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I. RESUMEN

La necesidad de desarrollar una vacuna de alta efectividad y potencia, basada
en mecanismos inmunologicos humorales y celulares contra el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH-1), ha llevado a la generacién e identificacion
de anticuerpos monoclonales (MAb’s) con una potente capacidad neutralizante
y a la caracterizacion de los epitopos que reconocen, tal es el caso del MAb
2F5.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar péptidos expresados en el fago M13
empleando el anticuerpo monoclonal 2F5, mediante la metodologia Phage
display. Para ello se empled una biblioteca de péptidos de 12 aminoacidos con
secuencias al azar. Se identificaron 30 mimoétopos del epitopo reconocido por
el mADb 2F5: g5, ELDKWAgg7, localizado en la gp41 del VIH-1.

El 100% de las clonas aisladas presenté alguna relacion con ei epitopo
ELDKWA. Los péptidos seleccionados permitieron analizar las caracteristicas
estructurales requeridas por el anticuerpo para aislar secuencias que
mimetizan al epitopo original. De esta manera se identific6 que 1) los
aminodacidos Dggs Yy Wege N0 presentaron cambios; 2) Kegs varié por R 6 P; 3)

Eesz NUNCa se presentd y 4) Lesz ¥ Ass7 presentaron mayor variabilidad.
Los mimétopos obtenidos resultaron buenos inmunégenos en ratones.
La tecnologia phage display aporta informacion en términos de propiedades

antigénicas e inmunogénicas de la region reconocida por el mAb 2F5 de Ia
gp41 del VIH-1.



Hi. INTRODUCCION

En 1981 se describio por primera vez una enfermedad que afectaba directamente
al sistema inmune, causando un amplio espectro de manifestaciones clinicas que
terminaron siendo letales para el individuo, se denomindé Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En 1983, el grupo del doctor Luc Montagnier
identifico el causante de esta enfermedad: el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH). Al ano siguiente el grupo de R. Gallo, aisto un retrovirus similar en
diversos pacientes y descubrié una linea celular que permitia su crecimiento in

vitro (Regueiro y cols., 2003).

2.1. Generalidades del VIH
2.1.1. Epidemiologia

La ONUSIDA reporté en noviembre de 2004 que existen aproximadamente 39.4
millones de individuos de la poblacion total a nivel mundial, que ha sido infectada
con el VIH, de esta cifra se estimd que 37.2 millones corresponden a poblacion
adulta y los 2.2 millones restantes a poblacion menor de 15 afios de edad. Durante
este afno se presentaron un total de 4.9 millones de casos nuevos y 3.1 millones
de defunciones por infeccion de VIH.

De acuerdo a los registros de la ONUSIDA, México ocupa el lugar 77 a nivel
mundial y el 23 en Ameérica Latina, en funcion del numero de personas infectadas
(ONUSIDA, 2004).

Con base en datos de la Secretaria de Salud, en 2004 se registraron
aproximadamente 4,800 casos nuevos en nuestro pais. Se estima que existen seis
hombres infectados por cada mujer infectada. Las entidades federativas con
mayores tasas acumuladas de SIDA son Baja California Sur, Distrito Federal y
Campeche; y las de menores tasas acumuladas son Zacatecas, Tabasco e
Hidalgo. En e! D.F. la Secretaria de Salud registré 3, 463 casos durante el afio
2004 (SSA/Mex-Censida, 2004).



2.1.2. Caracteristicas bioldgicas del VIH

El VIH es un miembro de la familia de los lentivirus perteneciente al orden de los
retrovirus animales. Se han identificado dos variantes intimamente relacionadas
de VIH, denominadas VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es la causa mas frecuente de SIDA,
pero el VIH-2, que se diferencia en su estructura genémica y en su antigenicidad
respecto al VIH-1, causa un sindrome similar que afecta sobre todo poblacion
africana ( Abbas y cols., 2002).

Se ha propuesto que el ViH tiene su origen en la transmisidn del virus de
inmunodeficiencia simia (VIS) a varias especies de primates y posteriormente se
transmitid a humanos, originando una gran diversificacion del virus (Hillis, 2000).
-Gao y cols. (1999), reportaron que a partir de un grupo de chimpancés de la
subespecie Pan troglodytes troglodytes localizados en Africa Central, se ais!é por
primera vez el virus de la inmunodeficiencia simia, por lo que proponen como
hipotesis que la transmision a los humanos se dio a partir de estos primates
(Korber y cols., 2000).

Actualmente se presentan tres variantes del HIV-1: M, O, y N. La mayoria de las
infecciones son causadas por virus del grupo M, del que se reconocen diez
subtipos: A, B, C, D, E, F, G, H, J y K. La diversificacién del grupo M pudo haber
ocurrido en el Congo donde se tienen reportes tempranos de casos con infecciéon
de HIV-1, aproximadamente en los afios 1950-60 (Hillis, 2000). Los virus del
subtipo O estan limitados a las personas que viven en Africa Central. De acuerdo
a estudios filogénicos, las formas prevalentes del HIV-1 son los subtipos C, Ay B.
Las infecciones por el subtipo C se presentan por lo general en paises del sur de
Africa, los virus del subtipo A predominan en Camerun y en el centro y este de
Africa. E| subtipo B es la principal forma infecciosa en Europa, América y Australia.
Otro subtipo menos prevalente es el D, distribuido principalmente en el este de
Africa; el subtipo G se localiza en el oeste y centro de Africa (Fonjungo y

cols.,2000; Tscherning-Casper y cols., 2000).



2.1.3. Estructura y caracteristicas moleculares

Las particulas del VIH tienen forma esférica y estan formadas por una membrana
lipidica de origen celular. El gen env codifica para la glicoproteina 160 (gp160) que
al ser procesada por una ruptura proteolitica genera dos proteinas virales
asociadas, contenidas en la membrana: una glicoproteina externa (gp120) y una
transmembranal {(gp41). El trimero gp 120 es una molécula que interacciona no
covalentemente con el trimero gp 41 en la superficie de las particulas virales, la gp
41 es una proteina transmembranal, que contiene una porcion intracelular y una
extracelular. Por debajo de la envoltura lipidica se encuentra una segunda capa
proteica formada por la polimerizacion de monoémeros de la proteina viral p17,
dentro de la cual se encuentra la nucleocapside, constituida por la proteina p24 y
dos moléculas de ARN viral de cadena sencilla y polaridad positiva, que son el
material genético del virus. El ARN tiene asociada la enzima transcriptasa reversa
(TR) (Figura 1). Durante el ciclo de replicacion, la transcriptasa reversa se encarga
de sintetizar una molécula de ADN de doble cadena empleando el ARN viral como
molde. Al insertarse en el genoma de la célula, este ADN recién sintetizado

constituye lo que se denomina provirus {Soler y cols., 1995; Frankel y cols., 1998).
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Figura 1. Estructura del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Se muestran cada una
de las proteinas que integran al virus: proteinas de envoltura: gp120 y gp 41, proteina de
matriz; p17 y proteina de la capside: p24. El material genético esta conformado de dos
cadenas de RNA, al que se asocia la enzima transcriptasa reversa.




El genoma del VIH presenta la forma basica del genoma de los retrovirus, los
genes estructurales: gag y env, y el gen enzimatico: pol, ademas de estos genes
caracteristicos, presenta genes regulatorios de la expresion viral: Tat, Rev, Nef,
Vif, Vpu y Vpr. En sus extremos, el genoma, presenta las secuencias de repeticion
terminales largas (RTL), que contienen elementos reguladores de la expresiéon
viral como un promotor y secuencias reguladoras de la transcripcion. En la figura 2

se presenta la organizacion del genoma del VIH-1.
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Figura 2. Organizacion del genoma del VIH-1. En la parte superior se observan los
marcos de lectura y las proteinas codificadas por cada uno de los genes. En la parte
inferior se sefiala la ubicacién de cada una de las proteinas que conforman al virus: MA-
proteina de matriz, CA-proteina de capside, NC-proteina de nucleocépside, PR- enzima
proteasa, RT-enzima transcriptasa reversa, IN-enzima integrasa, SU-glicoproteina de
superficie gp 120, TM-glicoproteina transmembranal gp 41 (Frankel y cols., 1938).

El gen gag codifica las proteinas estructurales del centro, nucleocapside y matriz
(p24 y p17). El gen env codifica las glicoproteinas de envoltura viral (gp 120 y gp
41), que median la unién a la molécula CD4, al receptor de quimiocinas y la fusion
con la membrana. El gen po! codifica las enzimas transcriptasa inversa, integrasa
y proteasa viral, necesarias para la replicaciéon viral. Tat es el denominado gen

transactivador, dicho gen es un regulador positivo que incrementa la tasa de su



propia sintesis y la sintesis de todas las otras proteinas virales. Rev es el gen
regulador de la expresion protéica viral, facilita la exportacion de ARNm virales, del
nucleo al citoplasma celular en cooperacion con factores celulares. E! gen Vpu
codifica la proteina accesoria transmembranal vpu, que esta implicada en el
eficiente ensamblaje y gemacion de las particulas virales. El gen nef codifica la
proteina nef la cual es expresada tempranamente, es un factor regulatorio
negativo de la expresion génica viral. El gen Vif codifica la proteina vif (factor de
infectividad viral), que participa en la eficiencia de transmision de la infeccién por
el VIH-1 (Frankel y cols., 1998; Abbas y cols., 2002).

2.1.4. Ciclo de infeccidon

El VIH infecta células CD4+, en su mayoria linfocitos T CD4+ y algunos monocitos
que expresan ese marcador, ya que esta molécula es el receptor especifico de
gp120. Ademas, la céluta diana debe expresar al menos alguno de los receptores
de quimiocinas (RQ) que el virus utiliza como correceptor: CXCR4 (fusina) o
CCRS5. De hecho se distinguen dos tipos de cepas de virus ViH: los monotropicos
(mas frecuentes al principio de la infeccion, que infectan monocitos y macréfagos,
y los linfotrépicos (infectan linfocitos). Las cepas tempranas utilizan como
correceptor CCR5 para infectar macréfagos, mientras que las tardias utilizan
CXCR4 para infectar linfocitos (Gallo y cols., 2002). La unidén de gp120 a CD4
causa cambios conformacionales en la gp 120 para facilitar la unién con
receptores de quimiocina, este efecto de interacciones ocasiona que gp 41 sufra
también cambios conformacionales. (Berger y cols., 1999; Haase y cols., 1999). La
estructura de la gp41 esta directamente relacionada con la fusion de las
membranas virica y celular. La gp41 forma una estructura trimérica transitoria que
da lugar a la fusién de membranas. Esta estructura tiene la forma de una horquilla
en la que interaccionan las tres hélices C-terminales ancladas en la membrana
virica, con las tres hélices N-terminales que se anclan a la membrana celular,
permitiéndose la entrada del virus al interior de la célula (Medrano y cols., 2002).

Una vez dentro de la célula huésped la maquinaria enzimatica del virus convierte



la hebra de RNA en una doble hebra de DNA, ia cual se integra dentro del genoma
celular. La copia del DNA viral puede permanecer integrada durante meses o
anos. La transcripcion del genoma viral comenzara cuando la célula infectada se
active, induciendo asi la transcripcion de las proteinas que forman los nuevos virus
que saldran al exterior para infectar nuevas células CD4+. El virus muta
rapidamente lo cual puede explicar el paso de cepas monotrépicas (relativamente
latentes) a linfotropicas (mucho mas agresivas) (Haase y cols., 1999; Regueiro y
cols., 2004) (Figura 3). '
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Figura 3. Ciclo viral. Inicia con ia unién entre una particula viral y una célula susceptible
de infectarse que exprese algun receptor de quimiocinas. Se da la interaccion entre
gp120-CD4 y receptores de guimiocina ocasionando cambios conformacionales tanto en
gp120 como en gp41. Posteriormente se fusionan las membranas virica y celular, gp4i
esta directamente relacionada con dicha fusion. En el interior de fa célula ocurre la
sintesis de DNA aparitr de RNA mediante la TR. En ia etapa temprana de la expresion
viral sélo se forman proteinas reguladoras y en la fase tardia de producen nuevos viriones
mediante la expresion y ensamblaje de las proteinas estructurales y las enzimas virales.



2.1.5. Historia natural de la infeccion

Desde que se produce la infeccion por el VIH hasta que el paciente desarrolla el
SIDA, se distinguen al menos tres fases evolutivas de la infeccion: fase aguda,
fase asintomatica y fase crénica (SIDA) (Figura 4). Durante la fase aguda,
después de wuna oleada de replicacidn viral, el virus es diseminado
desencadenando una viremia invasiva acompanada por lo general por fiebre,
linfadenopatia, erupciones cutaneas y disminucion de linfocitos T CD4+, por lo
general se supera de manera espontanea. La baja en la viremia se atribuye a la
actividad de linfocitos T CD8+. Los anticuerpos que se presentan en esta etapa
tienen baja actividad neutralizante y puden ademas contribuir con el secuestro de
particulas virales por células dendriticas. Se ha reportado que la respuesta de
anticuerpos aparece en un periodo que va de dias a 2-3 meses después de la
infeccidén (seroconversiéon), etapa en la que pueden ser detectados en suero o
plasma, en algunos casos se estima que hay anticuerpos especificos contra
proteinas de envoltura 10 semanas después de la infeccion (Moore y cols., 1994).
L.a respuesta de anticuerpos contra el VIH se desarrolla de manera lenta. Durante
la fase asintomatica de la enfermedad, se ha demostrado que la replicacion viral
continda en los ganglios linfaticos, que se convierten en el nicho donde el virus
permanece oculto, destruyendo lentamente el sistema inmunolégico (Heath y
cols., 1995); los niveles de anticuerpos se mantienen constantes asi como también
los niveles de linfocitos CD8+; las cuentas de CD4+ caen gradualmente, los
pacientes suelen estar asintomaticos con o sin adenopatias, pero ocurre una
disminucion progresiva de anticuerpos conforme avanza la etapa croénica. La
etapa crénica (SIDA) se caracteriza por un aumento de la replicacion del VIH y
paralelamente por una disminucién de linfocitos CD4+ y CD8+, clinicamente se
observa una profunda alteracion del estado general del paciente, aparicién de
graves infecciones oportunistas, ciertas neoplasias y alteraciones neurolégicas
(Alimonti y cols., 2003).
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Figura 4. Cinética de la infeccion por VIH. El pico inicial de carga viral en la fase aguda
esta acompanado por un incremento en linfocitos T citotoxicos y una disminucién en el
namero de linfocitos T CD4+. Dentro de 1 a 2 meses [a carga viral se reduce, en esta
etapa hay un incremento en linfocitos T CD4+ y en 2 a 3 meses ocurre la seroconversion
mediada por la aparicién de anticuerpos VIH especificos. Este estado asintomatico se
mantiene por varios afios. Gradualmente las cuentas de CD4+ caen a niveles menores de
200 cels/mm® y aumenta la susceptibilidad a enfermedades oportunistas, la carga viral
incrementa paralelamente a una disminucién de linfocitos T citotoxicos y de anticuerpos
neutralizantes (Alimonti y cols., 2003).



2.2. Anticuerpos neutralizantes

La necesidad de desarrollar una vacuna de alta efectividad y potencia, basada en
mecanismos inmunologicos humorales y celulares, contra el VIH-1, ha llevado a la
generacion e identificacion de anticuerpos monoclonales (MAb’'s) con una potente
capacidad neutralizante contra el VIH y a la caracterizacion de las regiones que
tienen como blanco dichos anticuerpos (Poignard y cols., 1999). La actividad
neutralizante estd mediada por la unién de anticuerpos al virién o a productos de
éste, para bloquear la interaccion del virus con la célula blanco (Klasse y cols.,
2002).

La importancia del papel de los anticuerpos se estableci6é al observar que habia
sujetos infectados por el VIH que no progresaban a SIDA (LNTP del ingés long
term non progresors) en los que existia un titulo alto de anticuerpos neutralizantes
en circulacion (Cao y cols., 1995), lo que sugirio que su respuesta inmune daba un
alto grado de proteccion contra el progreso de la enfermedad (Scala y cols.,
1999).

Hasta la fecha las investigaciones se han centrado en las propiedades que
presentan cinco anticuerpos monoclonales con potente actividad neutralizante
contra aislados primarios del VIH-1. Dos de ellos, 2G12 y b12 actian directamente
en la gp 120. Los otros tres anticuerpos, 2F5, 4E10 y Z13 actian sobre la gp 41.
El Mab 2G12 es considerado como el anticuerpo de mayor potencia neutralizante
seguido por 2F5 (Parren y cols., 1998; Zwick y cols., 2003; Ofek y cols., 2004).

Se ha sugerido que los epitopos reconocidos por estos anticuerpos neutralizantes
son pobres inmunoégenos, ya que in-vivo producen cantidades minimas de
anticuerpos para neutralizacion (Poignard y cols., 1999).

Los actividad neutralizante de los anticuerpos debe ser escencial en la funcién de
una vacuna frente al VIH, la cual debe de estimular también una respuesta celular
frente al virus. Los métodos de inducir anticuerpos que reconozcan los aislados
primarios de VIH deben ser perfeccionados, de modo que sean capaces de
neutralizar los multiples subtipos y recombinantes de VIH-1 que se generen
(Medrano y cols., 2002).



2.3. Anticuerpo monocional neutralizante 2F5 (MAb 2F5)

E! anticuerpo monoclonal 2F5 (MAb 2F5) fue aislado por primera vez de un
paciente LTNP VHI-1 positivo (Buchacher y cols., 1992; Muster y cols. 1993).

El epitope reconocido per el MAb 2F5, inicialmente fue propuesto como una
secuencia lineal de seis aminoacidos, Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala (ELDKWA),
ubicados en las posiciones 662-667 de la proteina transmembranal gp41 (Figura
5). Presenta una alta conservacion, hasta de un 72% en diferentes cepas virales.
Se sugirié también que los aminoacidos LDKW corresponden a la parte nuclear
del epitopo, presentando un grado de conservacion del 82% en diferentes cepas
virales (Muster y cols. 1993; 1994; Purtscher y cols., 1996).

A partir de que se observd que la secuencia ELDKWA era altamente conservada y
la aparente simplicidad estructural, su accesibilidad en gp41 y sobre todo, la
propiedad de generar el anticuerpo neutralizante 2F5, se desarrollaron diversas
estrategias para emplear la secuencia ELDKWA como inmundgeno, sin embargo,
pocos casos han sido exitosos en modelos de laboratorio, lo que ha evidenciado la
baja inmunogenicidad que presenta esta secuencia. Por otra parte en los casos en
los que se han logrado obtener buenos titulos de anticuerpos anti-ELDKWA éstos
han presentado actividad neutralizante solamente frente a cepas de laboratorio
pero no frente a aislados virales (Muster y cols., 1993; Conley y cols., 1994;
Purstchery cols., 1996; Eckhart y cols., 1996).

Lo anterior conllevd a pensar que el epitopo tal vez era mas complejo de lo que se
proponia y que quizas por ello, se tenia que presentar en un contexto mas amplio
para poder llevar acabo la induccion de anticuerpos neutralizantes.

En 2001, Zwick y cols. realizaron un mapeo mas detallado del epitopo empleando
la metodologia phage display, en ese mismo afio Parker y cols., mediante analisis
de digestién enziméatica del complejo gp140 (construccién recombinante de gp120
y el dominio extracelular de gp41 unidos por un puente disulfuro)-2F5 y
espectrometria de masas para determinar la parte resistente a la digestion,
definen con elio una regién mas grande para la interaccién con el anticuerpo.
Practicamente ambos grupos de trabajo concluyeron que el epitopo involucra la
secuencia gs;sNEQELLELDKWASLWN;7q Hasta la fecha, esta secuencia se



reconoce como el epitopo mas completo y mejor reconocido por el anticuerpo. Sin

embargo los problemas respecto a generar anticuerpos con actividad neutralizante

continuan vigentes.
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Figura 5. Representacién esquematica de la gp 41, se muestra su estructura primaria y
secundaria, los aminoacidos por los que esta constituida y la region donde se localiza el

epitopo reconocido por el anticuerpo neutralizante 2F5 (Zolia-Pazner,2004).
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Desde 1993 se empleé phage-display en distintos formatos de expresion de
péptidos para mapear el epitopo reconocido por 2F5 (Muster y cols., 1993; Conley
y cols., 1994). En 2004 Menéndez y cols. emplearon una serie de bibliotecas
phége display para realizar un mapeo del epitopo mas detallado, propusieron que
DKW constituye la region de mayor especificidad e invariable, mientras que las
secuencias alrededor de ésta son multiespecificas hacia el tripéptido,

especialmente hacia la regién C-terminal sobre la que reside la actividad biolégica.

2.4. Bibliotecas Phage-display y sus aplicaciones

En 1985, George Smith de la Universidad de Misouri, Columbia, desarrollé6 un
sistema de expresion de proteinas ajenas fusionadas a la proteina de superficie de
un fago filamentoso. En este sistema la secuencia de DNA que codifica para el
péptido de interés se inserta dentro de una region en el genoma del fago
filamentoso para conseguir su expresion. De esta manera es posible crear
millones de combinaciones de aminoacidos como fuente de secuencias peptidicas
para el mapeo de epitopos (Smith, 1985, Scott y cols., 1990; Gazarian, 2005).

En el uso de anticuerpos para la seleccion de péptidos mediante el procedimiento
de biopanning, se obtienen secuencias con regiones consenso similares a las de
la secuencia original que indujo la produccién del anticuerpo, es decir, con algunas
diferencias entre el péptido expresado en el fago y el epitopo que reconoce el
anticuerpo. En estos casos, esas variaciones se pueden considerar como regiones
tolerantes de multiples sustituciones que también permiten la unién por el
anticuerpo. Es por ello que a estas secuencias se les denomina mimétopos, ya
que pueden mimetizar la funcién del epitopo adn sin presentar la misma secuencia
(Geysen y cols., 1986; Smith y Scott, 1993).

Hasta la fecha han sido varios los grupos de trabajo que han adoptado dicha
metodologia como herramienta de trabajo para el mapeo de epitopos y en el
estudio de interacciones proteina-proteina, como ejemplo se tienen resultados en
el modelo de neurocisticercosis humana y de cisticercosis porcina para evaluar la

identificacién y caracterizacion de epitopos inmunogénicos de T.solium (Gazarian
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K.y cols., 2000; 2001); también se aplico en el mapeo de epitopos de noxiotoxinas
del escorpion Centruroides noxius (Gazarian T. y cols., 2001; 2003), entre otros.
La tecnologia phage display se basa por lo tanto en el uso de bibliotecas de hasta
10'° diferentes secuencias peptidicas recombinantes expresadas en la superficie
de fagos filamentosos, capaces de producir la unién de cualquier molécula de alta
importancia fisiologica, por ejemplo anticuerpos, enzimas, hormonas, etc. (Barbas
y cols., 2001).

Los fagos filamentosos principalmente estudiados son el fl, fd y M13, los cuales
comparten 98% de homologia en su genoma. En general los fagos filamentosos
miden aproximadamente 6.5 nm de diametro y 930 nm de longitud. El genoma
esta constituido por una molécula de DNA de cadena sencilla y covalentemente
cerrada de cerca de 6,400 nucledtidos, el DNA del fago se encuentra
empaquetado en un cilindro flexible de proteinas, estas proteinas han sido
denominadas: plll (con 4 o 5 copias expresadas en uno de los extremos del fago),
pVI, pVil, pVIlI, pIX. El fago M13 es el mas utilizado en los procesos de phage
display (Figura 6) (Azzazy y cols, 2002; Santamaria y cols., 2003; Kishchenko y
~ cols., 1994).

Los pasos que implica la técniéa phage display son: infeccion, amplificacion,
purificaciéon y un proceso clave dentro de la metodologia, la bioseleccion o
biopanning (Figura 7). Durante esta bioseleccion se prueba la afinidad de union y
reconocimiento de los fagos hacia moléculas blanco,se lleva acabo enfrentando la
coleccion de las variantes de péptidos expresados en fago (biblioteca) con la
_molécula blanco de .interés que fue previamente inmovilizada en una placa, se lava
para elimar los fagos> que no fueron. reconocidos y mediante un cambio de pH se
eluyen aquellos que fueron seleccionados. El fago eluido es amplificado en E. cofi.
Este proceso de seleccion se realiza generalmente de tres a cuatro veces (rondas)
para asegurar y mejorar la especificidad de las clonas de los fagos seleccionados
desde la primera ronda y asi, enriquecer la poblacién de fagos especificos (New

England BioLabs, Ph-12; Stephen y cols., 1995; Santamaria y cols., 2003).
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Figura 6. A) Micrografia electrénica del fago filamentoso M13. B) Representacion
esquematica del fago filamentoso M13 mostrando su estructura y las proteinas que lo
integran. C) La regién sefnalada en el marco-de lectura de la plll representa el sitio de
insercion de ADN que codifica para el péptido que se expresara sobre la plll (Petrenko y
cols., 2003).

En el campo de estudio con VIH, se ha empleado la metodologia para analizar la
respuesta inmune en pacientes infectados por el virus.

El grupo de Scala y cols. (1999) logro aislar péptidos mediante el uso de
anticuerpos de un sujeto LTNP. Estos péptidos fueron inmunogénicos en ratones y
los anticuerpos generados presentaron actividad neutralizante frente a aislados
virales. Por otro lado Enshell-Seijffer y cols. (2001), emplearon esta metodologia

para estudiar el epitopo inmunodominante de gp41. En la actualidad son



numerosos los trabajos que emplean phage display para el estudio del VIH,
aportando nuevos conocimientos sobre la patogénesis del virus, algunos de ellos
se mencionaron anteriormente.

En el grupo del Dr. Karlen Gazarian (Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM) se han estudiado aspectos especificos de la respuesta inmune frente al
VIH-1. Se analizaron 5 pacientes mexicanos infectados con el virus, candidatos a
recibir terapia antirretroviral altamente activa. Se lograron aislar 21 péptidos
miméticos del epitopo inmunodominante de la gp41:CSGKLIC, identificando con
ello el alto grado de variabilidad de esta region (Palacios-Rodriguez Y., 2003).
Esto se aplicd para evaluar el potencial de las secuencias que se obtuvieron, en el
desarrollo de una estrategia que brinde mayor sensibilidad para el analisis de la
respuesta inmune contra el virus en individuos infectados (Arnaud y cols., 2004).
Por todo lo anterior, resulta claro que el potencial que presenta phage display es
de gran utilidad para continuar con el estudio de los complejos mecanismos que

desarrolla el VIH para evadir el sistema inmune.
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. Bibliotecas de fago M13, cada fago
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blanco:
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Figura 7. Representacion esquematica del proceso de seleccion (biopanning), empleando
una biblioteca de péptidos expresados en el fago M13. (Modificado de New England
Biolabs Phage-Display Peptide Library Kit “Panning with the Ph. D. peptide library”;

Azzazy y cols,.2002).
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Hl. JUSTIFICACION

Se han desarrollado numerosos esfuerzos para comprender los mecanismos de
evasion del sistema inmune que el VIH desarrolla, sin embargo, pese a las
numerosas investigaciones que se llevan a cabo, cerca de 40 millones de
personas a nivel mundial estan infectadas.

Actualmente existe consenso respecto a que una vacuna efectiva debe conseguir
estimular de manera eficiente tanto la respuesta inmune celular como la humoral
(McMichel y cols., 2003; Burton y cols., 2003, 2004; Zolla- Pazner, 2004).
Respecto a esta ultima, ha sido dificil poder inducir anticuerpos neutralizantes
dada la la gran variabilidad que el virus presenta. Por lo anterior, es prioritario en
el estudio de estos anticuerpos una clara definicion molecular de los epitopos que
reconocen, que contribuya a incrementar la inmunogenicidad de estas estructuras.
La expresion de péptidos en la superficie de fagos filamentosos ha resultado una
estrategia que permite enfrentar la variabilidad del virus y comprender algunas de
las propiedades estructurales de los epitopos virales, es ademas una herramienta
util en el mapeo de epitopos. Por lo anterior, el presente trabajo se centra en el
estudio del epitopo gsELDKWAgs7 situado en la gp41 del VIH, ya que se trata de
una region compleja en términos de sus propiedades inmunogénicas y
antigénicas, cuya importancia radica en su capacidad de generar anticuerpos

neutralizantes potentes como es el caso del anticuerpo monoclonal 2F5.

IV. HIPOTESIS

El uso de una biblioteca combinatoria (phage display) permitira aislar e identificar
mimotopos  seleccionados por el anticuerpo monoclonal neutralizante 2F5, e

investigar la inmunogenicidad que éstos presentan.
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V. OBJETIVOS

General

1.

Identificar péptidos expresados sobre la proteina plll del fago M13
seleccionados por el anticuerpo monoclonal 2F5, mediante el uso de
bibliotecas combinatorias con una complejidad de hasta 10'°y emplear los
mimétopos seleccionados como inmundgenos en ratones para inducir

anticuerpos simitares a 2F5.

Particulares

1.

2.

Seleccionar mimétopos reconocidos por el MAb 2F5 mediante el empleo de
una biblioteca de péptidos de 12 aminoéacidos expresados en la plll-del fago
M13.

Analizar la 'secuencia y homologia de los péptidos seleccionados y su

relacion con el epitopo nativo

Evaluar la inmunogenicidad de los mimodtopos en ratones y analizar la
existencia de anticuerpos especificos en los sueros de ratones frente al

epitopo nativo.



VI. MATERIALES Y METODOS

En el anexo 1 se describen las soluciones y medios de cultivo que se emplearon.

6-1. Anticuerpo monoclonal humano 2F5 (MAb 2F5)

Anticuerpo monocional humano recombinante 2F5 (mAb 2F5; HIV-1 gp-41),
producido en células CHO adquirido del NIH AIDS Research and Reference
Reagent Program. USA. Concentracién: 11.61 mg/ mL; disuelto en amortiguador:

45 pL de maitosa al 10%, acetatos 2mM, pH 4-5.

6.2. Péptidos sintéticos

Se obtuvieron a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program.
USA. Péptidos gue se traslapan cubriendo la region 652-682 de la gp41 de! VIH-1,
subtipo B (15mer). Péptidos: 6372 QQEKNEQELLELDKW, 6373
NEQELLELDKWASLW, 6374 LLELDKWASLWNWED, 6375
DKWASLWNWFDITNW y 6376 SLWNWFDITNWLWYI.

6.3. Biblioteca de péptidos expresados en fago

Se trabajé con una biblioteca de péptidos lineales de 12 aminoacidos (New
England BiolLabs Inc., Beverly, MA, USA, PhD—12TM) con secuencias al azar
fusionados a la region N-terminal de la proteina [t (plll) del fago filamentoso M13 a
traves de la secuencia Gly-Gly-Gly-Ser. La biblioteca presenté una complejidad de
2.7x10° y fue amplificada una vez (10"") para generar al menb's 55 copias de cada
secuencia en 10 pl.

6.4. Proceso de biopanning para ia seleccion de fagos con el anticuerpo

monoclonal 2F5

El procedimiento se baso en trabajos previos (Gazarian y cols.,2001; 2003; Scott y

cols., 1990) y en recomendaciones del fabricante (New England BioLabs).
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Dia 1

a) En la primera ronda se us6 una concentracion del MAb de 15 pg en 100ul de
PBS 1X. Esta preparacion se colocé en un pozo de una placa de poliestireno de
96 pozos (Inmuton, Dynatech Lab. Inc., USA). La placa se incub6 toda la noche a
4°C, en camara humeda y agitacion suave.

Dia 2

b) Se desecho el sobrenadante y posteriormente se realizaron 4 lavados con PBS-
T (PBS-Tween 20 al 0.1 % v/v), anadiendo 200 plL durante 2 minutos en cada
lavado. A continuacién se blogueé con PBS-BSA al 1% anadiendo 300 pL e
incubando a 4°C durante una hora. Al término de la incubacion se realizaron seis
lavados bajo las condiciones antes mencionadas.

c) Preparacion de la biblioteca: se diluyeron 10 uL de fa biblioteca original qu
contienen 4X10'° fagos en 100 uL de PBS-T (tween-20 al 0.1%).

d) Biopanning (Seleccion o tamizado de la biblioteca por afinidad). Se afadieron
los 100uL al pozo sensibilizado con el anticuerpo y se incubd una hora a
temperatura ambiente con agitacion suave. Posteriormente se realizaron diez
lavados para eliminar el fago qx\ie no se unid.

d) Elucién: -el fago que se unié al anticuerpo 2F5 se eluyé con 100upL de
amortiguador de elusion (glicina-HC! pH 2.2}, incubando durante diez minutos a
temperatura ambiente con agitacion suave. Transcurrido el tiempo se ajustd
inmediatamente a pH 7 con Tris-HC!l 1M (pH 9.1).

e) Titulacion: se determiné el numero de clonas recuper?das, para ello se
realizaron tres diluciones seriadas (1:1000) del fago en medio LB liquido, partiendo
de 1ul del eluato de fago. Previamente se preincubaron a 37°C cajas con LB-
tet/Xgal/lPTG. Por otro lado, se fundié Agarosa—fop y se colocaron 3 m|l en un
tubo estéril gue se mantuvo a 45°C hasta su uso. Se colocaron 200 yl del cultivo
de E.coligro7as €n un tubo eppendorf y se adicionaron 10 ul de la tercera dilucion
de fago. Se agitd suavemente y se incubd a temperatura ambiente durante 1-5

minutos para que se llevara a cabo la infeccidn. Las células infectadas se
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transfirieron al tubo que contenia Agarosa-Top, después de homogenizar por
inversion el contenido se colocé inmediatamente en la placa de | B-tet/Xgal/iPTG.
Se incub6 durante toda la noche a 37°C. Después de la incubacion se
determinaron la Unidades Formadoras de Placa (u.f.p) por mL cuantificando
unicamente las placas azules y se calcul6 el titulo de fago en el eluato tomando en
cuenta las diluciones realizadas

Dia 3

fy Amplificacion del eluato de la primera ronda: a una dilucion 1:100 de E.coli (ER
2738) en 30 mL de 2xYT, se adicion¢ el 70-75% del volumen del eluato de la
primera ronda, manteniendo en agitaciéon (230 rpm) durante. 4.5 horas a 37°C

g) Precipitacion del fago: El cuitivo anterior con fago se transfirio a un tubo y se
centrifugo diez minutos a 4°C y 10,000 rpm. Se recuperd el sobrenadante y se le
anadié la cantidad correspondiente a % del volumen totai de PEG-NaCl. Se
incubd a 4°C toda la noche.

Dia 4

h) Se centrifugd en las mismas condiciones, se desechd el sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en 1 mL de PBS 1x. Nuevamente se centrifugo en
microfuga (eppendorf) durante 5 minutos, a 10,000 rpm y 4°C.

i) Reprecipitacion: el sobrenadante se transfirid a un tubo que contenia 7 de
volumen de PEG-NaCl y se incubd en hielo durante 1 hora. Se centrifugo en
microfuga como en las condiciones anteriores. Se desechod el sobrenadante y al
precipitado se le adicionaron 200 ul de PBS-NaNj; al 0.02%. Nuevamente se
centrifugo por dos minutos y el sobrenadante (fago purificado) se transfirid a un
tubo eppendorf limpio. Se conservd como eluato amplificado de |la primera ronda.
A partir del eluato de la primera ronda se realizaron otras dos rondas del
biopanning como se describié anteriormente. Cabe senalar en la segunda ronda
(Il) se incrementé la concentracidn de Tween 20 en la solucion de lavado (PBS-T) -
a 0.5% (viv).

La cantidad de anticuerpo usado en la segunda ronda fue de 7.5ug y para la

tercera fue de 3.75.
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Al concluir la tercera ronda se procedid a usar este eluato sin amplificar para aisiar

clonas individuales a partir de las placas de titulacioén en LB-tet/X-gal/IPTG.

6.5. Seleccion de clonas de fago individuales

A partir de las placas de titulacion en LB-Tet/X-gal/IPTG se seleccionaron al azar
clonas de fago individuales, para posteriormente ser secuenciadas vy
caracterizadas. El proceso de aislamiento y purificacion de cada clona se
desarrollé como se describe a continuacion:

a) Amplificacion del fago: del cultivo de E.coli en 2xYT (dilucién 1:100) se tomaron
3 mL para cada clona individual {(una placa por cada tubo de rosca, tomada por
picadura). Se incubaron durante 4.5 hrs, a 37°C, con agitacién constante, se
centrifugo 10 minutos a 10,000 rpm y 4°C. Del sobrenadante se tomé 1 mL para
realizar la purificacion de ADN y el resto se uso para la purificacion del fago.

b) Purificacion del fago: al sobrenadante (2 mL) se le afadié ¥ de volumen de
PEG-NaCl, se incubd a 4°C toda la noche. Nuevamente se centrifug6 por 10
minutos a 10,000 rpm y 4°C, se desechd el sobrenadante y se resuspendio en 200
pl de PBS 1x. Posteriormente se centrifugo en microfuga (eppendorf), 5 minutos,
a 10,000 rpm y 4°C, se recolectd el sobrenadante que se transfirio a un tubo
eppendorf con 50 uL de PEG-NaCl. Se mezcld perfectamente y se incubo 1 h a
4°C. Posterior a la hora se centrifugé por 10 minutos a 10,000 rpm. Se elimind el
sobrenadante y al precipitado se resuspendié en 80 uL de PBS-NaN3; 0.02%, se
mezcld perfectamente, se centrifugo por 2 minutos y el sobrenadante se colecto

en un tubo limpio. Esta solucién concentrada fe fago se conservo a 4°C.

6.6. Purificacion de ADN

El segundo sobrenadante (1 mL) se transfiri6 a un tubo eppendorf que contenia
400 uL de PEG-NaCl, se mezcl6 y se incubd por 10 minutos. Posteriormente se
centrifugé 10 minutos a 13,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante con vacio, se
resuspendio el precipitado con amortiguador de yoduro de sodio y se agregaron

250 pL de etanol absoluto para precipitar el ADN. Se dej6 reposar por 10 minutos
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a temperatura ambiente y se centrifugo durante 10 minutos a 13,000 rpm, el
sobrenadante se elimind con vacio y se adicionaron 300 pL de etanol al 70% para
lavar el precipitado. Nuevamente se centrifugd bajo las mismas condiciones y se
elimind el sobrenadante con vacio. Por ultimo el precipitado se sec6 por
centrifugacion al vacio y se resuspendié en 20 uL de agua destilada estéril,
conservando a —20°C. La efectividad del proceso de purificacion de ADN se
comprob6é mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio, empleando 1 uL de la solucién de ADN en agua, de cada una de las clonas

de fago. Se visualizaron las bandas caracteristicas para cada una de las clonas.

6.7. Secuenciacion de ADN codificante de péptido en las las clonas de fago

La determinacion de los fragmentos de ADN codificantes para cada péptido se
llevo acabo mediante el método di-deoxinucledtido (Sanger y cols., 1997),
siguiendo el protocolo del kit de secuencia de AMERSHAM; que involucra
iniaciadores de secuencia para la region de insercién del péptido (-28plll)y la
secuenasa T7. La secuencia de aminoacidos de los péptidos fue deducida de la

secuencia de nucledtidos obtenida del ADN.

6.8. Esquema de inmunizacién

Se emplearon 15 ratones hembra de la cepa C57/LB6. Se les realizé una toma de
sangre antes de iniciar el esquema de inmunizacidn (suero preinmune) que sirvio
como control en los ensayos de ELISA. La inmunizacién se realizé via intra
peritoneal con una dosis de 2.5 X10'" ufp por raton, con base en resultados
previos, se ha reportado que la inmunizacién con fago no requiere el uso de
adyuvantes debido a que el fago es un potenciador de la respuesta inmune
(Gazarian y cols., 2001; 2003, Barbas y cols., 2001).

Se inmunizaron tres ratones por cada clona, el vehiculo empleado fue PBS 1X

estéril. Las clonas elegidas para la inmunizacién se indican en la tabla 1.
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Se realizaron cuatro estimulos en intervalos de 15 dias, el mismo dia que se tomo
la muestra de sangre posteriormente se dio el estimulo. Las sangrias se realizaron
de la vena de la cola.

De la sangre obtenida se separd el suero, incubando a 37°C por 30 minutos para
contraer el coagulo y posteriormente centrifugando a 3000 rpm durante 15

minutos. El suero obtenido se dividié en alicuotas y se conservo a —20°C hasta su

Uuso.

Tabla 1. Clonas de fago (2.5 X10'" ufp) empleadas para la inmunizacién de ratones.

Grupo No. raton Clona Secuencia

1 1
2 Eluato 3%ronda | Mezcla de todas las clonas
3

2 4

' 5 21 ALSEDKWASTAS

6

3 7
8 22 ASSLDKWALYTS
9

4 10
11 23,39 NMDKWAAVFQSK
12 ]

5 13
14 43 QTMDRWASLRWS
15

6.9. Analisis de la reactividad de clonas de fago mediante ensayo de ELISA

a) Reactividad de péptidos sintéticos

Se emplearon placas de 96 pozos (Nunc-lInmuno plate). Los pozos se
sensibilizaron agregando 100 pl/pozo de la solucién de los péptidos sintéticos (20
ug/mL), diluidos en amortiguador de carbonatos (0.2 M, pH 9.5). Se incubd
durante toda la noche a 4°C. Se realizaron tres lavados con 200 pL de PBST
(Tween-20 0.1% v/v) durante 2 minutos, a continuacion se realizé el blogueo de
los pozos con 300 uL de PBS-BSA 1% durante 1 h a 37°C. Posteriormente se

realizaron 5 lavados. Se prepararon las diluciones correspondientes de anticuerpo
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(MAb 2F5) en PBS-BSA 0.2%-Tween 20 0.2% obteniendo las siguientes
concentraciones: 0.01, 0.05, 0.1, 1.0 y 10.0 g/ mL. Se colocaron 100 pl/pozo de
dichas concentraciones en los pozos correspondientes, se incubo por una hora a
37°C. Se realizaron 6 lavados. Se agregd e! anticuerpo secundario acoplado a
fosfatasa alcalina (anti-human Zymed Laboratories Inc., USA) 1:1000 en PBS-BSA
0.2%-Tween 20 0.2%, se incubd durante 1 h a 37°C. Se lavo seis veces y por
ultimo se agregd el sustrato para fosfatasa alcalina (p-Nitrofenilfosfato; SIGMA)
diluido en amortiguador de dietanolamina 1M. Se incubé 10 minutos a 37°C para
que se llevara acabo la reaccién y posteriormente se determiné densidad optica en
un lector automatico a 405 nm. Cada determinacién se realizé por duplicado.

b) Reactividad de clonas de fago frente al 2F5

Se sensibilizo la placa con una solucién de fago (1x10° — 1x10*° ufp/ mL en PBS-
BSA 50 ng/100 ul) 100 pl/pozo, se incubd toda la noche a 4°C. Se realiz6 el
mismo procedimiento que en el ensayo para péptidos, sélo que en éste caso se
probaron dos concentraciones del 2F5: 1.0y 10.0 pg/mL.

¢) Reactividad de sueros de ratones frente al fago

En términos generales el ensayo se desarrolld de la manera descrité. Como
anticuerpo primario se agregaron 100ul/pozo de las diluciones de los sueros
(preinmunes: 1:500, inmunes: 1:20,000), diluidos en PBS-BSA 0.2%-Tween 20
0.2%. Posteriormente se adicioné el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa
alcalina (anti-mouse Zymed Laboratories Inc., USA) 1:1000 en PBS-BSA 0.2%-
Tween 20 0.2%.

d) Reactividad del suero de los animales frente al péptido sinte{ico 6373

Se realizd como en el inciso a, con la diferencia de que se realizaron las diluciones
correspondientes de los sueros de los ratones como anticuerpos primarios: 1:50,
1:100, 1:300 en PBS-BSA 0.2%-Tween 20 0.2%.

Cabe mencionar que en todos los ensayos de ELISA realizados en este trabajo se
coloco un blanco, cuyo valor obtenido fue restado al valor promedio de las

muestras.
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Vil. RESULTADOS
7.1. Reactividad del MAb 2F5 frente a péptidos sintéticos que contienen la

reqion de!l epitopo ELDKWA de la gp41

Se ha documentado que el anticuerpo monoclonal 2F5 es uno de los que presenta
mayor capacidad neutralizante frente a- diferentes cepas virales y aislados
primarios (McMichael y cols., 2002). Originalmente, se reporté que este anticuerpo
reconoce la secuencia lineal s, ELDKWAgg7, de la gp41 del VIH-1 (Muster y Cols.,
1993).

Con el objetivo de identificar la regiéon reconocida por el MAb 2F5 se realizé un
mapeo con péptidos sintéticos que se traslapan y que cubren la region 653-683 de
la gp 41! e2QQEKNEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWYlgs; en donde se
encuentra la secuencia ELDKWA. Cada péptido estuvo conformado por 15
aminoacidos. Como control se emple6 el péptido de una proteina no relacionada a
la superficie viral: Tat, que presenta funciones diferentes a gp41 y cuya secuencia
fue 73PASQPRGDPTGPKESg;. En la figura 8A se muestran las secuencias de los

péptidos sintéticos empleados.

Los resultados en el ensayo de ELISA mostraron que el péptido 6373 con
secuencia NEQELLELDKWASIW es el que mejor reconocimiento tuvo (Figura
8B), seguido del péptido 6374 LLELDKWASLWNWFD. Aunque en ambos casos
se encuentra la region ELDKWA, existen aminoacidos en los extremos amino y
carboxilo terminal que evidentemente ofrecen un mejor contexto Ppara el
reconocimiento del anticuerpo con el péptido 6373. Los péptidos 6372
QQEKNEQELLELDKW y 6375 DKWASLWNWFDITNW contienen parcialmente
aminoacidos de la region ELDKWA, pero en ambos casos no hubo
reconocimiento. E! péptido 6376 SLWNWFDITNWLWYI no presentd reactividad,
se observa que no tiene ninguno de los aminoacidos que conforman el motivo
ELDKWA.
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A.
Proteina | Péptido Secuencia
N-terminal C-terminal
652 682
6372 QQEKNEQELLELDKW
6373 NEQELLELDKWASILW
gp 41 6374 LLELDKWASLWNWEFD
6375 DKWASLWNWFDITNW
6376 SLWNWFDITNWLWYI
Tat 5131 73PASQPRGDPTGPKESg;
B.
3,500 -
3,000 -
2,500 ~
£ mAb 2F5 (ug/ mL)
c 2,000 -
3 0o0.01
<
S 1,500 { = 8005
e ‘ B 0.1
1,000 - ot
. m 10
0.500 i B o
oo, |HUH R em em eom
6372 6373 6374 6375 6376 ' 5131

Figura 8. Reactividad en ELISA de péptidos sintéticos frente al MAb 2F5. A) Secuencia
de los péptidos sintéticos empleados. Como control se uso el péptido 5131
correspondiente a la secuencia 7;PASQPRGDPTGPKESg; de la proteina Tat. En todos los
casos se usaron 20 pg/ mL de péptido por pozo. B) Reactividad con diferentes
concentraciones de 2F5. El ensayo se realizé por duplicado. A cada muestra se le resto el
valor del blanco.
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7.2. Seleccion de clonas frente a una biblioteca de péptidos lineales de 12

aminoacidos expresados en el fago M13

Una vez comprobada la especificidad y la reactividad del MAb 2F5, se decidio
emplear una biblioteca de péptidos con secuencias al azar de 12 aminoacidos
expresados en el fago M13, especificamente en la proteina de superficie il (pill).
Se realizaron tres rondas de seleccion (tamizado de la biblioteca 6 biopanning)
empleando como blanco el MAb 2F5. Las secuencias de las clonas obtenidas se

presentan en la tabla 2.

Se debe mencionar en primer término que después de 3 rondas de seleccién se
encontrd que las 30 clonas aisladas (100% de las secuencias) presentaron

relacion con el epitopo ELDKWA.

Analizando los aminoacidos de los mimoétopos con respecto al motivo original

ELDKWA se encontré que:

a) Glutamato (E), no se presenté en ninguna de las secuencias, pero pudo ser
sustituido por treonina (T), asparagina (N), serina (S), alanina (A), valina
(V), aspartato (D), leucina (L), histidina (H), glicina (G) y lisina (K).

b) El 40% de las secuencias presenté leucina (L) como ocurre en el epitopo
original, pero ésta pudo ser sustituida por prolina (P), metionina (M), tirosina
(Y), fenilatanina(F), serina(S), glutamato (E) e isoleucina (1).

c) Aspartato (D) no presentd variaciones.

d) El 77% de las secuencias presento lisina (K) la cual puede ser sustituida
por arginina (R) y sélo en una ocasion se encontro prolina (P).

e) Triptofano (W) no presentd variaciones.
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fy EL 53% de las secuencias presentd alanina (A) la cual pudo ser sustituida
por serina (S), valina (V), asparagina (N), glutamina (Q), tirosina (Y) y
glicina (G).

g) El 23% de las secuencias presentd serina (S) 6 treonina (T) al final del

motivo.

A partir del analisis anterior y de los resultados de la tabla 2 es posible ordenar los
mimotopos en 6 grupos de acuerdo a la longitud del motivo que presentan. El
primero de ellos esta representado por 3 secuencias con el motivo LDKWA (Tabla
3 A). El segundo grupo, contiene 7 secuencias con el motivo LDKW (Tabla 3B).
En el tercer grupo se presentan 7 secuencias con ef motivo DKWA (Tabla 3C). En
el cuarto grupo la lisina (K) pudo ser sustituida por arginina (R), en 6 de las
secuencias (Tabla 3D). El quinto grupo presenté 5 secuencias con el motivo DKW
(Tabla 3E). Finalmente se encontré una sola secuencia, en la cual la prolina (P)
sustituyé a lisina (K); se agrupé de esta forma debido a que esta variante es poco
comun, hecho que le confiere propiedades diferentes al motivo por ejemplo que en
este caso se encuentra en el extremo amino terminal del péptido (Tabla 3F).

Dicho ordenamiento permite visualizar la regidn minima reconocida por el
anticuerpo, de igual manera sirvid como referencia para seleccionar una clona

representativa de cada grupo y llevar acabo la inmunizacién de los ratones.
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Tabla 2. Secuencias de las clonas seleccionadas por el mAb 2F5 frente a la biblioteca
lineal de 12 aminoacidos

31

Epitopo
ELDKWA )

ClonalFrecuencia Motivo

32 TTLQ {TLDRWS QL

2312 NMDKWA| AV FAQSK
111 M DLDKWN MKSLT
2/ Y ILPDKWA: TPQMI
4/1 TN LFDKWS YL AS
5/1 SHP iGPDKWQ, TLP

71 K H L ALDKWS Il L A

8/1 L VPDRWA| FLQMS
9/1 L P HLDKWS S1 TP
10/1 SLDKWYV LAPLAY
1111 DPWA! FRWPSGPM
12/1 A L VSDRWS WMH Q
13/1 M P DPDRWA, L WPL
19/1 AAMTNH NVLDKWA

21/1 A L SEDKWA| STAS
22/1 AS SLDKWA! LYTS:"
24/1 EH AYDKWA! QRN

25/1 TPDKWS YLSNLAQ
26/1 Y IKLDKWA! PsSLS
38/1 QS HYDKWA: S WGF
40/1 Y P NIl DKWV, ALYH
41/1 AT NYDKWA: LPYT
42/1 TPDKWY GLAPYR
43/1 ~Q {TMDRWA: SLRWS
44/1 NGL DI SLDKWG| V

45/1 | TP ALDKWS TRF

46/1 YP I TLDKWA! MWMH :
47/1 TPDKWA, LPHPTL 5



Tabia 3. Grupos de se€cuencias de acuerdo a la longitud del motivo que presentan.
A)Secuencias con el motivo LDKWA. B)Secuencias con el motivo LDKW. C)Secuencias
con el motivo DKWA. D)Secuencias en las que K varia por R. E)Secuencias con e
motivo DKW. F)Secuencia en la que K varia por P.

A

Epitopo
ELDKWA
ClonalFrecuencia Motivo
19/1 LDKWA
22/1 LDKWA
26/1 LDKWA
11 LDKW
mn LDKW
9/1 LDKW
1011 LDKW
44/1 LDKW
45/1 LDKW
46/1 LDKW
2312 DKWA
211 DKWA
211 DKWA
24/1 DKWA
38/1 DKWA
41/1 DKWA
47/1 DKWA
312 LDR W
8/1 DRWA
12/1 DR W
13/1 DR WA
43/1 DR WA
4/1 D KW
5/1 D KW
25/1 D KW
4011 D KW
42/1 D KW
11 DPWA
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7.3. Analisis de la reactividad de clonas de fago frente al MAb 2F5.

Dado que los grupos de secuencias aportan diferente informacién en términos
estructurales, se eligieron algunas clonas representativas de los grupos anteriores
para enfrentarlas al MAb 2F5 en un ensayo de ELISA y de esta manera evaluar su
reactividad de forma individual. Se observd que en general hay un bajo nivel de
reactividad, incluso con el eluato de la tercera ronda que presenta un alto -
contenido de secuencias (100%) con las variantes del motivo (Figura 9). La baja
reactividad puede deberse a diversos factores técnicos, entre ellos a que el
formato del ensayo de ELISA que se llevd a cabo no es el adecuado para hacer la
evaluacion de las clonas con este anticuerpo, por lo anterior se debe seguir

trabajando en esto.

A
Clona Secuencia
Eluato tercera | Contiene todas las clonas seleccionadas por 2F5
ronda
21 ALSE DKWA STAS
22 ASSLDKWA LYTS
23 NM DKWA AVFQST
25 TP DKW SYLSNLQ
43 QTM DRWA SLRWS
B.
3
2,54 mAb 2F5 (ug/ mL)
! B
E 21 o0
S 151
Q 1 |
|
o) B N il il
el 112 12121 12/22 12123 12125 12/43  lrelevante

Figura 9. Reactividad en ELISA de mimotopos frente al MAb 2F5. A) Secuencias de los
mimotopos elegidos para el ensayo. B) Reactividad de los mimoétopos frente a dos
concentraciones del MAb 2F5. Como control se enfrentd el anticuerpo a una clona
irrelevante con secuencia GSWSVHSPVKPA. A cada muestra se le resto el valor del
blanco.
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7.4. Evaluacién de los mimoétopos como inmundgenos

Uno de los principales problemas en el estudio de la regién reconocida por 2F5 ha
sido la baja inmunogenicidad que presenta la secuencia ELDKWA en
experimentos con péptidos sintéticos (Muster y cols., 1994, Eckhart y cols., 1996;
Lu y cols., 2000). En trabajos publicados previamente, los mimoétopos en fago
seleccionados no fueron utilizados como inmunégenos (Muster y cols., 2003;
Conley y cols., 1994, Zwick y cols., 2001; Menéndez y cols., 2004}, es por ello que
se decidi6 evaluar la propiedad que podian presentar como inmunogenos algunos
de los mimoétopos obtenidos en el presente estudio. Para ello se inmunizaron
ratones, eligiendo cuatro clonas individuales y el eluato de la tercera ronda como

inmundgenos.

Para la inmunizacion se usaron 15 ratones (tres ratones por cada clona), se
aplicaron cuatro estimulos con las clonas elegidas por via intraperitonial, en
intervalos de 15 dias aproximadamente (de acuerdo a lo descrito en materiales v
métodos). Después del ultimo estimulo se realizd puncién cardiaca a cada animal.
Las secuencias de las clonas de fago que se emplearon para inmunizar a los

ratones se muestran en la figura 10 A.

Para evaluar la respuesta generada en los animales, en primer lugar se realizé un
ensayo de ELISA frente a las clonas con las que fueron inmunizados (Figura 10
B). Se observé que en todos los casos, los ratones generaron buen titulo de
anticuerpos contra el fago (mayor a 1:20,000). Se debe en%atizar que en este
ensayo se evalu6 la reactividad hacia todas las proteinas del fago lo cual puede

incluir también a la secuencia peptidica que se expresa.
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Raton Clona Secuencia
3 Eluato 3a.ronda
4 21 ALSEDKWASTAS
8 22 ASSLDKWALYTS
10 23 NMDKWAAVFQST
14 43 QTMDRWASLRWS

3,500 4

3,000 -

2,500 4 I
| Diluciones

llK 3
LAY

2.000 1

£ P i CISuero 1:20,000
w ; :
g | ?“fﬁ i':"‘_. OPrelnmune 1:500
O 1,500 + i S
8 T [ :
| 3
1.000 - | ey
| 'é_‘
| Iy e
0.500 ??“ f?!r:
?.f’“ =) —1—|
0.000 — { —
R 3 R 10

Figura 10. Reactividad en ELISA de los sueros de ratones (R) frente a ias clonas de fago.
A) Secuencias de las clonas con las que fueron inmunizados los ratones. B) Reactividad
de los sueros inmunes (1:20,000, barras sombreadas) y preinmunes (1:500, barras
blancas) frente a clonas de fago. Solo se presenta un ratén de cada uno de los cinco
grupos. A cada muestra se le resto el valor del blanco.

Una vez comprobado el nivel de anticuerpos contra el fago generado en los
ratones para cada clona, se analizé la especificidad de los sueros frente al péptido
6373, el cual presento la mayor reactividad frente al mAb 2F5 (Figura 8 B). Se
observé que todos los sueros de los ratones presentaron altos niveles de

reactividad frente al péptido (Figura 11).

Este resultado demuestra que a pesar de las variaciones estructurales observadas
en los diferentes mimétopos aislados, estas secuencias son capaces de generar
un buen titulo de anticuerpos especificos para el reconocimiento de fa regién

ELDKWA, de la misma manera que lo hace 2F5.
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Péptido 6373: ¢5sNEQELLELDKWASLWgzg

35,
3 L e M W Wl 1 N l£
5
251 Diluciones de
suero

E 24 K m1:50
@ | 01:100
; 1:300
o 1.5

0.5 c . ﬁ
o o AR EEEE REENE L YIv.--

2& Q v N M T W0 w
- - - o g
X X o« X o o

R1 §
R2 |
R3
R4
RS |
R6
R7 §

Figura 11. Reactividad en ELISA de los sueros inmunes de ratones (R) frente al péptido
sintético 6373: R1, R2 y R3 anti- eluato de la tercera ronda; R4, R5 y R6 anti-
ALSEDKWASTAS; R7, R8 y R9 anti- ASSLDKWALYTS; R10, R11 y R12 anti-
NMDKWAAVFQST; R13, R14 y R15 anti- QTMDRWASLRWS; P-5 corresponde al suero
preinmune del ratén 5 que se us6é como control. A cada muestra se le restd el valor del
blanco.

1
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VIiI. DISCUSION

Los primeros estudios que se realizaron para identificar al epitopo reconocido por
el anticuerpo monoclonal 2F5 se llevaron a cabo mediante mapeo con péptidos
sintéticos, proponiendo al epitopo como una secuencia lineal de seis aminoacidos
Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala (ELDKWA), ubicados en las posiciones 662-667 de la
gp 41 del VIH-1. Se sugirié también que la parte nuclear de esta secuencia estaba
constituida por DKW siendo necesaria e indispensable para el reconocimiento por
el anticuerpo (Muster y cols., 1993; 1994; Conley y cols., 1994). En trabajos
desarrollados por Purtscher y cols., (1996) mediante estudios de variabilidad
antigénica mostraron que los cambios en los aminoacidos glutamato (E) y alanina
(A) no producian una reduccién significativa a la uniéon del mAb 2F5, tampoco
leucina (L) y triptofano (W) presentaron variacién alguna, pero la variabilidad en
- los aminoacidos aspartato (D) y lisina (K) era capaz de revocar la unién con el
MADb.

En el presente trabajo se empleé como herramienta la metodologia phage display
para aportar resultados en términos del epitopo que reconoce el MAb 2F5. El
anticuerpo se empled para aislar péptidos miméticos de la region gs2ELDKWAgs7
de la gp 41 bajo el formato de secuencias péptidicas lineales de 12 aminoacidos al
azar. Se observo que 2F5 es eficiente para la seleccion de mimotopos en este tipo
de biblioteca ya que después de tres rondas de biopanning el 100% de las clonas

aisladas mostrd ailguna homologia con el epitopo original.

Se obtuvieron seis grupos de mimoétopos los cuales se pueden identificar de
acuerdo a la longitud del motivo y a la frecuencia con que fueron seleccionados,
las secuencias mas abundantes fueron las que presentaron los motivos LDKW vy
DKWA, seguidos por los grupos que presentaron los motivos DRWA y DKW, en
menor proporcion se encontraron los mimétopos con el motivo LDKWA que

integran la secuencia mas completa con respecto al epitopo original, ELDKWA.
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Solamente se aisié6 un mimodtopo con el motivo DPWA. Esta agrupacién de
secuencias permitio identificar la minima regién que es capaz de seleccionar el
anticuerpo: DK(R)W. Del analisis anterior, se sugiere una serie de ocho variantes
que permiten identificar los residuos criticos para la unién del anticuerpo con los

péptidos: LDKWA, LDKW, DKWA, LDRW, DRWA K DRW, DKW y DPWA. El

patréon general de todas las secuencias coincide con los trabajos desarrollados
anteriormente (Muster y cols,, 1993; 1994; Conley y cols., 1994; Menéndez y cols.,
2004). La triada DKW predomina en todos los casos permitiendo la variacion de
lisina (K) por arginina (R), y solamente se encontrd una variante de lisina (K) por
prolina (P) hecho reportado con anterioridad Unicamente por Menendez y cols.
(2004) pero los autores no presentaron la secuencia del péptido. Se debe sefalar
que en ningun caso se obtuvo completa la secuencia completa del epitopo original
s62ELDKWAgg7.

Diversas investigaciones han aportado informacion para comprender la
importancia y prevalencia de los residuos DKW. Mediante estudios de
cristalografia de rayos X en donde 2F5 se acoplé a un péptido sintético con la
secuencia ELDKWA se determiné que los residuos DKW son criticos para dar una
estructura conformacional tipo S-turn (Pai, 2000) importante para la interaccidén con
el anticuerpo. De hecho, esta conformacion esta presente Gnicamente en el virus
intacto y solamente bajo esta condicién es posible la union de 2F5 y la
consecuente neutralizacién del virus. Por lo tanto, la conformaciéon en B-turn es
una necesidad funcional para el proceso de infeccidn del virus (Sattenau y cols.,
1995; Barbato y cols., 2003).

En el trabajo desarrollado por Ofek y cols., 2004 se determinaron las distancias de
interaccion entre el péptido ¢57EQELLELDKWASL We7 y 2F5 (Tabla 4). Reportaron
que los aminoacidos essDKWege presentan las distancias mas cortas frente al
anticuerpo, de hecho, el triptofano (W) 666 tiene la mayor fuerza de unién, seguido

del aspartato (D) 664, es por ello quizds que en la seleccién de los mimétopos
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estos aminoacidos nunca variaron. Respecto a la lisina (K) 665 la union también
es fuerte pero en esta posicion hubo variaciones en los mimoétopos,
probablemente debido a que la arginina (R) y la prolina (P) permiten mantener la
conformacion de pB-turn. Debe sefalarse ademas que en los mimdtopos
prevalecieron también la leucina (L) 663 en un 40% vy la alanina (A) 667 en un
53%, lo cual coincide con que ambos aminoacidos presenten una fuerza de
interaccién media con el anticuerpo. Por otro lado, se ha reportado que las
leucinas (L) 661 y 669 altamente conservadas en aislados virales, presentan fuerte
afinidad por el anticuerpo generando un ambiente hidrofébico alrededor de DKW
(Parker y cols., 2001; Tian y cols., 2002; Barbato y cols., 2003; Menendez y cols.,
2004), este hecho tambien se reflej6 en los mimoétopos aislados dado que la
leucina (L) 661 se presentd en el 13% de las clonas y la leucina (L) 669 en el 33%
de las mismas. Finalmente, en el mismo estudio de Ofek y cols., se identificé que
la serina (S) 668 no interacciona directamente con el anticuerpo sin embargo el
13% de las clonas seleccionadas presentaron serina (practicamente el mismo
porcentaje de clonas que presentaron la leucina 661) lo anterior podria sugerir que

la serina 668 si juega un papel importante en la interaccién con el anticuerpo.

En el ensayo de ELISA la reactividad del MAb frente a clonas de fago fue baja, por
lo que en términos generales este analisis no permitié identificar alguna diferencia
de afinidad entre los diferentes mimotopos obtenidos. Lo anterior puede estar
relacionado con el analisis de reactividad frente a los péptidos sintéticos, donde se
observé que se requiere de una secuencia mas grande que ELDKWA y en un
contexto de aminoacidos definido, para que el anticuerpo presente una buena
reactividad en el ensayo de ELISA. Respecto al mapeo con péptidos sintéticos
solo el 6373 NEQELLELDKWASLW presentd la mayor reactividad frente al
anticuerpo. Este péptido representa la secuencia que es protegida por el paratopo

de 2F5 frente a digestion enzimatica (Parker y cols., 2001).
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Tabla 4. Distancias de union de los residuos de gp 41 con el MAb 2F5 obtenidas mediante
estudios de cristalografia de rayos X (Ofek y cols., 2004); % de cada uno de los residuos
presentes en las secuencias seleccionadas.

Residuos de gp 41 Distancia de union (A7) % presentado en las
secuencias seleccionadas
(E)GIU657 16.77 0
(Q)Glnesg 19.80 0
(E)Glugsg 24 .26 0
(L)LeU550 0 7
(L)Leuss 68.18 - 13
(E)Glues2 56.52 0
(L)Leugsa 35.65 40
(D)Aspes4 64.80 100
(K)Lysees 63.63 77
(W)Trpeee 99.84 100
(A)Alags7 27.98 53
(S)Serees 0 13
(L)Leueeg 51.60 33
(W)Trpem 34.40 3

Comparando los resultados obtenidos entre el ELISA y el biopanning se observa

una gran diferencia ya que en el biopanning el anticuerpo tiene la capacidad de

seleccionar clonas que presenten la region minima del epitopo (DKW o su variante

DRW) mientras que en el ELISA no se presenta esa capacidad debido a que el

anticuerpo 2F5 requiere de una adecuada presentacion del epitopo el cual integra

una secuencia mas larga que ELDKWA (Zwick y cols., 2001; Parker y cols,

2001;Tian y cols., 2002; Menendez y cols., 2004). En el biopanning empleando

una biblioteca de péptidos lineales de 12 aminoacidos s6lo es necesario que los

péptidos presenten una pequefia region de anclaje, DK(R)W, suficiente para ser

reconocida por 2F5.
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La aparente simplicidad estructural que fue propuesta para el epitopo reconocido
por este anticuerpo ha llevado a diversos intentos para inducir anticuerpos con la
misma actividad neutralizante, sin embargo, aunque en algunos casos se ha
logrado inducir buenos titulos de anticuerpos capaces de reconocer la secuencia
ELDKWA en péptidos sintéticos o en proteinas recombinantes no se logra
neutralizar aislados virales. En términos generales, ninguna de las estrategias de
inmunizacion desarrolladas ha generado anticuerpos que presenten una actividad
neutralizante comparable a la de 2F5 (Muster y cols., 1994, Eckhart y cols., 1996;
Lu y cols., 2000). En nuestro trabajo por primera vez fueron empleados los
mimotopos seleccionadas por 2F5 como inmundgenos y se logré generar un buen
titulo de anticuerpos especificos para el reconocimiento de la secuencia
NEQELLELDKWASLW, no se puede asegurar que dichos anticuerpos sean
capaces de neutralizar aislados virales, para ello deberan realizarse analisis

subsecuentes que definan su potencial como anticuerpos neutralizantes.

41



CONCLUSIONES.

El MAb 2F5 fue eficiente para seleccionar mimotopos del epitopo
662ELDKWAgs7; de una biblioteca de péptidos de 12 aminoacidos pues el

100% de las clonas aisladas presento alguna relacion con la secuencia.

El analisis de los mimétopos con respecto al epitopo original, mostré que el
100% de las secuencias no presentd cambios en el acido aspartico (Dgsa) Y
el triptofano (Wees). Por otro lado el acido glutamico (Egg2) no se presento en
ninguna de las secuencias. Respecto a la lisina (Kggs) se encontré que
solamente pudo ser substituida por arginina (R) y solamente en una ocasién
se encontrd prolina (P). Finalmente la leucina (Lgs3) y la alanina (Aser)

mostraron mayor variabilidad de aminoacidos.

Con base en su secuencia, los mimotopos se pudieron organizar en seis
grupos diferentes: LDKWA, LDKW, DKWA DKW, (L)DRW(A) y DPWA.

Por primera vez se mostré que los mimétopos seleccionados presentaron
una alta inmunogenicidad en ratones ya que generaron anticuerpos
especificos capaces de reconocer la secuencia
65eNEQELLELDKWASLWSs79, hacia la que 2F5 también presenta alta

reactividad. )
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ANEXO1 -

SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

A.1.1. Amortiquadores y soluciones para Biopanning

1. Solucion concentrada de tetraciclina

20 mg/mL en etanol/agua. Conservar a -20°C en oscuridad. Homogenizar en

vortex antes de usar.

2. IPTG/Xgal
Mezclar 1.25 g de IPTG (isopropil B-D-galactosido) en 25 mbL de

dimetiiformamida. Conservar a —20°C en oscuridad.

3. PEG/NaCl
Polietilenglicol 8000 al 20%, NaCl 2.5 M. Esterilizar en autoclave por separado

y mezclar. Conservar a temperatura ambiente.

4. PBS 10X (1 litro)

6.1 g de fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPO,), 1.9 g de fosfato de
potasio monobasico (KH;PO,), 80g de NaCl, 2 g de cloruro de potasio (KCI).
Ajustar a pH 7.4. Esterilizar en autoclave. Realizar la dilucion correspondiente
para obtener PBS 1X.

5. Amortiguador de elucion
Glicina 0.2 M/HCl en BSA 1mg/ mL, pH 2.2.

6. Amortiguador para ajustar pH de los eluatos
Tris 1 M/HCL, pH 9.1.

49



7. PBS/Azida (NaNs3) al 0.02%
1 mL de NaN;en 49 mL de PBS 1X.

A.1.2. Medios de cultivo para Biopanning

1. LB (Luria Bertani) 1L

10 g de Triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl. Esterilizar en

autoclave y conservar a temperatura ambiente.

2. 2x YT1L
10 g de NaCl, 10 g de extracto de levadura, 16 g de triptona. Esterilizar en

autoclave y conservar a temperatura ambiente.

3. Agarosa Top 1L
10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl, 1 g de MgCl,, 7 g de
agarosa. Esterilizar en autoclave, conservar solido a temperatura ambiente,

fundir para su uso.

4. LB-tetraciciina en placas

Adicionar al medio LB 15 g/L de agar. Esterilizar en autoclave, enfriar a 70°C y
adicionar 1tmL de la solucién concentrada de tetraciclina, homogenizar y vaciar
en cajas Petri. Conservar en oscuridad a 4°C. Concentracion final: 20 pg/ mL .
5. Cajas con LB/IPTG/X-gal !

Adicionar al medio LB 15 g/L de agar. Esterilizar en autoclave, enfriar a 70°C y
adicionar 1 mL de la solucién concentrada de lPTG/X—gai, homogenizar y
vaciar en cajas Petri. Conservar en oscuridad a 4°C. Concentracion final: 50
pg/mL IPTG; 40 pg/mL X-gal.
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A.1.3. Soluciones para obtencion de ADN de cadena sensilla (ss-form)

1. Amortiguador de yoduro
10 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 1TmM EDTA, 4 M Nal. Se conserva a temperatura

ambiente en oscuridad.

A.1.4. Preparacion del cultivo de E.colierz73s €n fase logaritmica

Se inoculan 50 mL del medio liquido LB-tetraciclina (30 puL de la solucion
concentrada de tetraciclina), con una soluciéon de E.coli cepa ER2738 (BiolLabs),
se incuba a 37°C con agitacion suave durante toda la noche o hasta obtener un

crecimiento en fase log (D.O.gg0 0.5).

A.1.5. Gel de acrilamida (6%) para secuenciacion de ADN

. Se mezclan 33.6 g de Urea, 11.6 mL de poliacrilamida (40%), 16 mL de Tbe 5X,
28 mL de agua destilada y desionizada. La mezcla se filtra y se desgasifica con
vacio. Para polimerizar se afiaden 640 plL de persulfato de amonio (10%) y 16 uL

de TEMED (0.1 mg/uL de H,0). Se debe trabajar de preferencia en campana.

A.1.6. Gel de agarosa

Se agregan 0.4 g de agarosa en 49 mL de H,0, se hierve y se anade 1 mL de

TAE 50X mas 8 pL de bromuro de etidio.

A.1.7. Soluciones para ELISA

1. Dilucidn del péptido: Buffer de carbonatos 0.2M, pH 9.5.

2. Dilucién del fago. PBS/BSA sg ag/100 pl.
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. Solucion bloqueadora: PBS/BSA 1%.

. Dilucion de anticuerpos: PBS/BSA 0.2%/Tween-20, 0.2%.

. Solucién de lavado para péptidos: PBS/Tween-20, 0.1%.

. Solucion de lavado para fago: PBS/Tween-20, 0.2%.

. Amortiguador de Dietanolamina; 100 mL de dietanolamina, 102 mg de
Cl,Mg*6H,0, 0.4 g de NaNs. Se ajusta pH a 9.8 con HCI. Se ajusta a 1 litro

con agua destilada. Se conserva a temperatura ambiente y en frasco

ambar.
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ANEXO Il
Titulos de fago

A.2.1. Eluatos de las rondas de Biopanning con 2F5

ELuAaTO : TiTuLO
UNIDADES FORMADORAS DE PLACA
{u.f.p.)/mL
Primera ronda 5.9 x 10°
Primera ronda amplificada 8.39 x 10"
Segunda ronda 26x10™
Segunda ronda amplificada 9 x 10"
Tercera ronda 2.5x10™

A.2.2. A partir del eluato de la tercera ronda se seleccionaron las clonas individuales

Titulo de algunas clonas de fago después de la amplificacién individual (solucion
concentrada de fago)

NO.CLONA - Secuencia de fa clona TiTuLo
UNIDADES FORMADORAS DE
PLACA (u.f.p.)imL
2 YLPDKWATPQMI 6x 10"
3 TTLQTLDRWSQL 7 x 107
11 DPWAFRWPSGPM 1.18x 107
22 ASSLDKWALYTS 2.1x10%
47 TPDKWALPHPTL 2.6 x 10"
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