1% BSA and 
ABTS Single Solution wcrc used to detect bound antibodics. 
OD wcn: rcgistcrcd as dcscribcd above. 

ELISA cxpcrimcnts wi1h f:l· mcrcaptoethanol were per· 
fomlCd as dcscribcd ahovc with sorne modifications: phagc 
wcrc di lu1cd in PBS- 1% IJSA- 15% ~-mcrcaptoethanol or 
PBS- 1 % BSA. AH othcr stcps wcre performcd without mod­
ification. 

Compctition ELISA was pcrformcd as dcscribecl abovc 
with the cxcep1ion tha1 human sera wcrc incubatcd at 4 ºC 
ovemight with syulhctic pcptidc GM 15 comprising disullide­
bondcd loop of gp41 and thcn uscd in ELISA with phage. 
Non-rcla1cd synthctic pcptide C44 was uscd as a negativc 
contro l. 

2.5. S1atis1ical analyses 

Thc cut off values to classi fy sera as positivc or negative 
wcrc dctermincd as the mean + 3 S.D. (standard dcrivation) 
of control negative sera. 

llte correlatioo between variables was vcrilied by using 
thc x2-tcst for contingency tables. 

J. Results 

3.1. PnNalence ofanti-gp41 disulfide-bonded loop 
inrmu11odomi11an1 regio11 an1ibodies in pa1ie11 1 groups 

Phage bcaringcyclic gp41 immunodominant region-based 
pept.ide in low (EIC-C) and high (45C-C) copies werc rcc­
ognizcd in ELISA assay by 62 out 63 ofHI V-1-positive sera 
(Tables 1 and 2). Nonc of thesc scrum samplcs bound to 
control Ml3 phagc. Also. nonc ofthe HIV-1-negative sera 
showcd binding to EIC-C. 45C-CorM1 3 phage. No differ­
cnccs of 12LISA OD valucs wcre obscrvcd bctwcen groups 
1- 3. Phagc bcaring linear peptidcs werc less scnsitive in 
ELISA. 11 outof63( 17%)scra bound to 67A-C, 19outof63 
(30%) sera bound to 89C- A. 9 out of 63 (14%) sera bound to 

Table 1 
Sc~it.ivhy of El.ISA us1ng recombinant ph:tgc and 1-uv. J .. posit.ivc S(."OJrll 

sa1nplcs 

Rccombinant phag~ PosÍIÍ\"t' sera 

ElC-<: 62/63 98.4% 
E2A-<: 9163 14.3% 
E3C-A 3/63 4.s•t. 
450-<: 62163 98.4'4 
67A-<: 11163 17.5% 
89<..'- A 19/63 30.2% 

Table 2 

ELISA rcac1iviry of plagc bearing cyclic gp4 I immw1odomin:int rq;.ion-
00..-.:d pcptidc in low(E IC- C)and high(4SC-C)copi<:$ wílh W V- 1-positi•'C 
scnun s.unpk:s 

(;n>up r 
Group2 
GrnupJ 

EIC-<.: 

0.773 ± 0.266 
0 .67l! :!: 0.265 
0.800 ± 0.403 

0.853 ± 0.266 
1.181 ± 0.265 
0.915 ± 0.403 
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F,g. 1 lnh1botK>n of bindrog of pha¡,'< 45<"-C tocann¡; c)'Chc rcpt1dc to 
ltlV-1-pollllYC -eta by jl.mcn:aptOCtl>ano 

E2A-C, and 3 oul of63 (4.7%) sera bound 10 E3C-A. Nonc 
of thc con1rol HIV- l -nega1ive sera bound 10 thcse n.'Combo· 
nam phagc particlcs. 

.?.Z. Hl.ISA 11nder reducing condition.r (in tlie prt!se11re 

a/ l .5ºó f3-merr,aptoerhanol) 

13-Mcrcaptocthanol was uscd in ELISA 10 s1udy if 
disulfidc-bondcd loop was occcssary for antibody nx:ogm-
1ion. Although phage bcaring pcptidc wi1h subs1i1u1ion of 
any onc of cysteine residucs by alaninc 10 disrup1 thc loop 
did not show rccognition with most lllV-l-posi1ivc sera, i1 
i.s diff1eul1 to mak.c a conclusion from thcsc cxpcnmcnts that 
thc disulfide bond 1s nccessary for anlibody b1ndmg. Suice 
wc can nol cxcludc lhc existeocc of thc d1!.-ulfidc bond bc­
iwccn IWO cystcins from ncighbor phagc coa1 pro1cins bcar­
ing lhc insert. only using f3-mercap1octhanol in F.LISA for 
rcduction of cxisting disulfidc bonds rmy hclp to clucodalc 1f 
an1i-gp4 I an1ibodics bind to linear immunodominan1 rcgion­
bascd pcp1idc. As shown in Figs. 1 and 2. thc rcco¡,'flilion of 
phagc 45C-(' bcaring cyclic pep1idc in high cory was inh ib­
itcd for 19 out of 62 sera by more 1han 70%, for 20 ou1 of 
62 sera by 30-70%, and for 23 out of 62 •era by lcss 1han 
30%. Among thc lallcr group. 7 HIV-1-positivc sera showccl 
thc samc binding both in thc prescncc and on 1hc abscncc 
off3-mcrcaptocthanol. Higher inhibition was obscl"'cd whcn 
tesung sera from lllV-1-positive pa1icn1s havmg lcss 1han 5 
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fig. 3. lnl11bi1ion of bmd1ng of p!u¡,"< 4 '>C-C bcanng cycl1c pq¡11dc 10 
HIV· l·po<ÍIÍYC sen by >1""hc<1C pqicldc (;Ml 5 

ycars of infection (/' < O.O 1) (Fig. 2). confmrung our hypoth­
csis tha1 1hc long-1crm noo-progn.'SSOrs dc\."clop an1i-lincar 
pcptide anribodocs lokc 1hc previously n.¡>0ncd human mon­
oclonal antibody Cl..3 ( 17. 30) Thc binding oflinear pcplidc 
expressing phagc 67A-<: 10 lllV-1-positivc sera was inhib­
i1cd by 100% for 4 ou1 of 11 samplcs and lcss than 30% for 
seven samples. fivc samplcs a.mong thc la11er group showcd 
the same binding both in 1hc prcsencc and in 1hc abscncc of 
~-mercaptocthanol. ·rnc binding of linear pcptide cxprcss­
ing phagc 89C- A w lllV- l-posi1ivc sera was inhibi1cd by 
IOOºA. for 3 ou1 of 19 samples and lcss 1han 30% for nine 
samples. Four samplcs among thc laner group showed the 
same binding bolh in lhc prcsencc and in the absencc of 13· 
mercaptocthanol. 

3.3. Conopetition Hl.ISA 

To compare 1hc an1igcnoc propcnocs of 1hc pcptidc com­
prising 1hc gp4 I immunodominant rcgion in free fom1 and 
cxpresscd on phagc. comrc1i1ion El.ISA was pcrformcd. As 
shown in fig. 3. cyclic synthc1ic pcptidc was ablc to inhibit 
thc bindingof phagc 45('-(' 1oa111ibud1cs forsornc bu1 no1 ali 
serum samplcs. No doffcrcncc~ bc1wccn lhree paticm groups 
werc obscrvcd in compc1111011 l:LISI\ 

4. l>iscussino 

Wc studicd hcrc lhc .11111gcnoc pn•pcrtics <>filie disulfidc· 
bondcd loop rcgoun o l gp4 I dosplaycd on fiL1men1ous phagc 
M 13. 801h. 1hc phagc 1113JOr coa1 pro1ein pVlll and minor 
"""' protcin pi 11 f'"'°" " ·'s cmploycJ. ·n1crc are up lu liv.: 
copics o fplll antl appro>111ia1cly2700 copicsofpVlll on 1hc 
surfacc of 1hc phagc. and 1hc ant igcnic andlor immunogcnic 
propcrtics ni' liircign pc¡1t1dcs displaycd as íusions 10 plll or 
pVll 1 may vary. Thc cITcc1 of cys1c111c subs111u1ion by alaninc 
was also cx~111111ocd 111 ,111 .111c111p1 111 define the role of dosul­
fidc loop conforrn.11111111>111h.: rcc1•g11111011 ofthis cpitopc by 
human HIV- l -pos111>c \era 

Wc sho"etl 1ha1 C)•lc1nc loop cumainmg pcp1idc ex· 
prcsscd on phagc mdc.:d rccogno1cd 62 ou1 of 63 (98.4%) 
HI V-1 posiuvc sampks bu1 nol conlrol nega1ivc sera 
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(Table 1 ). Although phageexprcssing cyclic pcptidcas fusion 
cichcr to plll or pVlll rccognizcd 98.4% of HIV- 1-posicivc 

scr.i, we suggcst that p VIII fusion is more preferablc s i ncc 
che ELISA prococol is more rapid, simple and 00 readings 
are highcr comparcd with phage bcaring cyclic pepcidc as fu­
sion to plll. Four rcmaining phagc conslructs bcaring linear 
pcpridcs dctcctcd 4- 30"/o of HIV- 1-positive sera . Thcsc re­
sults are in agrccment with sorne but not all previous srud ics 

16- 9.IJ.14]. To cxclude lhc possibi licy that positive F.LISA 
s igna! in assays with phagc bcaring linear pcptidcs with one 

cysicinc rcsidue were related 10 spontanCQuS intcnnolccular 
disul fidc bond formation bccween t wo cystcinc;; compnsmg 
ncighbor pcptides [23 ]. we used ~-mcrcap1oc1hanol as a rc­
ducing agent in ELISA experimems and showcd 1hat 30% of 
sera still reacted with phage cons1n1c1 indicat ing tha1 1hcsc 
individuals had antibodics rccognizing linear pcptidc. Sincc 

it is cxtremely difficult lo mainta in 1hc monomcr fom1 of 
any single cysteinc concaining peptide, wc may a lso suppose 
that a discrepancy in a ll previous studies was rela1cd 10 th is 
phenomena. On the 01hcr hand, thcrc is at lcast onc human 
neutr.ilizing monoclonal anti-HIV- 1 gp4 I an1ibody tha1 rec­
ognized the immunodominant rcgion loop comprising pep­

tide only in the prcscncc of ~-mcrcaptoethanol indicating 
that sorne individuals have antibodies recognizing linear pcp­
tidc [24,25 J. In addition, in agrecmcnt with lhcsc rcports. we 
found herc a corrclation bctwecn thc prescncc of anti-linear 
pcptide antibodies and endurancc of infection. 

Use of rccombinant phage bcaring the immunodominant 
loop (as wcll as other rcgions of HIV thal a re c urrcntly uscd 
in ali immunodiagnostic assays) has a clcar advantages com­
paring with synthctic peptides. Synthetic pcptides are lcnown 

10 bind wcakly to the surface of ELISA plates and confor­
mational changes occur during binding. lt is known that in 

ordcr 10 optimize antigcn-antibody interactions, thc peptide 
should be in its native confom1ation, and approaches hclp­
ing to maintain this native confonnation are of grca1 imcr­
csl. Using of phagc displaycd pcptidcs may be suitable for 
maintaining the nativc conformalion. A lso, sincc phagc par­

ticlcs bcar approximatcly 2700 copies of pVlfl and abou1 
lh•e copies of plll , using phagc dlsplayed ;>cpl1des in ELISA 
is comparable to using mult-iple antigcnic peplides (MAP) 

1hat anracted a grcat in1ercst rccent ly hut 1hc prcpara1ion of 
phagc is less difficuh . Phagc displaycd pcplidcs havealso ad­
vantagcs comparing with recombinam pro1ci ns s incc 1hc pro­
duction of phagc is very simple compared with recombinant 
protcin purification sys1cms. Wc think 1ha1 phagc displayed 
an1igens may replace traditional recombinan! anti gens or syn­
lhetic pcptidcs in ELISA as wc ll as in nthcrcurrcn1lyavailablc 
irnmunodiagnostic assays s uch as commcrcial Western 13101 
kils ;u1d diffcrent 11nnu111oc hro111aln¡!rafic lcsls. ll is impor-
1an1 to emphasizc 1ha11hcsc tests havc high cos1s duc to high 
costs of antigcns uSc.:d. Thc main advantagc of phagc-bascd 
EUSA or other diagnos1ic 1cs1s would be thc reproducible, 

simple, rapid and low-cos1 production of rccombinant ami ­
gcns, and such tests may be of interese for rnassive scrccning 
in dcvcloping countries. 
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Abstn ci : Phagc display 1> a powcrful 11:<:hnology for sclc:cting and cnginccnng pcpu&.-. and 
protc1ns • • P<CS...:d on thc surfacc oí lilaincncoos bacleriophagc. Tbc advantagcs oí phagc display 
l<Chnology O>cr Olhc< fCSC<lfCh lruh •nd 11> gn:a1 potenllal ha'-.: bc:cn dcmonstn110d by succc"ful 
apphaoon oí ph•¡;c display 1n do-cr.c íockh Mb1omcdX:al/clínical rc:scarch. In 1his n:vicw "C "111 
d<.'SCT1hc sorne rcccn1 dcvclopmc:nL> on phagc display. includíng ncw cxprcssion ..:aors. di>l)IJy 
formats. btosclcctoon S1nccg.1cs and applica1iun~ in phannaceu1ical biotcchnology. Wc h1ghhgh1 
sorne: 1mporun1 appl1a1ions of ph.1gc display ro idcntify disca:;c- and palhogcn-sp..-c1fic 

boomokculcs. malong panicular cmphas1> on dcvck>pmcnl of phagc display«rivcd prcvcno'c and 
thcra¡icutic vaccin<S. '---'---'""'="-~-...J 

INTROOUCTION 

Phage display is a powcrful wchnology for sclcct.ing and 
cngi nccring pcplidcs and protcins cxprcsscd on thc surfacc 
of filamentous bacteriophage. This methodolo&'Y rclics on 
lhe connec:tion bctwccn phcnotypc and genotypc, which in 
lhis ca,<;e is lhc physical link bctwccn thc cnginccrcd fusion 
protcin or pcptidc cxprcsscd on lhc phagc s urfocc and thc 
phage DNA cncoding thcm. Such linkagc, along with !he 
simplicity of in virro and in vivo manipulations of lhe phagc, 
allows rapid gcncration of phagc-<lisplaycd ligands and 
receptors wilh high binding affinities within 2-3 wccks. Ovcr 
!he last ycars. aftcr lhc first rcpons dcscribing !he 
mcthodologieal featurcs of phagc display tcchnology, more 
!han onc thousand phllgC display-rclatcd papcrs covcring 
various ficlds of both basie and applicd biomcdical rescarch. 
h.avc becn published (for rcview sec 11.2)). 

Largc random pcptidc and antibody fra¡;rncn1 (Fab and 
scFv) phagc librarics wilh complcx111cs up 10 101•. as wcll as 
librarics cxprcssing gene-. gcnom1c-DNA fra¡:mcnlS and 
cON/\s havc becn gencra1cd and succcs~fullv usoo for fine 
cpitope mapping_ as wcll as stt>dying of pro1c1n-pro1cin. 
DNA-protcin. ant1gcn-an11body (Ag-Ab). cni;ymc-subs1ra1c 
intcractions and olhcr biologically imponan1 phcnomena. 
Thc most fa.sc1na1ing applica1ion of pha¡;c display ha.~ 
pcrhaps becn thc gcncMion of monoclonal antibodics 
(mAbs). panicularty lhc human mA bs. 

In lhis rcview wc will 1k-scnbe sorne rccent 
dcvclopment~ in phagc display. cnc luding ncw cxprcssion 
vcctors, display forma1s. biosde<:1ion strJtcgics and 
appl ications in pham1accutiCJ1I biotcchnology. Wc highlight 
sorne imponant applica11ons of pha¡;c display to idcntify 
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diseasc- and palhogcn-spccific biomolcculcs. making 
panicular cmphasis on dcvelopmcnt of ph:1gc Jisplay­
dcrivcd prcvcnti vc and 1hcrapcutic vaccincs. 

PHAGE OISPLA Y 

Phage display rcfers ro thc cxprcssion of pcptidcs or 
proteins on lhc surface of filamcntous phagc (Ff) 1J f. Thc 
most commonly uscd Ff is M 13 phagc. which consists of a 
single-suanded cirrular DNA gcnomc packagcd in a tubc 
compriscd of 2700 copies of lhc major coa1 protcin pVlll 
and closed at !he cnds by 4 or S copies of each o f four 
spccies of minor coat proteins plll. pVI. pVll and pi X. Thc 
wild type MI 3 is a long (900 nm) and nalTOW (7 nm) 
filamcntous particlc and nccdi. thc F-pilus for infcc1ion of 
Esclterichia colihost [l. 21. 

Unlikc lytic phage. "'h1ch 31\' rclcascd by ccll lys1s aficr 
asscmbly in thc host cell cytoplasm. Ff phagc are 
continuously extruded 1hrough the hos1 ccll cnvclopc in a 
process thal couples asscmbly "'1lh c~pon. f!,-cry su:p in !he 
viral lifc cyclc has lhc potcn11al 10 afTcct lhc product1on of 
phage and cxprcss1on of forc1gn pcp1odcs on thc suñacc of 
phage particlc. Thc biases introduc..'<J by lhc phage lifc cyclc 
can be modulatcd by Ji1Tcn:111 cho1ccs of vector or 
experimental paramcters. Threc structural protcins of M 13 • 
pVlll, plll and oa:as1onally p\' I havc bccn used as fusion 
panncrs 10 CXJJ"CSS fon:1gn pcpt1Jcs/pr01cins. rhagc display 
can be classificd as Typcs 3. 3 • 3. 33 for phagc plll and as 
Typcs 8, 8+8. 88 for pVlll fusi<>ns. In thc case ofTypc 3 (or 
Typc 8) cxprcssion sy:.1cm. all copies of phagc protein ( plll 
or pVlll) contain thc onscn. A ltcmativcly. 11~~cn-e11coding 
gene can be inscncd i1110 pla~mid ONA ca lloo pha¡;cmids 
and n:comhinan1 phagc can be n:covcrcd nflcr infcc tion of 
1hc bac1cria, containing 1hc phagcmid. by hclpcr phagc 
calT)'ing na1 ivc plll or pVlll ¡:enes. lly this way ·¡ ypc 313 
(or 8+8) phagc whcrc only a fraction of phagc protcins 
con1ain forcign pcptidc.Jpro1c1ns are ¡;cncrntcd. Finally. if 
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both nativc and mutant phagc genes are mcludcd in 1hc 
phage genome. Typc 33 (or 88) pha¡!C can be cons1ruc1cd. 

Gcncrally, in phagc display. foreign pcptidcs or prc11cins 
are cxprcsscd as N-1cnninal fusions to phagc coat protcins. 
Whilc in Typc 3 systcm plll can tolcratc largc protcin 
inserts, pVlll in Typc 8 system can cfficiently express only 
pcptidcs of up to 6-R amino acid~ in lcngth as 2700 copies 
pcr phage paniclc. In contrast, in 1he case of Typc 8 •8188 
exprcs.~ion fonnat largcr protcins can be fused also to M 13 
pVlll by gcnerating hybrid phagc instcad of rccombinant 
phage [ 1,2). Alrhough in phagc display tcchnology only 
thcsc six 1y¡x.-s of cxprcssion systcms have l>ecn uscd. thc 
grcat divcrsity of phagc display w nstrucis is 1hc rcsuh of 1hc 
cxpression of diffcrcm iypes of molecules, ranging from 
random peptidcs, defined cpito¡x.'Slmimotopcs to antibody 
fragments. cDNA libraries :md gene-. gcnomic-DNA 
füigments. 

The first phagc display libra')' (l'DL) was oonstrueted by 
Smith [3] by cloning EcoR 1 gene fragmenis imo gene 111 of 
phage n. La1cr. thc gcncr.llion of phagc displaycd random 
pcpride libraries and affinity selcction of phagc displaying 
antibody-binding pcp1idcs have bccn rcported (4) (Fig. 1). 
lnteresüngly. ar thc samc 1imc de la Cruz et al [5] have 
shown that phage cxprcssing forcign protein fragrnent were 
immunogenic in micc and rabbits. All thesc pionecring 
studies allowed subscqucntly to generare a number of 
diagnostic as well as prcvcnrivc and thcrapeutic phagc 
display-gencrated molecu lcs. 

Phage/Phagemid hbraries 

Munoutr harrun et al 

As in any othcr field of molecular biology. many 
innovations have beco madc in phage display rcchnology 
since iis introduction. Thus. whilc only N-tcmiinal fusions to 
M 13 plll werc uscd for phagc display in ear1y studies, 
functional polypcptide display with ali fivc M 13 coat 
proteins has bcen demonstratcd later (6). Functional display 
of pathogcn-dcrivcd proteins attachcd 10 C-tcnninus of M 13 
p VI was shown by fusing cDNA sequences 10 3 • end of gene 
VI cxpressed by phagemid vecror [7). In anothcr srudy a 
fragmcnted leukocyte cDNA library was displaycd on phage 
allowing lhe identification of phosphorylated ligands of 
modular binding domains and thcir functional intcraction f8]. 
Also, whole gcnomc phage display libraries havc been 
constructed using a pJuFo display system, bascd on thc 
interaction bctwcen the leucinc :úppcrs Jun and Fos [9). This 
methodology provides a general biochemical approach to 
functional analysis of protdn-protein interactions on a 
gcnomc-widc basis. Rccently. high copy display fonnat for 
cxpression of large proteins on the phage was devcloped [ 1 O] 
by constructing and sclecting of MI) pVlll mutant variants 
fuscd to human growth hormonc. Furthcnnorc. thc artificial 
coat protein mimicking the functions of the natural M 13 ooat 
pmteins was dcsigncd [ 11 J, allowing the enginccring of the 
phage for new functions such as expression of foreign 
proteins fused at carboxy tennini of phage prOleins. 

A detailed understanding of protcin-protein intcractions 
is an imponant part of modem biotechnology and many 
different mutagenesis strategics have been used for studying 
protein structure and fwlctioo. Rcceotly, an extrcmely rapid 
combinatorial alanine scanning rnethod, combining the 
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conccpl~ of alanmc-scanning and binomial mutagcncsis with 
phagc di,T>lay a11d allowing many sidc chains to be analyud 
simultancously w1th no nccd for protcin pwification or 
biophysical analysis, wa< rcported 112 J. Anothcr intercsting 
dcvelopmcnt was the idenrification of D-peptidc ligands 
using thc clegant strntcgy of mirror-imagc phage display 
[13). lmportantly. this approach allows thc idcntification of 
D-pcptidc ligands, which should be resistan! to pro1colytic 
dcgradation in vhQ and lcad to vigorous humoral immunc 
response. Ncw approachcs describing improvcmcnts in 
biopanning procedure havc also beco reponed, such a DNA­
based selcaion straicgy consisring in incorporation of phagc 
ssl)NA hybndivnionfsclection step into phagc display and 
rcsuhmg in sckction of more spccific Ab ligands (14). 

Abs are imponant componems of the immune system and 
their application in medicine has many dccades of history. 
Thcrcforc, the gcncration of Ab fragmcnts cxprcssed on thc 
phagc in form of Fab and singlc-chain Fv (scFv) rapidly 
becanic an imponant pan of phagc display technology. 
Althoug)l thc phagc display of Ab 1Ta!,'ll1ents was devclopcd 
almost simultancously with small peptide display, thc Ab 
display rcquircd several previous additional findings, such as 
the demonstration that Fab and scFv could be functionally 
cxprcsscd in bacteria and thc idcntification of large 
collcctions of Ab variable rcgion genes. Now it is clcar. that 
applicatioo of phage display to Ab tcchnology resultcd in an 
impressive succcss considcring a great potcntial for thc 
appl ication of phage display-gencratcd Abs in biomedical 
rcscarch and in medicine. During the past dccade large ( 
> 109 original clones) Fab and scFv Ab libraries have bccn 
constructed using divcrsc phagc and phagemid exprcssion 
vcctors. the PCR an1plifica1ioo and cloning of lg genes 
[ 15,16J. 

Thcrc are threc major types of phagc display antibody 
librarics: immunc. nonimmune or naive and synlhctic, 
dcpcnding on lhc source of lg heavy (VH) and light (VL) 
variable rcgion genes uscd for library construction. lmmunc 
and nonimmunc librarics are gencratcd using V genes from 
l:l cclls of immunizcd animal (ar from paticnt B cclls) or 
using lg V genes isolatcd from healthy individuals. 
rc.pcctivcly. Ahcmatively, libraries of synthcúclsemi­
synthe1ic origin can be constructcd by PCR·doning of V 
gene gcrmlinc scg¡ncnts artificially providcd with divcrsity 
by oligonuclcotidc cloning [ 16J. In thc case of 
synth~1iclscmi-syn1hc1ic lil:>raries thcrc is no nccd to use any 
cclls since thc lg Ag-binding site is dcsigncd and gencrated 
using once amplificd V genes and oligonuclcotidcs coding 
for lg hypcrvariable regions (semi-synthctic librarics) or. 
altcm:uívcly. using ovcrlapping ol1gos coding far both lg 
framcwork and hypervariablc regions (synthctic libraries). 
Thc rodcnt mAbs. gencratcd by hybridoma tcchnology, havc 
beco considcrcd a good class of natural drugs. although thcir 
widesprcad use as therapeutic agcnts has becn hampercd duc 
to thc induction of anti-rodcnl Ab response in paticnL<. Phagc 
display tcchnology offcrs 001 only thc possibility to 
humanizc rodcnt Abs con~isting in transplantation of Ab Ag· 
bind111g scgmcnL< (callcd complcmcntarity dctcrmining 
rcgions. CDRs) from rodent lg 10 human oncs, but also thc 
casy gcncration of fully human mAbs. For this rcason. thc 
majority of constn1c1cd Ab phagc display libmics are of 
human origin. Thc following stcp is the isolation of Ag-

spccific high-aflinity (nanomolar rangc) phagc displaycd 
human m.Abs by in vitro biopanning against tite Ag of 
ínlcrest within a fcw wccks. 

Although scFv and Fab Ab fragmenis providc an 
cffectivc and highly spccific in vi~ targcting rcagentS 
capable of belter pcnetrating various tissucs in thc body 
comparcd to intact Ab, thesc monovalcnt Ab fragmenis are 
rapidly clcarcd from blood duc to thcir small sizc. To 
overcomc this disadvantagc. multimcr farms of this 
molccules. such as diabodies, triabodies and dimcric 
miniantibodics, showing a highcr functional aflinity and 
rcduccd kidncy clearancc ratcs, have bccn dcsigned [ 171. 
Altcmativcly, isolatcd Ab fragmcnlS could be graftcd into 
wholc lg molecular contcxt if lhis is not affccting 
significantly thc featurcs of scFv and Fab fragmcnts 
menrioned abovc. Additionally, lg VH singlc-domain phagc 
display Librarics based on small Ab-dcrivcd rccognition 
uniis, hypcrvariablc loops of Abs, have beco dcsigncd 811d 
constructcd [ 18]. 

Reccmly, an intriguing conccpt was reponed by Smith 
and coworkers wnere phage expressing thousands of copies 
of the forcign peptide serves as an intcracting scaffold to 
constrain the peptide into a particular confonnation, creating 
a defincd org811ic surface structure called · 1andscapc119J. lt 
was shown that landscape libraries could be used as a ncw 
type of substitute Abs-filaments capablc of binding to 
protein and glycoprotein Ags with nanomolar aflinitics 811d 
high specificity. 

GENERATION OF IMMUNOREAGENTS BY PHAGE 
DISPLAY 

'lbc advantages of phage display tcchnolO!,'Y over othcr 
rcscareh 1ools and its' grcat potcn1ial havc beco 
demonstratcd by succcssful application of phage display in 
diversc ficlds of biorncdical/cl inical rcscarch. We will 
discuss bclow sorne pionecring as wcll as oulstanding studics 
in this ficld describing thc use of peptide and Ab PDL 10 
determine molecular spccificitics involvcd in infoction 
811dlor in pathogcncsis as wcll as pos~ible thcrapcutic 
applicatioos of phagc display-dcrivcd moleculcs. Dcspitc 
many effons targctcd to dcvclop mAbs far disease treatmcnt, 
only onc mAb, anti-CD3 (OKT3). had beco liccnscd far 
clinical use by 1994. Howcvcr. in thc past scven years thc 
situa1ion has changed dramatically: about ten mAbs havc 
bccn approvcd for hwnan 1reatmcnt and more !han 70 mAbs 
are currcntly in commcrcial trials bcyond Pbasc 1 and Phase 
11 (rcvicwed in (20)). 11tc contribut.ion of phagc display to 
lhis success was dccisivc allowing thc casy crearion of fully 
human Abs or Ab fragments far thcr.ipy 11 7J. In an early 
study, tumor targcting bascd on scFv Ab sclcctcd from a 
phagc display combinatoria] library w-dS shown to be 
cfficicnt [21 ]. In this case. all known tumor deposil~ in 
paticnts with carcinocmbryonic 811tigcn (CEA)-producing 
canccrs wcrc locatcd using an iodinc-123 labelcd 811ti-CEA 
scFv. Also, anti-c-erbB-2 scFv of picomolar aflinity has 
beco isolatcd by molecular evolution of lg CDRs [22J. In thc 
sarnc way, scFvs to MUCI rccognizing uniquc cpitopes and 
prcdominantly binding adcnocarcinoma, havc bccn sclcctcd 



1231. Rcccntl y, a guidcd sclcction strntcgy was uscd 10 
isolatc a pan carcinoma spccific Ab [241. 

Pcrhaps, thc n-K>>1 cxiting rcccnt dcvclopmcnt in Ab 
phage display is thc sclcction of intcmalizing Abs which is 
rcquired for lhc succcss of many iargctcd lhcrapcutics, such 
as immunotoxins, immunoliposomcs. Al>-drug conjugateS 
and for thc targetcd delivery of genes or viral ONA into 
cclls. Whilc sorne Abs cxcrt lhcir thcrapcutic cffccts dircctly, 
cithcr by inducing apoptosis or by causing growth inhibition, 
many othcr Abs requirc intcmaliz.ation by rcccptor-mcdiated 
cndocytosis 10 deliver thc cytotoxic agent into thc cytosol. 
For 1his purposc, attcmplS havc bccn madc 10 use phagc 
display libmrics for dircct selcction of pcptidcs and Ab 
fragmcnts binding cell surfaa: rcocp1ors (rcviewcd in (25]). 
More recently. Ab librarics havc bccn scrccocd not only for 
thcir ccll binding capacity bol also for thcir intcmalization 
into mammalian ccl ls and it has bccn shown that thc 
selection is most cfficicnt for bivalcnt diabodics or scFvs, 
displaycd multivalcntly on phagc [25). 1nus, efficient 
intcmalization of scFv spccific for growlh factor receptor 
Er132 which is overexprc.~ in many solid tumors, has becn 
shown. Morcovcr, GFP-cxpressing phagc canying epidcnnal 
gmwth factor was uscd to dcmonstratc receptor-mcdiatcd 
intcmalization and expression of phage genome-encodcd 
foreign protein in mammalian cclls [26 ]. 

As well known, mAbs wgct single epitopes while 
polyclonal Abs are directcd to multiple cpitopcs. Therefore, 
in sorne cases the application of polyclonal Abs instead of 
mAbs as therapeutic agents is more dcsimble since mAbs are 
less efficient at activating cffector mcchanisms and the 
likelíhood of ccll escape varianLS is higbcr compared to 
polyclonal Abs (27J. The applicaúon of phage display 
technology to sclect polyclon.al Abs against microbcs, tumor 
cclls and other multiantigen iargcts was demonstratcd. 
Among nwnerous improvcmentS in dcsign and gcncration of 
scl'v molccules and corrcsponding iargct structurcs [ 17), one 
approacb eombining thc pbagc display and lhe screening of 
lambda phagc cDNA cxpression librarics tcchnologies and 
allowing lhe idcntifi~ation of a targct tumor-associatcd 
antigcn (human CD30 receptor) of a scFV displaycd on 
phagc, is of particular intl:f'cst [28). Anothcr reccntly 
dcvclopcd mclhodology is thc sclcc1ion of scFv Abs, blo11cd 
on nitrocellulosc, applying phage Abs to proteomics [29). 

'lñc phagc display p,;ptidc libraries wcre cxtensivcly used 
along with phagc display Ab libr:1rics in a bioselect ion 
proc<--dure known as bio(l'lnning (Fig. 1) for thc dcvclopmcnt 
of lherapcutic eompounds. for ncw drug discovcry and 
canccr lhcrapy, eithcr as an antagonist or an agonist of 
natural ligaad-rcceptor interactions. An important challengc 
in thc dcvcloprncnt of 1hc.·rnpcu1ic a¡;cnLS is to find a small 
molcculc capablc of ITh.-diating a dcsircd biological cffcc.1. In 
this respect. thc phagc display tcchnology pcrmits not only 
thc idcnúfication of thosc molcculcs which are homologou.~ 
to natural pcptides bu1 also gcncratcs functionally similar 
pcptides, call ed mimotopcs. with no homology with any 
natural Ag sequcnccs. Additionally, phagc di~'Jllay-dcrivcd 
mimotopcs can mimick cvcn natural cpitopes of non-peptidic 
origin, such as carbohydratc.-s and lipids. Thc spccificities of 
Abs prcscnt in sera of paticnts wc.'l'c dctcrmincd using POLs 
and cONA phagc display libraries wherc there was not any 
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information about lhc parental Ags [30J. This proecdurc of 
profiling of immunc responses in paticnt sera allowcd to 
idcntify serum Ab binding pcptidc ligands with diagnostic 
and thcrdpcutic potcntial. Thc gcncration of peptidc ligands 
spccificall y recognizing diffcrcnt ccll typcs is an imponan1 
component of cell-targeting str.itcgies and in reccnt years 
imprcssivc findings havc been made in this field with lhc 
application of PDLs. Cell-spccific iargcting pcptides have 
been idcntified by phagc display sclection against purificd 
ccll-surface marl<ers, whole cclls in t iS~'UC culture, and cvcn 
tissucs within livc animals (rcviewed in [31 J). Thcsc 
fasciaatiog studies resulted in isolation of phage displayed 
pcptides lhat selectivcly home to tumor vasculaturc. sevcn 
diffcrcnt mouse organs including brain. lung and utcrus [31 ). 
There is a clcar pcrspective for the cxplomúon of thc utility 
of thesc pcptidcs as drug dclivcry platforms and for thc 
identification of corresponding peptide-spccific receptors. 
For example, by in vil'(I scrcening of PDLs. peptides that 
home to tumor blood vessels were isolatcd, and whc.'11 
coupled to the anticaoccr drug lOxorubicin. the peptides 
cnhanced thc efficacy of thc drug against human brcast 
cancer xcnogmfts [32J. 

In a series of studies. PDLs wcre serecned by biopanning 
using mono- or polyclonal Abs. and isolated peptide 
cpitopcs/mimotopcs displayed on phagc or in form of 
synthctic pcptides showed specific antigenic and 
immunogenic features. Two main stratcgies of biopanning 
were described: screening of thc library agaínst thc targct 
coa1cd on lhc solid sw-face or against the biotinylatcd targct 
in solution. In the second stmtcgy lhe biotinylated target­
phage complexes were captured on streptavidin coatcd solid 
phase. Howc.-ver, since it has bcen shown receotly lhat 
biotinylation of monoclonal antibodies could led to a 
rcduction in spccific binding of lhc antibodies espccially if a 
lysinc residuc plays an important role in lhc binding sitc of 
thc antibody 133 J. wc could not suggest that biopanning in 
solution would give bettcr results compared with solid phasc 
sclection. Wc concludc that both stratcgies should be tried 
for any givcn antíbody. 13y tl1c application of thcsc 
stratcgics, pcptides spccitic for: 1) mAb again•1 human 
immunodcficicncy virus (anti-HIV- 1) (34); 2) COl8 
molcculc involved in syncytia fonnation of HIV-1-infected 
lymphocytcs [35]; 3) pyruv-dtC dcbydrogenase c-0mplcx E2 
involved in primary biliary cirrhosis (36) and 4) mAb agains1 
fibrocarcoma cells [37) wcrc idcntiticd. In our group. wc 
have applied Pl)Ls to idcntify autoimmunc 
thrombocytopcnic purpura (AITP)-(38) and 
ncurocysticcrcosis-relatcd [39) Ab spccificiric.-s in scrum 
samples and in ccrebrospinal nuids of paticnts, respcctivcly. 
Wc havc also idcntified cpitopes/mimotopcs of platclct 
aulQantigens using phagc pcptidc libraries. mAbs against 
platclct glyeoprOlcins and rabbit anti -human platclct 
polyclonal Al,,; [401. 

Thc PDL-' allow to idcntify not only linear cpitopes but 
also confonnational cpi1opcs by sdccting phagc displaycd 
pcptidcs that mimick thc Ab-reactive sitcs of Ag formcd by 
amino acids tha1 are distani from cach othcr in primary 
strueiure of tl1c Ag but are brought togcthcr on thc foldcd 
molcculc. Using phage display. molecular modcling. 
mutagcnesis and mAb. such cpitopcs havc becn idcntificd on 
thc diabetes autoantigcn GA065 (41 ). Also. PDL was uscd 



co idcncify pcptidcs spccific for dis1ine1 confonnacional '1arcs 
of che cstrogcn receptor and this may hav~ implicacions for 
thc dcvelopmcnt of cscrogcn rcccpwr ancagoniscs for che 
trcatmcn1 of 1amoxifcn-rcfrao1ory brca.~t canccrs (421. 
Finally, using thc sophisticatcd su-atcgy of mirror-rmagc 
phagc display. discusscd in previous scction. and a synthccic 
pcptide rcprcscnting a pockct on lhc surfacc of HI V-1 )Wl I 
proccin, 0 -pcptidc inhibicors chat cargcc chis pockcc havc 
bccn gcncrated (43 ). Thcsc 0-pcptidcs could be uscful for 
the gcncration of a ncw class of orally bioactivc a.nci-HIV-1 
drugs. 

PHAGE IMMUNOGENS ANO VACCINES 

Althougll sc\/Cra.I researeh groups havc bcen involvcd in 
che cxploration of immunogcnici1y of che phagc, thc 
con1ribution of Pcmam and coworkcrs, panicularly in early 
studics. wa.<;, pcrhaps. most importan!. Thcy showcd a 
succcssful cxprcssion of Platmodium falciporum-<krivcd 
srnall pcptidcs in thc cxposcd N-tcrminal scgmcnt cpVlll of 
rccombinant fd phagc (2700 copies) and cxprcssion of largcr 
pcptidcs of 1his patho¡,-cn on thc surfacc of hybrid fd phagc 
(10-30 % of cpVllJ copies) [44). h was shown that this 
hybrid phage induccd malaria cpitope-specific Abs in 
rabbits. Also, thc samc group cnginccrcd thc phagc with 
multiple copies of the pcp1idc scquenccs from the V3 loop of 
HJVJ surface glycoprotcin gpl20 fused into cpVlll of thc 
phagc (45]. Thcsc phagc wcrc recognizcd by human HIV 
antiscra and clicited high ti tres of HI V ncutralizing Abs in 
micc. In addition. Ab production could be stimulatcd by 
simultancous inoculation with T-ccll cpilopcs similarly 
displaycd on phagc. An intcresting strat.cgy was dc\/Clopcd 
by imposing confonnational constrains on a pcptide epitopc 
from Chlamydio trachomatis to improve its ability to elicit 
Abs in micc that cross-react with native Ag (46] . This w-.is 

achievcd by generaring ~'Pitopc pcp1ide-rcla1.cd phage display 
library where tbe cpitope's contact rcsiducs wcrc subjcct to 
randomi231ion and by affmity sclec1.iog phagc-displaycd 
most native-likc Jl(.'¡llide epitopes. Thc above mentioned 
studies dcmonstrated that thc appl ication of phage 
cxprcssing cpilopes as immunogcn is advantagcous 
comparcd to synlhctic pcptid~'S. since small syn1hctic 
pcptidcs are gcncrally poor inununogens and necd to be 
coupled to a canier molecule or supplemcnted wilh an 
adjuvanl, whilc phagc paniclc,; ¡J(-'1' se are highly 
immunogenic. capablc of accivating hclpcr T cclls and do no1 
nccd any adjuvant. 

As we have already discusscd in a previous scction. 
random pcptide librarics displaycd on phagc allow thc 
idcntification of bolh pcp1idcs homologous to Ag-dcrivcd 
pcptide scquenecs (so callcd "true" cpilopcs) and pcptidcs 
lhat do not havc any homology with original Ag but are 
functionally mirnicking 1hc Ag·derivcd pcptidcs (called 
mimotopcs). ija._o;c,J on chis uniquc fca1urc of PDLs. antigcnic 
mimics or mimotopcs of hcpa1i1is U virus cnvclopc pro1cin 
(HllsAg) racting with a panel of sera from paticnts have 
bccn idcntificd (47). Thc immuniza1ion of micc wilh thcsc 
phagc-displaycd mimo1opes clici1cd a strong IHlsAg­
spccific Ab response indicating thc possibili1y for thc 
applica1ion of discasc-rela1ed cpi1opc/mimo1opc discovcry 
strategy to vaccinc dcvclopmcnt. without any use of 

rathogcn's Ag or cvcn without information abou1 1hc 
ac1iologieal agcnt (47] . ·111c samc authors havc also 
comparcd tl1c humoral immunc responses induced in micc by 
1hcsc mimotopes in differcnt molccularconccxts: phagc cpll l 
and cpVIJI, rccombinant human H fcrritin, HBV con: 
pcptidc and multiplc antigcnic peprides [48). lt was clcarly 
shown rhat mimotopcs displaycd on phagc wcre bes! 
immunogcns inducing 1he mos1 reproducible and poten! 
immune response. l'urthermorc, this group has shown thal 
HBsAg and HCV phagc displaycd mimotopes could induce 
Ag-spccific humoral immune response in micc afie.,. 
in1r,10asal or in1J11gastric administration of phagc indicating 
that recombinan! phagc could be uscful for thc devclopmcnt 
of orally effccrivc vaccincs [49]. 

Surprisingly. dcspilc the data prcsentcd above, clearly 
showing that phage are poten! immunogcns. the first study 
demonstrating the use of phagc as vaccine was reported until 
1997 (50). In this study, a rccombinant phagc displaying a B· 
ceH cpi1opc of glyeoprotcin G of human respiratory syncytial 
virus was uscd as a vaccinc 10 confer protcction against viru.< 
infcction in micc (50). Two years la1cr, wc have generatcd a 
ncw typc of immunogcn by cxprcssing lg VH dornain with 
all th.rce CDRs replaccd by Taenia crossiceps T-ccll epit.opc 
on M 13 phage and shown for the first time that phage 
immunization clieits protcctivc ccllular immune response in 
mire susceptible to pathogcn challcnge (51 ). Thc very sbon 
list of reports deseribing thc applieation of phagc as vaccine 
could be completed pcmaps with another two siudies: thc 
rcport sbowing tbc protection of neonatal mice against 
strcplococcal infcction using rnatcmal immunization wi1h 
phage di~-playing recombinan! anti-idiotypie Ab scFv 
fragmcnts [52], anda reccnt ~1Udy, sbowing for thc fi.rst time 
that peptides discovercd by phage display selection can be 
uscd in the context of phagc particles to confe.- protcctivc 
Al>-mcdiated immunity against an infecrious agent, in this 
case in lhe herpes simplex virus (HSV-2) ehallengc murinc 
modcl [53 ). 

Therc are severa! other rcccnt studies support·ing the view 
that phagc display tcchnology is very uscful as a discovery 
and dclivcry 1001 for vaccinc devclopmcm. The high degrcc 
of antigcnic polymorphism obsctvcd in HIV envelopc 
proleins is a scrious obstacle in identifying cpitopcs capablc 
10 induce broad ncutralizing Ab response. To oven:omc 
thcse difficultics. PDLs were serecncd using sera from HIV­
infcctcd subjccts to identify antigenic and immunogenic 
mimics for HIV-1 epitopcs [54). Scvcr4J phagc displayed 
mimo1opcs capablc both 10 recognizc thc sera from HIV-1 -
infected subjccts 1nd to induce HIV-spccifie and ncutralizing 
Abs in micc, werc idcntificd [54]. In anothcr study, HIV-1 
reverse tr.inscripta.~c-derivcd cytotoxic T -ccll (CTL) cpitopc 
was displaycd on phagc and uscd 10 immunizc liLA-A2 
transgcnic mice. ·lñesc recombinan! phage wcrc ablc to clici1 
C.TL response s¡x:cific for viral cpitopc upon immuni?ation 
)55]. Mimotopcs displaycd on phagc have also bccn 
identificd for another pathogcn with high antigcnic 
polymorphism. hcpa1i1is C virus (HCV). A conscnsus 
sequencc profilc was derived from hypcrvariablc rcgion 1 
(l!VR 1) of different HCV isolatcs and uscd to gencrnlc a 
vast rcpcrtoire of phage di;-playcd mimotopcs (56] . Afler 
biopanning u.~ing difTcrent sera from infcctcd subjccts phagc 
clones reacting frcqucntly with paticnts sera wcrc idcntificd. 
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Punhcnnore. whcn injcctcd into micc. mimotopcs with thc 
highcst cross rcac1ivi1y, induccd Abs rccognizing the panel 
of natural HVR 1 varianK Addiiionally. a soqucncc paucm 
rcspon.siblc for the obscrvcd cross-rcac1ivi1y was iden1ified 
in lhcse mimotopcs, and thcse findiogs could be importlnt 
for !he dcvclopmcnt of vaccioe against HCV (56]. Rcccnlly. 
POLs wcrc succcss fully uscd with purified lgE spoci fic for 
Bct V 1, !he major birch pollcn allergcn. to sclcct mimotopcs 
rcprcscnting anificial lgE cpiiopcs. Micc wcrc irnrnWlizod 
with sclcc1cd phagc displaycd mimotopc rc~-ulting in !he 
induciion of cpitopc-spccific lgG molcculcs ablc 10 block thc 
lgE binding lO !he allCt"gcn in virro [ 57]. Thus, a mimotopc 
immunotherapy may represen! a ncw and promisi ng conccpl 
for thc 1rca1men1 of typc 1 allcrgic discascs. 

In summary. all data prcscntcd hcre, as wcl l as 
informaiion availablc from othcr sourccs. are pointing to 
phagc display tcchnology as a powcrful tool for thc 
discovcry and application of new molcculcs as important 
recombinant vaccinc componcntS. lntcrcstingly. human 
phagc thcrapy is hardly ocw sincc it "'-as uscd in severa! 
European countTics for many dccadcs as a natural part of 
clinical practice [58J. Lyli<: bacicriophagcs, (which are not 
phages discusscd in lhis review). capable of complctcly 
lysing !he bacteria bcing trcatcd (such as S taphylOCQCcus. 
Klebsiella, Escherichia, Shigella anti Salmonella), werc 
discovered 80 ycars ago and werc uscd as antibactcrial 
agents in human.~. Due to lhc rcccnt antibiotic-rcsistant 
bacteria! infcctions. which are common worldwidc, thCt"c is 
an intcrcst and clcar necd for thc dcvelopmcnt of 
antibaclcria.I phagcs. Today, companies such as Phagc 
Thcrapeuiic lntemalional and lniarlyrix. among others, are 
working with naturally occunring as wcll as genetical ly 
modified phage in bac1crial drug-rcsistance and lhe firs1 
human clinical trials in 1hc US will begin this ycar [58]. 
Anothcr rela1ed issuc is the appearancc of sorne recen! 
patents (US5994083, W09729185AI and US60543 12) 
describing possiblc clinical applicaiions of recombinan! 
filamcntous phagc. Although we are awarc tha1 safcty or 
cvcn fcasibility issucs are not subjcct of detailed analysis by 
palcnting organizal"ions. thc fac t pcr se o f applying for such 
r atents by cxpcrts in thc ficld is intercsting. Thus. thc lasl 
rwo obscrvations are indicating lhal phagc in general and 
recombinan! phage displaying biologically relevan! 
molcculcs are promising candidatcs 10 be includcd in new 
vaccincs. 

CONCLUSIONS 

Wc havc aitcmplcd lO summarizc sorne rcccnt 
developmcnts in phagc di!.11lay tcchnology. a rapidly 
growing field of modcm molecular biOlcchnology. 
promising to have bcncfits in thc dcvclopmcnt of prcvcntivc 
and thcrapcuiic agcnts targciing many difforcnt disorders. 
including canccr. viral infcctions. ;iutoimmunc and othcr 
discascs. 

This tcchnology is allowing 10 pcrform sorne molecular 
and biological proccdurcs which are difficull or impossiblc 
10 do by oihcr icchniqucs: fa.<l and casy isolation of 
disca.<clpathoga1-rcla1cd pcptidcs/prOlcins or mAbs using 
hugc pcptidc/Ab rcpcrtoin:s cxprcssed on phagc; 
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idcn1ifica1ion of molcculcs involvcd in basic biologically 
importan! rcccpior-ligand. prolein-protcin. protein-DNA, 
enzymc-subs1ra1e and 01hcr interactions; generntioa of phage 
capablc 10 s pocifically bind, cntcr a nd 1ransduce mammalian 
cclls. 

Thc incorporaiion of phagc display inlo functional 
gcnomic and protcomic ap¡>lications will surcly result in ncw 
concepts and straleg ics in thc ficld of biomcdical rcscarch 
and pharmaccutical biotcchnology. 
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