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RESUMEN

Los estudios con la tecnologia phage display se han centrado en aspectos relacionados
con la seleccion de ligandos, ingenieria de proteinas y mapeo de epitopos. En este Giltimo
campo, la seleccion de péptidos miméticos de epitopos (mimétopos) con anticuerpos
depende de factores como: los parametros de la biblioteca (complejidad, tamafo y
conformacién de los péptidos expresados), las condiciones de bioseleccion (tamizado) y la
concentracion de anticuerpo.

Agentes patégenos para los cuales alin existen dificultades para su estudio con
métodos inmunolégicos convencionales son un blanco interesente para evaluar en
conjunto los distintos potenciales de phage display. Tal es el caso del VIH-1, un virus con
gran variabilidad en sus proteinas de envoltura y con mecanismos efectivos de evasién de
la respuesta inmune, caracteristicas que han obstaculizado el desarrollo de vacunas.

En esta tesis se investigaron tres epitopos del VIH-1 con diferentes propiedades
antigénicas, inmunogénicas y estructurales. Como resultado general se identificaron
factores que permitieron mejorar los procesos de bioseleccion reflejandose en la obtencién
de grandes colecciones de mimo6topos. En primer lugar, resulté conveniente el tamizado
de varias bibliotecas con diferente formato de expresién de péptidos (lineal o en asa), con
objeto de identificar detalladamente las preferencias de unién de los anticuerpos. En
segundo lugar, fue necesario definir la concentracién minima de anticuerpo requerida
para una seleccién eficiente de mimotopos al usar preparaciones de anticuerpos
policlonales obtenidos de sueros de sujetos VIH-1 positivo.

A continuacién se describen los resultados obtenidos para los tres epitopos
estudiados: (A) Para el epitopo inmunodominante en la gp41 CSGKLIC tres rondas de
tamizado con anticuerpos de pacientes VIH-1 positivo permitieron convertir una biblioteca
12mer lineal de 109 secuencias diferentes, en una poblacion en la que el 79% de los fagos
representaron una familia de mimétopos del epitopo inmunodominate (CSGKLIC). Los 21
mimoétopos aislados con la secuencia CxxKxxC (en donde “x” representé aminoacidos
variables) reprodujeron la conformacion, antigenicidad e inmunogenicidad del epitopo
nativo. (B) Para el epitopo ELDKWAS en la gp41 reconocido por el anticuerpo monoclonal
neutralizante 2F5, se identifico6 que dos aminoacidos adicionales a DKW estan
involucrados en el epitopo minimo de 2F5, se trata de Ala (DKWA) y Leu (LDKWA). De
manera particular, con la biblioteca 7mer en asa, la seleccién estuvo restringida
unicamente a DKWA o LDKWA, a diferencia de la seleccion con la biblioteca 12mer lineal
en donde se obtuvieron péptidos con motivos mas largos alrededor de DKW. (C) Para el
epitopo principal de neutralizacién localizado en el asa V3 de la gpl120, se encontraron
dos secuencias consenso de interés (1) GP/QGP de la biblioteca 12mer lineal y (2)
PRxL/MGPG de la biblioteca 7mer en asa, en este ultimo la triada GPG fue invariable. Al
usar algunos mimétopos como inmunégenos en conejos y ratones se detecté una
respuesta de amplia especificidad frente a péptidos sintéticos del epitopo V3
representativos de distintos subtipos virales, a diferencia de la estrecha especificidad que
tuvieron los sueros de pacientes frente a los mismos péptidos. Tres mimétopos en
particular: CPRIMGPGC y GPGP/GPGR generaron sueros hiperinmunes en conejos
capaces de inhibir hasta en un 20% la fusion celular mediada por el complejo env
gpl120/gp41 y la molécula CD4.

En términos generales, la aplicacion de la tecnologia phage display permitio la
obtencién y caracterizacion de colecciones de péptidos que pueden contribuir
significativamente a una mejor compresion de la estructura, conformacién y propiedades
antigénicas-inmunogénicas de tres epitopos de importancia para la respuesta humoral
frente al VIH-1. Los mimoétopos representan un nuevo formato de antigenos e
inmunégenos con potencial aplicacion en nuevos métodos de diagnodstico y como
componentes de una futura vacuna.



ABSTRACT

The use of phage display technology focuses on ligand selection, protein engineering and
epitope mapping by means of antibodies. Nevertheless, the capacity of an antibody to
select peptides mimicking epitopes (mimotopes) from phage display libraries depends on
many factors: the parameters of the library (its complexity, the size and conformation of
peptides it displays), the biopanning conditions, and the antibody concentration.

Pathogens raising serious concerns in their investigation by means of ordinary
immunological methods may appear good systems for phage display methodology. HIV-1
is one of the most dangerous viruses whose enormous variability and mechanisms
developed to evade the immune response requires better investigation to discover its
immunological characteristics important for vaccine development.

In this thesis we applied phage display to investigate three epitopes of HIV-1,
presenting different antigenic, immunogenic and structural properties, by focusing the
study on isolation of mimotopes by means of antibodies they induce in infected
individuals. The main results of the study permitted us to understand better the selection
process and to propose several practical recommendations for successful obtain high
quality mimotope collections. First, for each epitope it is recommended to use several
libraries with different length and conformation (linear, constrined) of peptides, in order to
determine the preferences of the antibody for mimotopes of its epitope. Second, when
polyclonal antibody preparations obtained from HIV-1-positive individuals are used in
biopanning experiments, it is important to define the concentration of the antibody of
interest and use preparations with sufficient antibody level for efficient mimotope
selection.

For three HIV-1 epitopes studied here the following principal results were
obtained: (1) For the gp41 non-neutralizing but immunodominant loop-epitope CSGKLIC,
three rounds of selection with serum IgG of one of the patients converted the 12 mer
library of 10° linear sequences into a relatively homogeneous population, in which up to
79% of phage bore CxxKxxC sequences (“X” designates a non-epitope amino acid). Twenty-
one phage clones displaying the most frequently selected peptides were isolated from this
population and shown to display structural (sequence and conformational), antigenic and
immunogenic features of the HIV-1 immunodominant loop-epitope. (2) For the gp41 non-
immunodominant epitope ELDKWAS, the screening of the 12mer linear and the 7mer
constrained libraries with the broadly neutralizing antibody 2F5 have indicated that apart
from the DKW core reported in the literature, two additional residues, the Ala (DKWA) and
Leu (LDKWA) ELDKWAS residues are involved in minimal epitope of 2F5. When 2F5
screened for structures resembling its natural epitope in a 12mer linear library, it
retrieved preferentially peptides with sequences longer than DKW. Furthermore, in
constrained 7mer library, the selection was restricted to DKWA or LDKWA only. (3) For
the principal neutralizing epitope GPGR located on the gpl20 V3 loop, we selected a
contingent of phage clones displaying peptides with GPGR-like motifs. The following two
motifs, each selected by IgG of two patients, were most interesting: (1)GP/QGP from linear
library, and (2)PRxL/MGPG from constrained library were the GPG motif was conserved.
When some of the mimotopes were used as immunogens in mice and rabbits, the anti-
sera they raised showed in ELISA a strong reactivity with synthetic peptides containing
V3 GPGR epitope sequences in the context of different HIV-1 strains, whereas the
antibody of patient serum showed a narrow specificity towards particular V3 sequence.
The rabbit anti-sera raised against mimotopes CPRIMGPGC and GPGP/GPGR were able
to decrease for a 20% the fusion of two Jurkat cell lines expressing on their surfaces
either gp120/gp41 complex or CD4 as receptor.

This, the application of phage display technology allowed generation and
characterization of several peptide collections that significantly contribute to the present
knowledge of the fine structure, conformation and antigenic-immunogenic properties of
three important B-cell epitopes of HIV-1. The collections of mimotopes obtained in this
study represent novel HIV-1-specific antigens and immunogens which may be useful in
diagnosis of the infection and as components of a future vaccine.



Nota aclaratoria:

En este trabajo se ha designado eluato (del inglés eluate) al sobrenadante
con fagos obtenido como consecuencia de eluir aquellos que fueron
seleccionados por los anticuerpos. Sin embargo, con base en el Routledge
Spanish Technical Dictionary, se sugiere que la traduccion adecuada es

eluido.



1. INTRODUCCION

Fue en 1985 cuando George Smith demostr6 que una molécula ajena
podia fusionarse a las proteinas de envoltura de fagos filamentosos y que
de esta manera, dicha molécula podria expresarse, quedando accesible en
la superficie del fago (Smith, 1985). Algunos anos mas tarde el mismo
autor introdujo el concepto de seleccion por afinidad de moléculas blanco
expresadas en los fagos como cuerpos extranos, especificamente péptidos,
hecho que desencadenoé particular interés en este campo, culminado con la
publicacion practicamente simultanea de tres trabajos que describian la
generacion de bibliotecas de epitopos o péptidos con secuencias al azar
(Scott y Smith., 1990; Devlin y cols., 1990; Cwirla y cols., 1990). Desde
entonces, phage display ha evolucionado rapidamente como una
herramienta usada en diversos campos de investigacion biolégica (Sidhu y

cols., 2000; Gazarian, 2005; Mullen y cols., 2006).

Algunos aspectos particulares son los que hicieron novedoso este sistema,
entre ellos la insercion de una secuencia de naturaleza peptidica extrana
en el sitio apropiado del fago, de forma que permitiera su exposicion. Al
insertar secuencias al azar, se permitia obtener un gran numero de fagos
cada uno expresando péptidos con secuencias distintas, todo en un
volumen muy pequeno. De manera particular, esta el vinculo existente
entre el fenotipo (molécula expresada) y el genotipo (secuencia que codifica
para cada péptido, insertada en el DNA del fago). Es precisamente esta
relacion la que permite seleccionar un péptido en particular, replicarlo
mediante la infeccion de E.coli, ya que el fago conserva sus caracteristicas
como virus infectivo y obtener practicamente un numero ilimitado de
copias. La secuencia de cada péptido puede entonces ser deducida a partir
de la secuenciacion del DNA de cada clona de fago. De esta forma, el
procedimiento de seleccion simplifica el trabajo realizado con otras

metodologias (Sidhu y cols., 2000; Gazarian, 2000).
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1.1 Biologia de los fagos filamentosos

Los bacteriofagos o fagos, son virus que infectan bacterias Gram-
negativas a través del pili que usan como receptor. Los fagos filamentosos
(Ff) incluyen a las cepas ml3, fl y fd que infectan E.coli via pili F.
Contienen una cadena sencilla de DNA rodeada por la proteina de
envoltura pVIII de 50 aminoacidos, existen alrededor de 2700 copias de
ésta. Por otro lado, esta la proteina menor o plll de la cual se expresan tres
a cinco copias, esta conformada por aproximadamente 406 aminoacidos.
Muy proxima a la plll esta la pVI, ambas participan en el proceso de
infeccion de la bacteria. En el otro extremo del fago estan la pVII y la pIX,
cada una con cinco copias, participan en el inicio del ensamblaje del fago y
son importantes para mantener su estabilidad, (fig. 1) (Russel 1991; Rodi y
Makowski, 1999). La expresion de los péptidos en las bibliotecas phage
display se realiza principalmente sobre plll y pVIIL.

pVil plil

i

ssDNA
T R R

%ﬂfffwﬂfWififiiifffff&%’fffé’é’fffffJf%ﬂ”ﬂ@%@?
—

pIX pVil pVI

Figura 1. Representacién esquematica de un fago filamentoso m13. Tiene
aproximadamente 6.5 nm de diametro y 1 um de longitud. Su cadena sencilla de DNA
esta contenida en una cubierta cilindrica de proteinas, sefialadas y descritas en el texto.
La plll esta constituida por tres dominios (N1, N2 y CT), cada uno conectado por una
secuencia flexible (Paschke, 2006).



1.2 Bibliotecas phage display para investigacion de epitopos

1.2.1 Bibliotecas de péptidos al azar (RPL por sus siglas en inglés:
Random Peptide Libraries)

El uso de este tipo de bibliotecas ha incrementado de manera
exponencial a partir de la publicacion de los tres trabajos pioneros de 1990
citados anteriormente. Algunos autores consideran que la principal ventaja
de estas bibliotecas es su naturaleza universal (Wang y Yu, 2004). Lo
cierto es que la misma biblioteca RPL puede usarse para el mapeo de
epitopos por diferentes anticuerpos, para el aislamiento de mimoétopos (el
término se discutira mas adelante) de proteinas y carbohidratos, y de
estudios de diversa indole. Se construyen por la insercion de
oligonucleotidos sintéticos al DNA del fago, con cada residuo de
aminoacido codificado por un codén degenerado (ya sea NNK 6 NNS en
donde N=A,C,T 6 G; K=G 6 Ty S=G 6 C) e incluye codones para los 20
aminoacidos naturales, mas un codéon de paro. Las primeras bibliotecas
presentaron péptidos lineales propiedad que confiere flexibilidad vy
configuraciones no estabilizadas. Posteriormente se demostré que la
inclusion de cisteinas en los extremos de los péptidos restringia la
flexibilidad, ademas de permitir la formacion de asas estabilizadas por
puentes disulfuro (O'Neil y cols., 1992). Un dato particular para las
bibliotecas producidas por la compania New England BioLabs USA, es que
el contenido de cisteinas en los péptidos esta disminuido ello para reducir
posibles interacciones con las ocho cisteinas constitutivas de la pIIl. A
pesar de esto, es posible aislar secuencias con cisteinas (Menendez y cols.,
2004), hecho que puede ser interpretado como consecuencia de una
seleccion de alta afinidad por la molécula blanco. Estas bibliotecas RPL

también han sido denominadas primarias.



1.2.2 Bibliotecas de fragmentos de genoma (GFL por sus siglas en
inglés: de Genome Fragment Libraries)

Las bibliotecas GFL representan variaciones al azar de la region en
particular de una proteina. Se construyen a partir de fragmentos de cDNA
generados por digestion con una endonucleasa especifica (van Zonneveld y
cols., 1995). Debido a que los fragmentos generados por este método son
mas largos que los usados en RPL, por lo general la expresion de GFLs se
hace sobre la plll aunque en algunos casos también se ha usado la pVIII
(Cano y cols., 2004). Estas bibliotecas también son conocidas como

secundarias.

1.2.3 Bioseleccion o tamizado
Tipicamente, la seleccion de fagos por afinidad (biopanning, término
adoptado para su designacion en inglés, mientras que en espanol se
acepta bioseleccion o tamizado), se lleva a cabo en tres grandes pasos en
donde se involucra el uso de un ligando para permitir multiples
interacciones (fig. 2):
1. Periodo de incubacion de la biblioteca de fagos con la molécula
blanco.
2. Lavados para eliminar los fagos que no fueron seleccionados.

3. Recuperacion de los fagos para su amplificacion en E.coli.

La definicion de aspectos como el grado de astringencia en los lavados, el
numero de rondas de tamizado, asi como la concentracion de la molécula
blanco son factores que contribuyen a la eficiencia del método.

En un sistema ideal, el enriquecimiento de las clonas seleccionadas
por la molécula blanco deberia estar determinado por la afinidad entre el
ligando y el selector, sin embargo, existe una competencia especifica de
este método que confronta la seleccion por afinidad con la seleccion
biologica. Esta documentado que el crecimiento de los fagos (amplificacion)

es un proceso dependiente de la capacidad infectiva de cada clona, en
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donde el péptido fusionado puede aumentar o disminuir esta propiedad
(Rody y Makowsky, 1999). Por lo tanto, es posible que los fagos
seleccionados con excelente afinidad al ligando posean baja infectividad y
como consecuencia su representacion esté disminuida después de cada

ronda de amplificacion.

Biblioteca de péptidos en fago

Seleccién o : :
Amplificar en E.coli y repetir

tamizado

Aislar clonas individuales

M

Determinar
secuencia

!l del péptido

Figura 2. Diagrama que representa una ronda tipica de bioseleccion o tamizado
(biopanning). La molécula blanco (estructura en forma de Y) representa un anticuerpo
inmovilizado a una matriz sélida (modificado de Wang y Yu, 2004).

Lavado ElUir

Otro aspecto fundamental es la definicion de la molécula blanco para el
tamizado de bibliotecas. Existen numerosas publicaciones reportando el
uso de anticuerpos monoclonales (mAb) y policlonales provenientes de
sujetos con padecimientos diversos como alergias, enfermedades
autoinmunes e infecciosas por parasitos, bacterias y virus (Gazarian,

2005).



1.3 Imitacion de epitopos

El término aplicado a los péptidos obtenidos por seleccion con
anticuerpos es el de mimoétopo debido a que pueden presentar una
secuencia de aminoacidos distinta a la del epitopo original. Se trata de un
concepto introducido por Geysen y cols., (1986) en un estudio llevado a
cabo con péptidos sintéticos. En este trabajo identificaron que a pesar de
que ciertos péptidos poseian una secuencia diferente al epitopo nativo en
un antigeno dado, eran capaces de interaccionar con el paratopo de una
manera similar a la ocurrida con el epitopo nativo. Este concepto ha
madurado con el advenimiento de phage-display en el mapeo de epitopos.
Los mimotopos obtenidos con esta metodologia son capaces de imitar la
especificidad frente al epitopo aun presentando combinaciones de
aminoacidos diversas. Por otro lado, en los mimoétopos es posible también
identificar los sitios de contacto imprescindibles para la interaccion con la
molécula blanco, en particular los denominados residuos criticos de union
en la interaccion epitopo-paratopo. Las propiedades de union han sido
analizadas principalmente con base en la estructura primaria de los
mimoétopos y su relacion con la del epitopo original, en la mayoria de los
casos la confirmacion directa de la relacion mimotopo-epitopo se evalua
ademas con su potencial inmunogénico, es decir, la capacidad del
mimotopo para estimular una respuesta humoral in-vivo especifica para el

epitopo original (Wangy Yu, 2004).

A pesar de que el estandar de oro en la definicion de epitopos ha sido la
cristalografia de rayos X de complejos antigeno-anticuerpo, es una técnica
sofisticada que no puede ser aplicada a muchos antigenos y que ademas
requiere de reactivos de alta pureza. Por otro lado, los métodos de
mutagénesis no permiten identificar la evolucion en los grados de
variacion, aunado a ello, se corre el riesgo de perder por completo la union
del anticuerpo a las variantes mutadas. Algunas de estas deficiencias

pueden ser compensadas con phage diplay, sumado a la generacion de
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protocolos que permitan integrar otros meétodos para el analisis de los
mimotopos (O'Connor y cols., 2006). En todo caso, es deseable comprender
la relacion existente entre la secuencia del mimétopo, su capacidad de
union con el blanco de seleccion (antigenicidad para el caso de
anticuerpos) (Rowley y cols., 2004), la inmunogenicidad y sus

caracteristicas estructurales.

1.4 Phage display en el estudio del VIH-1

Algunos virus como el de inmunodeficiencia humana (VIH) causante
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), han evolucionado
generando mecanismos eficientes de evasion de la respuesta inmune
(Rambaut y cols., 2004). La variabilidad en sus proteinas de envoltura
representa uno de los principales obstaculos para la generacion de agentes
terapéuticos eficientes, nuevos métodos de diagnostico y de una vacuna
(McMichael, 2006) (descripcion detallada del VIH-1 en el anexo I). La
complejidad y el grado de afectacion de la pandemia por este agente
infeccioso, exigen el desarrollo de nuevas biomoléculas que ayuden a la
compresion de su comportamiento, todo encaminado a la prevencion y
control de la infeccion causada por el VIH-1.

Existen diversas investigaciones en este campo aplicando phage
display, la mayoria de ellas se ha centrado en el uso de anticuerpos
monoclonales para el mapeo de epitopos (Keller y cols., 1993; Muster y
cols., 1993; di Marzo y cols., 1994; Zwick y cols., 2001a; Menendez y cols.,
2004). Mencion especial merece la obtencion del mAb bl2 con esta
técnica, aislado originalmente como Fab (Burton y cols., 1991) y
posteriormente convertido a IgGl (IgGlbl12) con eficiente actividad
neutralizante sobre aislados primarios (Burton y cols., 1994).

La exploracion con anticuerpos de sujetos VIH-1 positivo no ha sido
tan vasta como el caso de los mAbs, particularmente con el uso de
bibliotecas RPL (Scala y cols., 1999; Enshell-Seijffers y cols, 2001). Con los

nuevos conocimientos y experiencias previas en el uso de phage display
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(Gazarian y cols., 2000; 2001a; 2001b; 2003) es posible sugerir que el
control de algunos parametros en los tamizados de bibliotecas asi como las
caracteristicas de los anticuerpos para la seleccion, pueden contribuir a
desarrollar tamizados exitosos empleando anticuerpos de sujetos
infectados con VIH-1.

Por lo tanto, uno de los primeros retos es lograr desarrollar
tamizados tan eficientes como ocurre con la mayoria de los mAbs, existe
ademas la necesidad de evaluar de una manera integral el potencial de los
mimotopos aislados. La combinacion de diversos métodos de analisis pero
sobre todo, el diseno de estrategias diferentes para la seleccion de
mimotopos pueden contribuir a una mejor explotacion de phage-display,

enfocado al estudio de epitopos del VIH-1.



2. JUSTIFICACION

La metodologia phage display ha evolucionado de forma significativa desde
su generacion hace mas de quince anos. Se ha demostrado su potencial en
distintas lineas de investigacion, sin embargo, la explotacion en el mapeo
de epitopos y en la generacion de nuevas moléculas con actividad biologica
se han desarrollado por lo general de manera aislada, dificultando con ello
la integracion de todos los aspectos posibles de abordar para el estudio de
un agente patogeno en particular. Los avances en este campo exigen por
tanto la propuesta de nuevas estrategias que permitan integrar
simultaneamente conocimientos sobre aspectos diversos. Patogenos para
los cuales aun existen graves problemas para su estudio resultan un
blanco interesente para abordar los distintos potenciales de phage display.
Tal es el caso del VIH-1, un virus para el cual los principales obstaculos
han sido la gran variabilidad que presenta en las proteinas de envoltura y
los mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Es por lo anterior que
se ha elegido al VIH-1 como objeto de estudio para evaluar la aplicacion de
phage display en la caracterizacion de epitopos de envoltura, centrando los
analisis en tres aspectos en particular: antigenicidad, inmunogenicidad y

estructura.

3. HIPOTESIS

El uso de bibliotecas combinatorias con secuencias de péptidos al azar
permitira caracterizar epitopos de envoltura del VIH-1 mediante la

seleccion por afinidad de péptidos mimeéticos con anticuerpos anti VIH-1.



4. OBJETIVOS

4.1 General

Caracterizar tres epitopos de envoltura del VIH-1 a partir de la seleccion de

sus respectivos mimotopos con anticuerpos anti VIH-1.

4.2 Particulares

e Definir las condiciones oOptimas para seleccionar mimotopos de
epitopos de envoltura del VIH-1 de bibliotecas combinatorias de
péptidos.

e Analizar la estructura de los mimoétopos y la homologia que
presenten con epitopos nativos en el virus.

e Determinar la reactividad especifica y cruzada de los mimoétopos
frente a anticuerpos.

e Evaluar las propiedades antigénicas de los mimoétopos.

e Emplear los mimoétopos como inmunogenos para determinar la
respuesta inmune humoral que generen en animales.

e Evaluar la actividad biologica de los sueros hiperinmunes.

e Proponer mimotopos con potencial de uso como nuevas moléculas

de interés biologico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sueros de pacientes estudiados

Se trabajo con sueros de pacientes que acudieron a la clinica de
SIDA del Hospital General Regional No. 1 Gabriel Mancera del IMSS,
durante los anos 1999-2000. Se seleccionaron pacientes mexicanos VIH
positivo candidatos a iniciar Terapia Antirretroviral (TARV). Lo anterior se
determin6 con base en los niveles de linfocitos T CD4+ (definido en esa
época con niveles menores o iguales a 350 células/mL). Se excluyeron
aquellos pacientes que hubieran recibido TARV previa, que presentaran
incapacidad para llevar a cabo la TARV o ambas. Los sueros se prepararon
en el hospital y se congelaron a -20°C hasta su uso. Los datos clinicos de
cada paciente se presentan en el anexo II. Se definieron tomas de
muestras después del inicio de TARV, aproximadamente a las 4, 12 y 24
semanas, con base el los protocolos establecidos en el hospital.

Como testigos se emplearon sueros de sujetos VIH-1 negativo,
aceptados como donadores en el Banco de Sangre del Instituto Nacional de
Pediatria.

La manipulacion de los sueros se hizo siguiendo los reglamentos
generales establecidos en las “Normas de bioseguridad para laboratorios
de diagnostico e investigacion que trabajan con el VIH”, editadas por la
OMS, asi como los lineamientos establecidos por la Comision de
Bioseguridad del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
Tanto los desechos biolégicos como el material usado se sometieron a
procesos de desinfeccion con hipoclorito de sodio al 0.1% de cloro libre o
bien a esterilizacion por vapor, segun fuera el caso. Los desechos solidos
se depositaron finalmente en wun contenedor apropiado para su

incineracion.
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5.2 Purificacion de IgG

Se purifico IgG de los sueros de pacientes y testigos, mediante
cromatografia de afinidad a la proteina recombinante G en agarosa
(GibcoBRL, Life Technologies, USA). Para ello, se mezclaron 250 uL de
proteina G con 500 uL de suero, la mezcla se incub6o 20 min a temperatura
ambiente, homogenizando cada 2 min. Se centrifugé 30 seg a 3000 rpm
para desechar el sobrenadante. Se lavo 5 veces con el amortiguador de
union (fosfato de sodio 0.01 M/cloruro de sodio 0.15M, pH 7).
Posteriormente, se mezclé con 750 uL del amortiguador de elucion (glicina-
HCI, pH 2.6) para centrifugar bajo las mismas condiciones y obtener el
sobrenadante como fraccion de IgG, previo ajuste a pH 7 con el
amortiguador correspondiente (Trizma-base 1.0 M). La cuantificacion de
IgG se realizo por el método de Bradford (Bio-Rad protein assay). El
rendimiento de IgG determinado por ELISA fue del 80-85%.

5.3 Péptidos sintéticos

Los péptidos sintéticos se obtuvieron a través del NIH AIDS Research
and Reference Reagent Program, USA. A continuacion se presentan las
secuencias con numero de catalogo asignado a cada péptido.

Para el estudio el epitopo inmunodominante en la gp41 se usaron

seis péptidos que cubrieron la region de aminoacidos 585-619: 6354
VLAVERYLKDQQLLG, 6355 ERYLKDQQLLGFWGC, 6356 DQQLLGFWGCSGKL, 6357
LLGFWGCSGKLICTT, 6358 WGCSGKLICTTTVPW, 6359 GKLICTTTVPWNASW (nflmeros

asignados en el catalogo del NIH AIDS research and reference reagent
program wwuw.aidsreagent.org).

Para el estudio del epitopo de la gp41 reconocido por el anticuerpo
monoclonal neutralizante 2F5 se usaron cinco péptidos sintéticos que

abarcaron la region de aminoacidos 652-682: 6372 QQEKNEQELLELDKW, 6373
NEQELLELDKWASLW, 6374 LLELDKWASLWNWEFD, 6375 DKWASLWNWFDITNW, 6376
SLWNWFDITNWLWYI.
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Finalmente, en el estudio del asa V3 ubicada en la gp120 se usaron los

péptidos: 8836 EINCTRPNNNTRKSI, 8837 TRPNNNTRKSIHIGP, 8838
NNTRKSIHIGPGRAF, 8839 KSIHIGPGRAFYTTG, 8840 IGPGRAFYTTGEIIG,

8841 RAFYTTGEIIGDIRQ, 1837 CKSIHIGPGRAFYTTGC-NH2,

1839 CKGIRIGPGRAVYAAFYTTEC-NH2,

1841 CTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIQAC-NH2,

1840 TRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQAH-NH?2.

5.4 Anticuerpos monoclonales y anti-suero V3

2F5: anticuerpo monoclonal humano recombinante anti gp41/VIH-
1, producido en células CHO. Isotipo IgGl, donado por el Dr.
Herman Katinger (Buchacher y cols., 1994; Purtscher y cols., 1994;
Purtscher y cols., 1996).

2G12: anticuerpo monoclonal humano recombinante anti
gpl120/VIH-1, producido en células CHO. Isotipo IgG1l. Donado por
el Dr. Herman Katinger (Buchacher y cols., 1994; Crawford y cols.,
1999; Etemad-Moghadam y cols., 1999; Mascola y cols., 1999;
Trkola y cols., 1996).

447-52D: Anticuerpo monoclonal anti V3/VIH-1, obtenido de
linfocitos B transformados con EBV fusionados con células de
heteromieloma SHM-D33 donado por la Dra. Susan Zolla-Pazner
(Gorny y cols., 1992; 1993; Conley y cols., 1994a; Zolla-Pazner y
cols., 1995; Gorny y cols., 1997; Nyambi y cols., 1998).

WO-07: Suero anti V3/VIH-1un obtenido por inmunizacion en conejo
(female Flemish Giant rabbit) con un péptido sintético
correspondiente a los aminoacidos 310-324 de la gp120, asa V3 del
VIH-1un (KRIHIGPGRAFYTTKC) donado por el Dr. J. Laman (Laman
y cols., 1992; Laman y cols., 1993).
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Los reactivos anteriores fueron obtenidos por donacion de los doctores
citados a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program,
USA.

e Anti-CD4 (BD Pharmigen) 1ug/uL.

5.5 Bibliotecas de péptidos en fago

Las bibliotecas de péptidos se obtuvieron de New England BioLabs
Inc. (Beverly, MA, USA). En cada biblioteca los péptidos con secuencias al
azar (aproximadamente 2.7 x 109 secuencias electroporadas) se fusionaron
a la region N-terminal de la proteina III (pIll) del fago m13, unidos a través
de la secuencia Gly-Gly-Gly-Ser. Las bibliotecas fueron amlplificadas por el
proveedor una vez para tener al menos 55 copias (para la biblioteca en asa
hasta 200) de cada secuencia en 10 uL, cantidad que corresponde al
volumen usado en cada ronda de seleccion. Las bibliotecas usadas fueron
lineales de 12 y 7 aminoacidos (Ph.D.-12 y Ph.D.-7 respectivamente), y en
asa de 7 aminoacidos (Ph.D. C7C).

5.6 Tamizado de bibliotecas (Biopanning)

El proceso de seleccion o tamizado de las bibliotecas (biopanning), se
desarrollo con base en los procedimientos descritos por Smith y Scott,
1993; Dower y Cwirla, 1994; Smith y Petrenko, 1997, con algunos ajustes
propuestos por Gazarian y cols., (2001b). Brevemente, se usaron placas de
poliestireno de 96 pozos (Immulon 4 flat bottom plates, Dynatech Lab Inc.,
USA). Para cada ronda se sensibilizan dos pozos con 15y 7.5 ug de IgG por
pozo, en 100 uL de PBS (0.01M de KH2PO4, 1M NasHPO4, 1.37M de NaCl,
0.027M KCI, pH 7.4) y se incub6 a 4°C durante toda la noche con agitacion
suave. Posteriormente se eliminé la IgG que no se unié y los pozos se
lavaron 6 veces con PBS-T (PBS-0.1% Tween 20), a temperatura ambiente,
para bloquear con 300 uL de PBS-1%BSA durante 1 hora a 4°C, seguido
de 5 lavados consecutivos con PBS-T. Para la seleccion de péptidos, a 10uL

de la biblioteca correspondiente (2x101° unidades formadoras de placa,
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PFU) se adicionaron 190 uL de PBS-T, la mezcla se distribuyo entre los dos
pozos sensibilizados con IgG (100 uL/pozo). La placa se incubo durante 1
hora a temperatura ambiente en agitacion suave. Transcurrido el tiempo
de incubacion, el fago no unido se eliminé y los pozos se lavaron 10 veces
con PBS-T. El fago unido se eluyé mediante cambio de pH adicionando
100 pL del amortiguador correspondiente (0.1N HCl-glicina, pH 2.2).
Cuando se trabajo con dos pozos, el fago eluido (en lo sucesivo se
denominara eluato), de ambos, se recolect6 como un solo eluato para
proceder rapidamente a la neutralizacion de pH mediante la adicion de
Tris 2M (pH 9.1). El eluato de la primera ronda se cuantificé por titulacion
en E. coli ER2738 (BioLabs) en placas de LB-tetraciclina 20ug/mL. El 75%
del eluato se amplifico con la misma cepa de E.coli en 30 mL de 2xYT
durante 4.5 horas, a 37°C en agitacion. Las células se eliminaron por
centrifugacion (11,000 rpm, 10 min, 4°C). El fago se recuper6é del
sobrenadante mediante precipitacion con ' del volumen de PEG-NaCl
(20%/40%), manteniendo toda la noche a 4°C, para transferir a tubos de
centrifuga no coénicos y eliminar el sobrenadante por centrifugacion
(11,000 rpm, 10 min, 4°C). El fago precipitado se resuspendié en PBS y se
realiz6 una segunda precipitacion bajo el mismo procedimiento. El fago
purificado se resuspendio finalmente en 80-100 uL de PBS/0.02% azida de
sodio, se titulo (aproximadamente 1012-1013 ufp/mL) y se us6 para llevar a
cabo la segunda y tercera ronda de seleccion. En estos casos se siguio la
misma metodologia con la tnica variante en la solucion de lavado en la
cual se uso PBS-0.5% Tween 20 (en lugar de 0.1%). El eluato de la tercera
ronda se titulo sin amplificar, en placas de LB/x-gal/IPTG para aislar
clonas individuales que se amplificaron en 3 mL de 2xYT/E.coli ER2738.
En los tamizados llevados a cabo con el mAb 2F5 e IgG del paciente
17 con tres semanas de TARV para cada biblioteca se sensibilizé6 un pozo
con 15ug/100uL de PBS del respectivo anticuerpo en la primera ronda.
Para la segunda y la tercera ronda se us6 menor cantidad de anticuerpo

(7.5 y 3.75 ng, respectivamente). En cada caso se trabajéo con 10 uL de
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biblioteca ajustados a un volumen final de 100uL en PBS-T. Todo el
procedimiento se desarrollo bajo las condiciones descritas.

De cada clona de fago se purifico DNA de cadena sencilla y se
determino la secuencia empleando el uso de dATP a-S35 (Perkin Elmer),
iniciadores de secuencia (-28 glll New England BioLabs) y la secuenasa T7
version 2.0 de la DNA polimerasa (Sequenase quick-denature plasmid
sequencing kit, USB, USA). La secuencia de aminoacidos de los péptidos se

dedujo de la secuencia obtenida de ADN.

5.7 Algoritmos para alineacion

Para la alineacion de los mimétopos se uso el algoritmo Pileup-Tudos
(Davies y cols., 1999).

Para definir la relacion de los péptidos aislados con los epitopos
virales, se emplearon algunos programas desarrollados por Mandava y
cols., (2004) para el analisis de colecciones de péptidos seleccionados de
bibliotecas combinatorias. RELIC (Receptor Lilgand Contacts) que involucra

el uso de bases de datos y un servidor en linea (http://relic.bio.anl.gov/).

5.8 Ensayos de ELISA
5.8.1 Reactividad con clonas de fago

La reactividad de las clonas con IgG se avalu6 mediante ELISA. Se
emplearon placas de 96 pozos (Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp F96, NUNC
Brand Products, Roskilde, Denmark). Los pozos fueron sensibilizados con
fago (100 uL, 1 x 10°-1 x 1019 PFU en PBS-50 ng BSA), la placa se incubo
toda la noche a 4°C. El fago no unido se elimind, los pozos se lavaron tres
veces con PBS-0.3% Tween 20 para bloquear con PBS-1%BSA, 1h a 37°C.
Después de los lavados se incub6 con IgG (o el anticuerpo correspondiente)
en PBS-0.2%BSA-0.2%Tween 20 (Sug/pozo o bien, la cantidad indicada en
cada figura), durante 1 h a 37°C. El anticuerpo unido se detecto usando
anticuerpo anti-IgG humana (o el anticuerpo secundario correspondiente)

acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed Laboratories Inc., USA) diluido
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1:1000. Como sustrato se uso p-nitrofenil fosfato diluido en amortiguador
de dietanolamina (1M, pH 9.8). Después de incubar a 37°C, se determind

la absorbancia a 405 nm en lector automatico.

5.8.2 Reactividad frente a péptidos sintéticos y ensayos de
competencia

Los pozos se sensibilizaron con péptidos sintéticos preparados en
amortiguador de carbonatos (0.2M, pH 9.5), toda la noche a 4°C. Se sigui6
el mismo procedimiento descrito para ELISA con fago, la Ginica variante fue
la solucion de lavado, en este caso se us6 PBS-0.1% Tween-20.

En los ensayos de competencia el anticuerpo primario se pre-incubo
con el competidor (Sug/mL), durante 30 min a 37°C, posteriormente la
mezcla se adicion6 a los pozos sensibilizados con fago y se continué el

ensayo conforme a lo descrito con anterioridad.

5.9 Inmunizacion de conejos y ratones con clonas de fago

Se emplearon conejos hembra Nueva Zelanda con un peso promedio
de 1.8-2.0 kg. Para la inmunizacién se administraron 400 pg de fago por
conejo equivalente a 1x10!3 ufp, cuantificadas por infeccion en E. coli
(Zwick y cols., 2001b), por via subcutanea en uno o dos sitios. Las
sangrias se hicieron de las venas de las orejas.

En el caso de los ratones se trabajo6 con hembras de la cepa
C57BL/6J de 4 a 6 semanas de edad. La inmunizaciéon se realizd con
100ug de fago/raton (2.5x1012 ufp), por via intraperitoneal. Las sangrias se
hicieron de la cola, previa dilatacion de la vena con luz infrarroja.

En diversos estudios se ha documentado que el fago por si solo tiene
propiedades de adyuvante (Willis y cols., 1993; Galfré y cols., 1996) por lo
que es suficiente inmunizar sé6lo con la dosis indicada, usando como
vehiculo PBS. Sin embargo, algunos autores han sugerido que, si bien se
pueden obtener buenos estimulos so6lo con fago, el uso del adyuvantes

puede incrementar los niveles de linfocitos T cooperadores (di Marzo
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Veronese y cols., 1994). Con base en la experiencia obtenida en nuestro
grupo de trabajo (Gazarian y cols., 2000; Gazarian y cols., 2003) en todos
los casos se decidio inmunizar sin adyuvante, excepto en algunos conejos
en donde se administr6 adyuvante completo e incompleto de Freund
(DIFCO BD, Detroit Michigan, USA).

Respecto al esquema de inmunizacion, se siguidé el propuesto por
Zwick y cols., (2001b), con algunas modificaciones tal como se indica a
continuacion:

Dia 1 Inmunizacion
Dia 21 Estimulo

Dia 31 Sangria

Dia 41 Estimulo

Dia 51 Sangria

Dia 61 Estimulo

Dia 71 Sangria a blanco

La sangre recolectada se incub6 durante 30 min a 37°C y se centrifugd a
3000 rpm, 4°C durante 10 min. Una vez obtenido el suero se conservo en
alicuotas a -20°C.

Durante el trabajo con los animales se conté con el apoyo del
personal del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, y
se siguieron los lineamientos del Codigo ético para la investigacion
biomeédica, especificamente su Capitulo II: lineamientos para el cuidado y

uso de animales de laboratorio.

5.10 Ensayos de fusion celular

Los ensayos se realizaron con base en el modelo de fusion celular
desarrollado por Huerta y cols., (2002), que permite el estudio y la
cuantificacion de la fusion celular por citometria de flujo (Huerta y cols.,

2005; Huerta y cols., 2006; Lopez-Balderas y cols., 2007).

-18-



5.11 Lineas celulares

Jurkat HXBc2 (denominadas en lo sucesivo Env+): células
linfociticas Jurkat derivadas de células E6-1 transfectadas para la
expresion inducible de los genes env y rev de la cepa HXBc?2 del VIH-
1. La expresion de los genes se logro mediante la transfeccion de un
primer plasmido acoplado a un operador de tetraciclina y una
secuencia de resistencia a higromicina. Un segundo plasmido
codifica para el activador VP16 de citomegalovirus unido a un
represor dependiente de tetraciclina y a una secuencia que confiere
resistencia a geneticina. Por lo tanto, la ausencia de tetraciclina en
el medio induce la expresion del complejo de envoltura del VIH-1
(gp120/gp41) (Cao y cols., 1996).

Jurkat 522F/Y (denominadas en lo sucesivo 522): Se obtuvo de la
misma manera que HXBc2. Expresa una mutante del complejo
gpl20/gp41 de HXBc2 en donde la fenilalanina 522 del precursor
gpl60 se sustituyo por tirosina, afectando la funcionalidad del
péptido de fusion en el extremo amino terminal de la gp41l (Cao y
cols., 1996).

Jurkat E6-1 (denominadas en lo sucesivo CD4+): No transfectadas.

Expresan constitutivamente la molécula CD4.

Las lineas HXBc2 y 522F/Y fueron donadas por el Dr. Joseph Sodroski

(Harvard Medical School, Boston, Mass.); la linea E6-1 fue donada por el

Dr. Robin Weiss. Las tres lineas fueron obtenidas por la Dra. Leonor

Huerta del Inst. Invest. Biomédicas-UNAM, a través del NIH AIDS Research

and Reference Reagent Program, USA.

5.12 Cultivo celular

Las células Env+, 522 y CD4+ se cultivaron en suspension en

botellas T-75 (Celistar, Greiner bio-one GMBH, Germany) con medio RPMI

1640 (Gibco Invitrogen Corp., USA), suplementado al 10% con suero fetal
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bovino (Gibco Invitrogen Corp., USA) inactivado a 56°C, durante 30 min;
penicilina (50U/mL) y estreptomicina (5S0ug/mL) (Gibco Invitrogen Corp.,
USA). Unicamente las lineas Env+ y 522 fueron cultivadas en presencia de
tetraciclina (lug/mL), geneticina (200ug/mL) e higromicina (200ug/mL).

Los cultivos se mantuvieron a 37°C y 5% de COao.

5.13 Induccion de 1la expresion las proteinas de envoltura
(£p120/gp41)

Para eliminar la tetraciclina, las células Env+ y 522 se centrifugaron
durante 3 min a 1150 rpm y se lavaron dos veces con 40 mL de PBS (1mM
NaHoPO4, 5.6mM NasHPO4, 126mM NaCl, pH 7.2). Se resuspendieron en
RPMI suplementado (1x10® células/mlL) adicionando las cantidades
correspondientes de geneticina e higromicina, sin tetraciclina. Se
mantuvieron a 37°C y 5% de COz durante tres dias para obtener un nivel

maximo de la expresion de las proteinas gp120/gp41.

5.14 Colorantes y tincion de membranas celulares

Se utilizaron dos colorantes fluorescentes lipofilicos tipo
carbocianina: (a) DiO (perclorato de 3,3’-dioctadeciloxacarbocianina,
Molecular Probes) fluorescencia verde-amarilla (Abs/Em 484/501); (b) Dil
(perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina,
Molecular Probes) fluorescencia roja-naranja (Abs/Em 549/565). Para su
uso se prepararon soluciones concentradas disolviendo 3.5 mg de
colorante/mL de DMSO estéril. A partir de éstas se hicieron las diluciones
1:30 para DiO y 1:10 para Dil, también en DMSO. Las soluciones se
conservaron en oscuridad a temperatura ambiente.

Doce horas previas al ensayo de fusion, las células se centrifugaron
3 min a 1150 rpm para ajustarlas en el volumen correspondiente de medio
que permitiera tenerlas a una concentracion de 5-15x106 células/mL de
RPMI. A las células Env+ y 522 se les adicionaron 15uL de DiO 1:30/mL

de medio. Los tubos se colocaron en agitacion inmediatamente, siempre
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protegidos de la luz y a temperatura ambiente durante 15 min.
Posteriormente, se lavaron dos veces con 10 volumenes de RPMI, se
resuspendieron en el mismo medio adicionado de geneticina e higromicina.
De esta manera se incubaron a 37°C y 5% de CO> hasta el ensayo de
fusion. Las células CD4+ se marcaron con SuL de Dil 1:10/mL de medio y
se siguid el procedimiento descrito. Las concentraciones de los colorantes
se ajustaron evaluando las intensidades de florescencia en funcion del
tiempo de conservacion de las soluciones concentradas ya que la
fluorescencia decae. Teniendo esto en cuenta, las concentraciones finales

de los colorantes oscilaron entre 2.5 y 4.0 uM.

5.15 Ensayo de fusion celular

Las células tenidas se centrifugaron y resuspendieron en medio libre
de suero (AIM-V, Gibco Invitrogen Corp., USA), ajustadas a una
concentracion de 0.2x106células/0.09 mL. La fusion se realizo en placas
estériles de 96 pozos de fondo plano (Costar, corning, USA). En cada pozo
se colocaron en co-cultivo 90uL de la suspension de células Env+ y el
mismo volumen de las CD4+ o bien 522 /CD4+, siempre en proporcion 1:1.
Cada pozo se homogenizé perfectamente y la placa se incubdé durante 5
horas a 37°C y 5% de COa. Transcurrida la incubacion, el contenido de los
pozos se transfiri6 a tubos de FACS con 2mL de PBS para lavar
centrifugando a 1100rpm por 3 min. El sobrenadante se decanto y se
resuspendio en un volumen final de 300 uL de FacsFlow (Becton Dickinson,
California, USA).

Para evaluar el efecto de anticuerpos monoclonales o sueros
hiperinmunes de conejos y ratones sobre la fusion celular, éstos se
incubaron con las células blanco (Env+ 6 CD4+ de acuerdo a la molécula
blanco de interés) durante 40 min a 37°C y 5% COas. Posteriormente se
adicionaron las células correspondientes para el co-cultivo y se sigui6é con

el proceso descrito.
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Los ensayos de competencia con péptidos sintéticos se realizaron
preincubando en solucion el péptido con el anticuerpo correspondiente,
durante 40 min a 37°C. El conjugado péptido-anticuerpo se adiciono a las
células blanco para el anticuerpo y se incuboé nuevamente bajo las
condiciones mencionadas. Transcurrido el tiempo se adicionaron las

células correspondientes y se prosiguio con el ensayo de fusion.

5.16 Cuantificacion de la fusion por citometria de flujo

Las células se analizaron en un citometro de flujo de Becton-
Dickinson modelo FACScan usando los programas Cell-Quest y WinMDI
2.8. La adquisicion fue de 10,000 eventos, en el analisis se excluyo la
region de restos celulares. La compensacion para obtener separaciones
optimas de las poblaciones se realizo6 con células marcadas no co-
cultivadas. Paralelamente se analizaron células no marcadas como control
de fluorescencia intrinseca. En cada caso se hicieron los registros de
tamano contra granularidad (FSC-H y SSC-H, respectivamente),
florescencia verde (FL-1) y roja (FL-2). El porcentaje de fusion basal estuvo
determinada con base en el co-cultivo Env+-CD4+ y el control de fusion

estuvo dado por el co-cultivo de 522-CD4+.
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6. RESULTADOS

6.1 OBTENCION DE PEPTIDOS MIMETICOS DEL EPITOPO
INMUNODOMINANTE DE LA gp41 DEL VIH-1

6.1.1 Antecedentes

El proposito de esta serie de experimentos fue definir las condiciones
necesarias para tener una seleccion de alto rendimiento de péptidos
relacionados a wuna region en particular del VIH-1: el epitopo
inmunodominante (ID) 603CSGKLICg09 presentado como un asa
estabilizada por puentes disulfuro, entre las cisteinas 603 y 609 en el
apice de la gp41. La importancia de esta region radica entre otras cosas en
que estimula una fuerte respuesta humoral en aproximadamente el 98%
de los sujetos infectados (Gnann y cols., 1987; Goudsmit y cols., 1990;
Horal y cols., 1991) misma que no neutraliza al virus; por otro lado esta
secuencia es ampliamente usada en reactivos para diagnostico.

En un estudio previo en donde se aislaron péptidos VIH-1 especificos
de bibliotecas phage display pVIII usando como blanco de seleccion sueros
de dos sujetos VIH-1 positivo identificados como progresores lentos a sida
(del inglés long term nonprogressors), con objeto de identificar los epitopos
reconocidos por los anticuerpos de esos pacientes, el grupo reporto la
obtencion Unicamente de un péptido asociado a la region ID, sin embargo,
esta secuencia solamente presentaba una cisteina por lo que el péptido no
podria adoptar la conformacion en asa como ocurre en el epitopo nativo
(Scala y cols., 1999). En un segundo estudio, usando también bibliotecas
pVIII y como blanco de seleccion el suero de un solo paciente aun sin
patologia asociada a sida, el grupo reporto el asilamiento de tres péptidos
relacionados a region ID. Fue interesante el hecho de que en este caso, las
tres secuencias conservaron las dos cisteinas (Enshell-Seijffers y cols.,

2001).
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Dadas las caracteristicas de la region ID, su importancia en la gp41, el
papel que juega como inductora de respuesta humoral, su utilidad en
diagnostico y con la intencion de mejorar la eficiencia de seleccion de los
resultados reportados previamente, en este trabajo se desarrollaron una
serie de experimentos usando distintas bibliotecas plIl con secuencias de
péptidos al azar. Como blanco de seleccion se trabajo con sueros de
sujetos mexicanos VIH(+) candidatos a iniciar terapia antirretroviral. Bajo
la estrategia seguida, fue posible establecer las caracteristicas de la
biblioteca asi como el titulo de anticuerpos en suero necesarios para
obtener una seleccion en alto rendimiento de péptidos miméticos del

epitopo ID de la gp41 del VIH-1.

6.1.2 Determinacion del nivel de anticuerpos anti-CSGKLIC en sueros
de pacientes

Tal y como ocurre en la infeccion con otros patégenos, el VIH-1
induce una amplia respuesta humoral a los diferentes epitopos de las
proteinas virales. Se ha estudiado la especificidad de estos anticuerpos y
en términos generales, la mayor parte de la respuesta humoral esta
dirigida a epitopos de las proteinas de envoltura gp120 y gp41 (Dowbenko
y cols., 1988; Goudsmit J., 1988; Burrer y cols., 2005), principalmente a
las regiones inmunodominantes en ambas: el asa V3 en gpl20 (Dominio
Principal de Neutralizacion, DPN) y el epitopo inmunodomiente (ID) en
gp41. Respecto a este ultimo, a pesar de que hay anticuerpos contra esta
region en una alta proporcion de los sujetos infectados, los titulos varian
de forma significativa entre cada paciente.

Para llevar a cabo la seleccion de péptidos relacionados al epitopo
ID, empleando como blanco IgG proveniente de sujetos VIH-1 positivo
candidatos a recibir terapia antirretroviral (TARV), se evalué si dicha
seleccion era dependiente del titulo de anticuerpos en los pacientes. La
evaluacion del nivel de anticuerpos se llevo a cabo definiendo en primer

término la secuencia representativa de esta region, empleando para ello
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péptidos sintéticos superpuestos para cubrir la region 585-619 de la gp41,
en los que se representaba el asa 3CSGKLICs00 de manera parcial o
completa (fig. 3A). De este analisis se pudo observar que con dos de los
péptidos (6357 y 6358) se obtuvo la mayor reactividad. Es importante
senalar que estas dos secuencias fueron las Unicas en presentar el asa
CSGKLIC completa. Para llevar a cabo los analisis de titulos de
anticuerpos, se eligio el péptido 6357 con la secuencia
LLGFWGCSGKLICTT. En esta evaluacion se probaron nueve preparaciones
de IgG, siete VIH-1 positivo y dos negativas. Dentro de las preparaciones
VIH-1 positivo, cuatro de ellas provenian de diferentes pacientes, ninguno
de ellos habia recibido TARV (fig. 3B: IgG 1-1, 2-1, 3-1 y 4-1). Respecto a la
evaluacion de reactividad bajo el efecto de TARV, se uso IgG de los
pacientes 1 y 3 después de 4 semanas de tratamiento, de éstos dos so6lo el
paciente 1 presento reactividad (fig. 3B: IgG 1-2). El resto de preparaciones
de IgG correspondi6 a los pacientes 1 y 3 con 12 y 15 semanas de
tratamiento respectivamente y al paciente 3 con 24 semanas de
tratamiento. El paciente 1 antes y con cuatro semanas de tratamiento fue
el que presento los niveles mas altos de reactividad, seguido del paciente 3
antes de iniciar el tratamiento. Aunque los pacientes 2 y 4 reconocieron la
secuencia, los niveles de anticuerpos fueron considerablemente mas bajos
respecto a los casos anteriores (fig 3B). Con este primer analisis
comprobamos por un lado que si bien, los pacientes reconocen el ID en la
gp41, este tipo de respuesta no es de la misma intensidad, por otra parte,
fue claro que la administracion de TARV disminuyo la respuesta hacia esta
region, hecho identificado con anterioridad para el asa V3 en la gpl20
(Morris y cols., 2001). De nuestro analisis observamos que el efecto del
tratamiento fue mas lento en el paciente 1, de hecho, ain con cuatro

semanas presento titulos mas altos que el resto de los pacientes (fig. 3B).
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Figura 3. Evaluaciéon del titulo de IgG de sueros de pacientes contra el epitopo ID en
gp41l. A) Arriba: secuencia de los péptidos sintéticos superpuestos, se incluy6 la region
inmunodominate de gp41l (DQQLLGFWGCSGKLIC) y aminoacidos adyacentes hacia los
extremos N- y C- terminal (aminoacidos 585-619). Los aminoacidos que conforman el asa
603-609 se presentan subrayados. Abajo: Reactividad de IgG pre-TARV del paciente 1
frente a los péptidos sintéticos. B) Titulacion de IgG de los pacientes frente al péptido
6357 (LLGFWGCSGKLICTT). Las IgG 1-1, 2-1, 3-1 y 4-1 fueron obtenidas antes de iniciar
TARV, la 1-2 corresponde a 4 semanas de TARV. Los ensayos por ELISA se desarrollaron
bajo las condiciones descritas en materiales y métodos. El ensayo se desarrollé por

1.804 0.451 0.150 0.075 0.050

19G (1g)

duplicado, las barras representan la desviaciéon estandar.

-26-



6.1.3 Seleccion de péptidos con IgG de pacientes

Para llevar a cabo la seleccion se usaron cuatro preparaciones de
IgG pre-TARV provenientes de distintos pacientes y cinco preparaciones
obtenidas en diferentes etapas de la administracion de la TARV. De igual
manera, se empleo IgG de los dos sujetos VIH negativo. En total se
emplearon once preparaciones de IgG para llevar a cabo el tamizado de
tres diferentes bibliotecas de péptidos en fago: lineales de 12 y 7
aminoacidos (12-mer y 7-mer, respectivamente) y en asa de 7 aminoacidos
(C7C), dando un total de diez ensayos de tamizado con anticuerpos de
pacientes VIH-1 positivo y cuatro con anticuerpos de sujetos VIH-1

negativo (tabla 1).

Tabla 1. Bibliotecas y preparaciones de IgG usadas. Se presentan los diez
ensayos independientes de tamizado con IgG de sujetos VIH-1 positivo y
cuatro con IgG de sujetos VIH-1 negativo

IgG Biblioteca Seleccion de mimotopos
(Paciente/TARV) CxxKxxC
1-1° 7+ C7C' No
1-1% 12 Si
2-1% 12 No
3-1° 12 Si
4-1° 12 No
1-2° 12 Si
3-2° 12 No
1-3° 12 No
3-3° 12 No
3-4° 12 No
HIV () 1 12, C7CH No
HIV (-) 2 12, C7CY No

2 Sin TARV; : 4 semanas de TARV; % 12 semanas de TARV: % 15 semanas de TARV; © 24
semanas de TARV; " mezcla de bibliotecas; % tamizados independientes.

6.1.4 Tamizado de bibliotecas con IgG de pacientes

Después del analisis del titulo de anticuerpos, se decidi6 usar en
primer lugar la IgG del paciente 1 pre-TARV, que presento el titulo mas
alto frente a la secuencia CSGKLIC. A pesar de que el tamano y la

estructura de este epitopo hacian suponer que de las bibliotecas 7-mer
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lineal y C7C en asa se podrian obtener péptidos relacionados, al llevar a
cabo el analisis de la secuencias aisladas, no se encontré6 ninguna
similitud hacia la secuencia CSGKLIC. Sin embargo, al realizar el tamizado
de la biblioteca 12-mer lineal con las diferentes preparaciones de IgG (pre y
post-TARV) se obtuvieron resultados positivos. En primer lugar, con I1gG de
los sujetos VIH negativo no se encontraron secuencias relacionadas al
epitopo ni con algun patron de aminoacidos, tampoco con IgG del paciente
1 después de 12 semanas de TARV. Lo mismo sucedio con el paciente 3
después de 4, 15 y 24 semanas de TARV. Respecto a los analisis pre-
TARV, con los pacientes 2 y 4 también fue ineficiente la seleccion. Se debe
recordar que los titulos de anticuerpos con estos dos ultimos fueron muy
bajos (fig. 3B). Por el contrario, con tres de las preparaciones de IgG dos
correspondientes al paciente 1 antes y con 4 semanas de TARV, asi como
con la del paciente 3 antes del inicio de TARV, se seleccionaron péptidos
con el motivo CxxKxxC cuyo patron de aminoacidos presentoé una relacion
con el epitopo en estudio: CSGKLIC (fig. 4 y tabla 2) donde “x” en los

péptidos representa aminoacidos variables.

Tabla 2. Relacion de la seleccion de péptidos CxxKxxC con el titulo de
anticuerpos (IgG) anti CSGKLIC

Péptidos secuenciados de la 3a. ronda de tamizado
Paciente 1gG Semanas Nimerode CxxKxxC total (%)/sin Secuencias 1gG(ug)/

de TARV péptidos en repeticiones (%) sin motivo D.O.
la muestra CxxKxxC 0.5°
1 1-1 0 33 26(79)/13(39) 7 0.075
1-2 4 30 13(43)/7(23) 17 0.075
3 3-1 0 61 16(26)/8(13) 45 0.45

% numero y porcentaje de péptidos con el motivo CxxKxxC en las muestras secuenciadas: total

(incluye repeticiones/secuencias unicas).

®. Cantidad minima de anticuerpos (IgG) epitopo-especificos necesaria para seleccionar péptidos
con la secuencia CxxKxxC, expresado como g de IgG que en ELISA frente al péptido sintético con
la secuencia CSGKLIC da absorbancia de 0.5.
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Figura 4. Representacion esquematica del epitopo inmunodominante (ID) en gp4l y
mimo6topos aislados. A) Region ID en gp41 con la representaciéon del asa formada por las
cisteinas 603 y 609. Algunos autores han sugerido que los aminoacidos que se presentan
subrayados pueden formar parte del epitopo (Xu y cols., 1991; Stiegler y cols., 1995). B)
Mimétopo con el motivo CxxKxxC unido por la secuencia GGGS al extremo N-terminal del
fago m13. En este caso “x” representa las posiciones de los aminoacidos SGLI, que en los
mimoétopos fueron ocupadas por otros aminoacidos. C) Mimotopos seleccionados en tres
rondas independientes de tamizado con blbioteca lineal 12-mer. Entre paréntesis se

indica la numeracién consecutiva; en cada asa se especifica(n) la(s) preparacion(es) de IgG
con la(s) que se seleccion6 cada secuencia (IgG 1-1, 1-2 y 1-3).
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En la figura 4A se representa la secuencia del epitopo en la gp41 del VIH-1
que incluye el asa formada por las cisteinas 603 y 609. En la figura 4B se
sugiere una representacion de las secuencias CxxKxxC fusionadas a la
proteina III del fago m13. Diversos estudios han evidenciado que es comun
la formacion de asas mediadas por puentes disulfuro en péptidos que
contienen dos cisteinas, debido por un lado a la estructura de la plIll del
fago asi como a la secuencia de union entre ésta y el péptido (GGGS),
ambos elementos brindan flexibilidad para tener distintas conformaciones
en los péptidos expresados, entre ellos las asas (O'Neil y cols., 1992;
Menendez y cols., 2004). Es asi como en la figura 4B se representa la
conformacion de los péptidos aislados, en los que la presencia de las
cisteinas y la lisina en la parte central de las secuencias, confieren un alto
potencial para adquirir la misma conformacion que en el epitopo original
(fig. 4A). La figura 4C presenta la coleccion de las 21 estructuras aisladas,
por su similitud, se trata de una amplia coleccion de mimotopos del
epitopo CSGKLIC, aislados en tres experimentos independientes con IgG
de pacientes (tablas 1y 2).

La IgG pre-TARV obtenida del paciente 1 (designada en tablas y
figuras como 1-1) fue la mas eficiente, ya que el 79% de las clonas
secuenciadas presento el motivo CxxKxxC (en lo sucesivo CKC). Después
de cuatro semanas de tratamiento en este paciente (IgG 1-2), sus
anticuerpos fueron capaces de seleccionar nuevamente estructuras con el
mismo patron de aminoacidos aunque en una proporcion mas baja pues
esta vez el rendimiento de mimoétopos fue del 43%. Por otro lado, la
eficiencia del paciente 3 (IgG pre-TARV 3-1) fue mas baja respecto a los
dos casos anteriores (IgG 1-1 y 1-2), pues so6lo el 26% de las secuencias
aisladas presentdé relacion con esta region. De los 21 péptidos
seleccionados debe mencionarse que algunos de ellos se obtuvieron en
mas de una copia en el mismo experimento o bien, de manera
independiente en dos o en los tres experimentos, tal como se indica en el

interior de las asas de la figura 4C. La frecuencia de seleccion de cada uno
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de los mimoétopos se resume en la tabla 3. Respecto a este punto, es

importante mencionar que la seleccion repetida de algunas secuencias

puede ser reflejo de dos hechos: por un lado la alta afinidad de los

anticuerpos para seleccionar determinada secuencia, ya que por ejemplo

las clonas 3 y 13 fueron seleccionadas por las tres preparaciones de IgG

(1-1,1-2,3-1) de estas clonas, la numero 3 fue la que se aislo en mas alta

proporcion (12 copias) (tabla 3). Sin embargo, existe por otro lado la

posibilidad de que estos péptidos presenten alguna ventaja para la

infeccion de E.coli durante la fase de amplificacion, hecho que tendria

como consecuencia la sobre-representacion de algunas clonas en los

eluatos.

Tabla 3. Frecuencia de seleccién de cada mimétopo con IgG de pacientes

Mimétopo® Secuencia IlgG/Frecuencia’ Total de copias
1 HACTGKLRCTTT 1-2/4; 3-1/1 5
2 THQCLGKLQCGV 1-2/2 2
3 LPQQACLGKLLC 1-1/3; 1-2/3; 3-1/6 12
4 WCAGKHTCVTHS | 1-1/1; 1-2/1 2
5 DVCMGKLVCTML 3-1/2 2
6 FGCLGKLVCDPY 1-1/1 1
7 MCQGKNICTTI 1-1/1 1
8 LPCHSKYPCIAS 1-1/1 1
9 IGMCKMKAPCAT 1-1/1 1
10 YQCERKAPCSTY 1-1/1 1
11 LLACTMKLPCSV 1-1/2; 3-1/2 4
12 ALQCQYKVPCLV 1-1/1 1
13 HLSICDSKLICH 1-1/1; 1-2/1; 3-1/1 3
14 ISMCKEKEVCQT 1-1/2 2
15 STCSAKGMCTTW 1-1/1 1
16 YGCHSKITCTTF 3-1/1 1
17 ACTFKNVCTTKP 1-2/1 1
18 TICSMKSACTTW 3-1/2 2
19 SMCSLKTACTTA 1-2/1 1
20 SPNCEGKIICGS 3-1/1 1
21 TPCTYKMTCTTK 1-1/4 4

& De acuerdo al nimero asignado en la figura 4C
®: Frecuencia; representa el nimero de veces que se aislé de la tercera ronda de tamizado esa

secuencia
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6.1.5 Relacion estructural de los mimotopos seleccionados frente al
epitopo ID en la gp41

El analisis de las secuencias obtenidas se realizo mediante el
algoritmo Pileup-Tudos, desarrollado para alinear péptidos cortos de
bibliotecas phage display, seleccionados por anticuerpos policlonales. El
algoritmo agrupa con base en secuencia (algoritmo Pileup) y en
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos sustituidos (matriz Tudos)
(Davies y cols., 1999; Gazarian y cols., 2001a). Para llevar a cabo la
alineacion, ademas de los 21 mimoétopos, se incluyeron las secuencias
consenso del epitopo ID correspondientes a los diferentes subtipos del
VIH-1: secuencia CSGKLIC presente en los subtipos A, B, C y F; secuencia
CSGKHIC subtipos D y G, y secuencia CSGKIIC del subtipo E

(www.hiv.lanl.gov, en HIV sequence database). Fueron incluidas también

tres secuencias obtenidas en los dos reportes previos, se trata de las
secuencias GTKLVC (Scala y cols., 1999) debido a que originalmente no
presentd una de las cisteinas, ésta fue adicionada para el analisis de
homologia, y otras dos secuencias: CAGKLTC y CLGKMGC reportadas por
Enshell-Seijffers y cols. (2001). Como control interno para la alineacion, la
secuencia original del epitopo fue incluida por duplicado, al igual que
nuestro mimoétopo CAGKHTC (fig. 5).

Como resultado de la alineacion se obtuvo en primer lugar que todos
los subtipos fueron alineados juntos (en el centro del dendograma,
marcados en la figura 5 como “ep”). Alrededor de éstos se ubicaron las
secuencias con mayor homologia, conforme se alejaron del centro la
homologia disminuy6. Es interesante observar que todas las secuencias
que contienen prolina (mimotopos 8-11) fueron alineados en los extremos
del dendograma. Por otro lado, algunos de los mimoétopos con mas alta
frecuencia de seleccion (1,3 y 13, tabla 3) resultaron cercanos al epitopo en
la alineacion, lo que sugiere una estrecha relacion de estas variantes con

el epitopo nativo.
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Figura 5. Alineacion por homologia entre los mimétopos y el epitopo ID en la gp41 de los
diferentes subtipos virales. La alineacién se realizdé con el algoritmo Pileup-tudos por la
Dra. M. Rowley (Monash University, Australia). Se incluyeron las secuencias CSGKLIC
(subtipos A,B,C y F), CSGKHIC (subtipos D y G), y CSGKIIC (subtipo E). Con (*) se indican
los mimotopos obtenidos en otros trabajos: GTKLVC seleccionado por Scala y cols.,
(1999), para efecto de este analisis se le adicion6 la cisteina; CAGKLTC y CLGKMGC
aislados por Enshell-Seijffers y cols., (2001). Entre paréntesis se especifican los nimeros
asignados a los 21 mimotopos tal y como se hizo en la figura 2C. El epitopo CSGKLIC y el
mimétopo CAGKHTC se incluyeron por duplicado como control interno de alineacion.
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6.1.6 Relacion antigénica e inmunogénica de los mimotopos respecto
al epitopo ID en la gp41

La antigenicidad de los mimoétopos se determino evaluando la
capacidad de union frente a una de las preparaciones de IgG con la que se
hizo la seleccion (IgG 1-1). Como se observa en la figura 6A, los niveles de
reconocimiento fueron altos, inclusive tres o6 cuatro veces mayores
respecto a los controles que para este ensayo fueron las mismas clonas
frente a IgG VIH negativo. Es importante mencionar que con las IgG 1-2 y
3-1 se obtuvieron niveles de reactividad similares a la IgG 1-1 (resultado
no presentado). Para confirmar que la interaccion IgG-mimotopo estaba
mediada por el motivo CxxKxxC, se llevo a cabo un ensayo de competencia
representado por uno de los mejores mimotopos (no. 6) con el péptido
sintético 6357 representativo del epitopo (fig. 6A, extremo superior
derecho). En presencia del péptido sintético la reactividad frente al
mimotopo disminuyo, con lo que se verifica que el reconocimiento hacia los
mimotopos es especifico para el motivo CxxKxxC.

Para evaluar las propiedades antigénicas de los mimoétopos por
diferentes pacientes, nuevamente se eligio el de mejor reconocimiento,
numero 6 FGCLGKLVCDPPY, para enfrentarlo a 22 preparaciones de IgG
provenientes de pacientes seropositivos sin antecedentes de TARV (fig. 6B).
En términos generales, el mimotopo presentd buenos niveles de
reconocimiento por al menos 18 de las preparaciones de IgG, esto
concuerda con los niveles de deteccion reportados para péptidos sintéticos

(Pan Chan Du y cols., 2002).

Una de las propiedades que se ha explotado de los péptidos obtenidos de
bibliotecas phage display, ha sido su capacidad para reproducir las
propiedades inmunoégenicas del epitopo al que estan relacionados (Pincus

y cols., 1998; Grothaus y cols., 2000; Gazarian y cols., 2001b;
Beenhouwer y cols., 2002; Hernandez y cols., 2002; Gazarian y cols.,

2003; Hou y Gu, 2003; Melzer y cols., 2003; Prinz y cols., 2004).
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Figura 6. Evaluacion de antigenicidad. A) Reactividad por ELISA de IgG 1-1 frente a los 21
mimétopos (barras negras). Como control, los mimétopos se enfrentaron a IgG VIH (-)
(barras blancas). El numero de clona corresponde al asignado en la figura 2C. En el
extremo superior derecho se presenta el ensayo de competencia entre el péptido sintético
6357 LLGFWGCSGKLICTT y el mimétopo 6 (FGCLGKLVCDPPY). B) Mimétopo no. 6 usado
como antigeno para inmunodeteccién frente a un panel de 22 IgG pre-TARV (barras
blancas), como control IgG VIH(-) (barra negra). El ensayo se realiz6 por duplicado, las
barras representan desviaciéon estandar.
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Lo anterior se ha evaluado incluso para tratar de generar anticuerpos
neutralizantes contra VIH (Scala y cols., 1999). Tanto las caracteristicas
brindadas por la forma de expresion en el fago ml13, asi como sus
relaciones estructurales han permitido el uso de los mimoétopos como
inmunogenos en animales de laboratorio, teniendo como resultado la
generacion de buenos titulos de anticuerpos (Dorgham y cols., 2005). Con
este argumento y para comprobar las propiedades inmunogénicas de la
coleccion de mimoétopos se inmunizaron ratones para posteriormente
enfrentar los sueros hiperinmunes al péptido 6357 representativo del
epitopo. Se inmunizaron cuatro grupos de tres ratones cada uno, a dos de
los grupos se les administraron clonas individuales (numeros 3 y 6), bajo
las especificaciones senaladas en materiales y métodos. Por otro lado,
debido a la alta representacion de estas secuencias en los eluatos de la
tercera ronda, se decidio incluir los eluatos amplificados de los pacientes 1
(eluato 1-1) y 3 (eluato 3-1), (fig. 7).
Péptido sintético 6357 LLGFWGCSGKLICTT

3.500 A
3.000 Dilucion de suero
m1:25

01:100
01:500

2.000 -
1.500 4
1.000 4
0.000 T T

mimétopo 3 mimétopo 6 eluato 1-1 eluato 3-1 mezcla de sueros
preinmunes

2.500 -

D.O. 405 nm

Figura 7. Evaluacién de la inmunogenicidad de los mimétopos. Los sueros inmunes de
ratones se enfrentaron al péptido 6357 representativo del epitopo. Los resultados
representan el resultado de la mezcla de los sueros de los tres ratones de cada grupo en
las diluciones indicadas. Los mimétopos usados para inmunizar fueron 3 y 6 y los eluatos
de tercera ronda de tamizado de los pacientes 1y 3 (IgG 1-1 y 3-3 respectivamente). Como
control se us6 una mezcla de sueros preinmunes.
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Los dos mimotopos que se usaron de manera individual indujeron una
cantidad de anticuerpos similar ya que practicamente se obtuvo el mismo
nivel de reactividad (fig. 7). Por el contrario, los eluatos amplificados
indujeron niveles de anticuerpos mas altos respecto a los dos casos
anteriores. Mas aun, la respuesta generada con el eluato del paciente 1 fue
mayor respecto al paciente 3, hecho que concuerda con el porcentaje de
clonas con el motivo CxxKxxC, ya que con el paciente 1 fue del 79%
mientras que con el paciente 3 fue del 26% (tabla 2). Aun cuando los
mimotopos individuales generaron una respuesta de menor intensidad
respecto a los eluatos, debe mencionarse que las dos clonas elegidas
presentaron alta reactividad al interaccionar con IgG del paciente 1 (fig.
6A), de igual manera, estas dos secuencias resultaron estrechamente
relacionadas en la alineacion (fig. 5). Con estos resultados es posible
entonces sugerir que los mimotopos aislados son capaces de inducir en el
modelo murino de inmunizacioén, anticuerpos con especificidad similar a la
que el epitopo ID de gp41l induce en los pacientes, es por ello que los
sueros de los ratones reconocieron la secuencia so7LLGFWGCSGKLICTT611
tal como ocurrio con los pacientes (fig. 3), de esta manera, con los
mimotpos se obtuvo una respuesta comparable a la que genera el epitopo
nativo en los sujetos infectados. Cabe senalar que durante la inmunizaciéon
con los mimoétopos, se generaron titulos altos de anticuerpos dirigidos
hacia el fago m13 (del orden de 1:100,000, determinado por ELISA frente
al fago completo, resultado no presentado). Es importante tener en mente
este comportamiento pues al usar la estructura fago mas péptido, la mayor
parte de la respuesta esta dirigida hacia las proteinas del fago y en menor
proporcion se generan anticuerpos hacia el péptido. De hecho, esta
propiedad le confiere caracteristicas de adyuvante, por lo que en los

esquemas de inmunizacion no se incluye el uso de éste.

Considerando de forma global los resultados, en primer lugar es

interesante haber aislado secuencias del tipo CxxKxxC de una biblioteca
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de péptidos lineales porque ya se ha comentado el hecho de que en estas
bibliotecas el contenido de cisteinas es menor respecto a otros
aminoacidos, por lo que su seleccion es consecuencia de una interaccion
con el anticuerpo que exige la conformacion en asa. En segundo lugar, la
eficiencia de seleccion en todos los casos fue proporcional al titulo de
anticuerpos en los pacientes, es decir, la mayor proporcion de mimotopos
(79%) se obtuvo con el paciente 1 (IgG 1-1) cuyo nivel de anticuerpos fue el
mas alto, seguido de IgG 1-2 (43%) y finalmente IgG 3-1 (26%) (fig. 3B,
tabla 2). Con estos datos se puede sugerir que la falla en la seleccion con
el resto de pacientes se debié a un bajo titulo de anticuerpos.

Con base en los estudios publicados para este epitopo en la gp41l
(Gallaher y cols., 1989; Oldstone y cols., 1991; Stigler y cols., 1995; Pan
Chan Du y cols., 2002), los mimétopos descritos reproducen de manera
eficiente la secuencia y estructura del epitopo nativo, en los que resultan
criticos tres aminoacidos para la union con los anticuerpos: las dos
cisteinas que permiten la conformacion en asa y la lisina en la parte
central. Desde luego, una comparacion estructural entre la conformacion
de estas secuencias y el epitopo sera de gran valor para reforzar estas

observaciones.
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6.2 ESTUDIO DEL EPIiTOPO RECONOCIDO POR 2F5, ANTICUERPO
MONOCLONAL NEUTRALIZANTE DEL VIH-1

6.2.1 Antecedentes

El mAb 2F5, se obtuvo de un paciente VIH-1 positivo, asintomatico,
del cual no se reportaron mas datos clinicos. 2F5 es uno de los pocos
anticuerpos que presenta una potente y amplia actividad neutralizante
frente a cepas de laboratorio y virus asilados de pacientes (Muster y cols.,
1993; Conley y cols., 1994b; Muster y cols., 1994; Purtscher y cols., 1994,
Trkola y cols., 1995; Purtscher y cols., 1996). La investigacion con
anticuerpos neutralizantes para el control del VIH-1 ha recobrado fuerza
en los ultimos anos, entre otras cosas debido a que se ha demostrado que
pueden conferir proteccion con esquemas de inmunizacion pasiva y con
uso de cocteles (Trkola y cols. 1995., Conley y cols., 1996; Mascola y cols.,
1999, Hofman-Lehmann y cols., 2001; Zwick y cols., 2001c; Stiegler y
cols., 2002, Nakowitsch y cols., 2005), pero sus niveles son muy bajos en
sujetos infectados (Calarota y cols., 1996; Haynes y cols., 2006; Stiegler y
Katinger 2003).

El mAb 2FS reconoce el epitopo ss2ELDKWAes7, una secuencia
presente en la gp41, denominada también region externa cercana a la
membrana (MPER por sus siglas en inglés de membrane-proximal external
region) (Muster y cols., 1993; Purtscher y cols., 1994, Purtscher y cols.,
1996). Sin embargo, en estudios desarrollados con diversas técnicas entre
las que se incluyen mapeo con péptidos sintéticos (Biron y cols., 2002;
Joyce y cols., 2002; Tian y cols., 2002; Barbato y cols., 2003), phage
display (Zwick y cols., 2001d; Menendez y cols., 2004) y proteccion frente
a la degradacion por proteasa (Parker y cols., 2001), se ha sugerido que el
epitopo podria estar conformado por una secuencia mas larga
comprendida entre los aminoacidos 656-671 NEQELLELDKWASLWN.
Como resultado de los analisis del epitopo y mediante la definicion del

cristal del complejo anticuerpo (Fab)-péptido (6s7EQELLELDKWASLWé70),
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se han definido otros aspectos importantes. En primer lugar, el epitopo
presenta dos giros 3 tipo I entre los residuos Dess y Aes7 ¥ entre Weee ¥ Leso.
En segundo lugar, la secuencia se encuentra estabilizada por tres puentes
de hidrogeno entre Dess-Wess, Desa-Acs7 ¥ Wees-Loeo (Ofek y cols., 2004).
También ha quedado establecido y practicamente aceptado por diversos
grupos de investigacion, que la secuencia minima requerida para la
interaccion epitopo-paratopo es DKW en donde la Keess puede ser
sustituida por R; mas aun, se ha propuesto que el paratopo de 2F5 esta
formado por dos regiones funcionalmente distintas, una especifica para
DKW y otra multiespecifica es decir, reconoce multiples secuencias
alrededor de la triada DKW (Menendez y cols., 2004). Adicionalmente, se
ha reportado que el efecto neutralizante de 2F5 reside en estos tres
aminoacidos (Zwick y cols., 2005).

La principal controversia ante la definicion del epitopo reconocido
por 2F5, radica en el hecho de que ninguna de las secuencias propuestas
ha resultado un buen inmunoégeno, es decir, bajo ninguna estrategia la
secuencia ELDKWA con las diversas variantes identificadas ha funcionado
para generar anticuerpos que reproduzcan la actividad neutralizante de
2F5 (Muster y cols., 1994; Buchacher y cols., 1994; Eckhart y cols., 1996;
Lu y cols., 2000; Dong y cols., 2001). Aun cuando es indiscutible la
propiedad de 2F5 como anticuerpo neutralizante, hay aspectos del epitopo
que lo hacen atractivo para continuar con su estudio, por ejemplo: se trata
de un epitopo continuo, es altamente conservado y su cercania a la
membrana le imparte caracteristicas particulares. Es por ello que en este
trabajo se empled el mAb 2F5 para el analisis con bibliotecas phage

display (de tipo plIll) que no fueron usadas anteriormente.

6.2.2 Reactividad del anticuerpo 2F5 frente a péptidos sintéticos
Con objeto de definir los requerimientos para obtener un
reconocimiento optimo de 2F5 frente a péptidos sintéticos lineales

alrededor de la secuencia ELDKWA, se evalu6 la reactividad de 2FS frente
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a péptidos de 15 aminoacidos con secuencias superpuestas para cubrir la
region 652-682 de la gp41 (fig. 8). El péptido mas reactivo fue el 6373 con
la secuencia NEQELLELDKWASLW que incluye ELDKWA en la region
central y cuya secuencia completa representa el epitopo definido por
Parker y cols., (2001). Una reactividad menor pero significativa se obtuvo
con el péptido 6374 que también contiene ELDKWA pero integra mas
aminoacidos hacia la region C-terminal. En este mismo ensayo es
interesante observar que aunque los péptidos 6372 y 6375 presentan de
manera parcial ELDKWA, es decir ELDKW para el primero y DKWA en el
segundo caso, practicamente no hubo reconocimiento. ElI mismo
comportamiento se obtuvo frente a la secuencia 6376 que representa una
region rica en triptofano reconocida por otro anticuerpo neutralizante:
4E10 (Stiegler y cols., 2001). Es probable que los aminoacidos que rodean
al motivo ELDKWA influyan en la interaccion con 2F5 y que por ello se

presenten las diferencias de reactividad.

Péptido 652 682
6372 QQEKNEQELLELDKW
6373 NEQELLELDKWASLW
6374 LLELDKWASLWNWFD
6375 DKWASLWNWFDITNW
6376 SLWNWFDITNWLWYI
3.000 -+ 0 0.05
2.500 + 0.1
E 1
10 2.000 + | W10
53
5 1.500 -
)
1.000 -~
0.500 - F
0.000 sl | =P Pl FNE
6372 6373 6374 6375 6376

Figura 8. Determinacion de las fronteras de la secuencia reconocida por el mAb 2F5. La
figura muestra la reactividad del mAb 2F5 frente a péptidos sintéticos con secuencias
superpuestas que rodean a la region ELDKWA. Arriba: Secuencias de los péptidos
sintéticos que abarcan la regién externa y préoxima a la membrana viral (aminoacidos
652-682) en la gp41. Abajo: reactividad por ensayo de ELISA. Los péptidos se usaron a
una concentracion de 20ug/mL por pozo frente a las concentraciones indicadas de 2F5.
El ensayo se realizo bajo las condiciones descritas en materiales y métodos.

41-



6.2.3 Tamizado de bibliotecas con 2F5

Se eligieron tres bibliotecas de péptidos expresados en la plll del fago
m1l13: lineales de 12 y 7 aminoacidos y en asa de 7 aminoacidos. La
complejidad de las bibliotecas usadas fue del orden de 10° diferentes
secuencias. Es importante senalar que estudios con bibliotecas de estas
caracteristicas (complejidad, formato de péptidos y proteina del fago sobre
la que estan expresados) para el estudio de 2F5 no se han reportado con
anterioridad (Zwick y cols., 2001d; Menendez y cols., 2004).

Con la biblioteca lineal de 12 residuos se obtuvo una eficiente
seleccion de variantes de ELDKWA, de hecho, la eficiencia con 2F5 es una
de las mas altas comparada por ejemplo, con otras bibliotecas y con
anticuerpos policlonales en este mismo trabajo. En la primera ronda de
tamizado, el 20% de las secuencias presento alguna variante del motivo,
para la segunda ronda el 92% de las secuencias tuvo esta caracteristica
mientras que en la tercera ronda el enriquecimiento fue del 100%. Las
secuencias aisladas se presentan en la figura 9A, los motivos permiten
clasificar las secuencias en grupos, con base en las diferentes partes o
variaciones de la secuencia ELDKWAS. De esta manera, los motivos
obtenidos fueron: LDKWAS, LDKWA, LDKW, DKWAS, DKWA, DKW,
LDRWA, LDRW, DRWAS, DRWA, DRW y DPWA. En ningin caso se obtuvo
E (glu), mientras que D (asp) y W (trp) estuvieron presentes en el 100% de
las secuencias, ademas, algunas de las secuencias incluyeron S (ser).
Respecto a los aminoacidos que flanquean los motivos no se identifico
alguna homologia en términos de secuencia. Tal y como se habia reportado
en otros trabajos, la minima secuencia reconocida por 2F5 fue DK(R)W, sin
embargo, lo anterior no esta relacionado con la preferencia de seleccion del
anticuerpo, es decir, como se especificara mas adelante, la eficiencia de
seleccion estuvo asociada a los motivos mas grandes.

Cuando se us6 la mezcla de dos bibliotecas lineales de 7 y 12
aminoacidos, fue interesante observar que las secuencias que presentaron

el motivo correspondieron unicamente a las de 12 aminoacidos (tabla 4).
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Este hecho es interesante ya que el motivo ELDKWAS o bien, alguna de las
variantes obtenidas con la biblioteca 12, tedéricamente podrian ser aisladas
a partir de la biblioteca de 7 aminoacidos ya que cubre los requerimientos
de longitud de la secuencia, pero aparentemente esta presentacion de
péptido lineal corto no cubri6 los requerimientos de union del anticuerpo.
Las condiciones bajo las que se realizo el ensayo establecieron una
competencia entre los dos formatos de péptidos, de esta manera, quedo
evidenciado que en péptidos lineales 2F5 reconoce variantes de ELDKWAS
cuando hay mas de siete aminoacidos, probablemente porque una
secuencia mas larga permita tener mayor estabilidad para la unién con el

anticuerpo.

Tabla 4. Secuencias aisladas en la segunda ronda de tamizado con 2F5
usando la mezcla de dos bibliotecas de péptidos lineales (12+7 aminoacidos)

A. Mimétopos aislados de 12 aminoacidos

ASMAVY DRWASLH
KPLYDRWAVLPYV
RSHFGSYDKWAG
Y MDK WANI VALDOQ
STHLDKWSAPL K
ALTGATETDNMWVNF
NHQDRWSRLGDFP
TLQYDKWTHPVQ

B. Secuencias irrelevantes* de 7 aminoéacidos
GPDLTTAQ

K LGYFNF

L QY AHNP

HTAI TP A

C. Secuencias irrelevantes* de 12 aminoacidos
A AQTHHY TPL HR
HDSPEGWVRLHP
DI FTATIKS SRVSP

S KADSGPPSRYA
WHRVTWANDNWP LY

*Irrelevantes con base en la alineacién frente a la secuencia ELDKWA, y a la busqueda de motivos continuos y
discontinuos usando el programa RELIC, desarrollado para el analisis de péptidos obtenidos por phage display
(Mandava y cols., 2004).
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Tomando en cuenta lo anterior, es interesante observar que en el tamizado
unicamente de la biblioteca 12mer (fig. 9A) los motivos siempre se
encontraron en la parte central de la secuencia excepto el caso DPWA. Es
posible entonces, que los péptidos cortos no facilitaran este formato de
presentacion que puede ser un factor que facilite la interaccion con el

anticuerpo.

La variacion tanto de motivos como de aminoacidos no estuvo presente en
la seleccion de los péptidos en asa (fig. 9B). En este caso, después de tres
rondas de tamizado solo el 74% de las secuencias presenté el motivo. El
enriquecimiento fue menor conforme se avanzo en los tamizados, en la
primera ronda solo el 8% de las secuencias presento el motivo mientras
que en la segunda ronda fue el 11%, valores mas lejanos respecto a la
segunda y tercera ronda con la biblioteca 12mer. En cuanto a los motivos
encontrados éstos fueron solamente dos LDKWA y DKWA cada uno con
una posicion especifica en el asa, es decir, LDKWA so6lo se presento en el
extremo C-terminal y DKWA en N-terminal. Dos hechos son importantes en
esta seleccion: (1) El anticuerpo en este caso no toler6é ninguna variacion de
aminoacidos y (2) Siempre se seleccionaron motivos que incluyeron A(ala).
Las caracteristicas de esta seleccion no permitieron por ejemplo, aislar
secuencias con solo tres aminoacidos (DKW); en términos generales, toda
la gama de variaciones obtenida con la biblioteca 12 fue completamente
eliminada con la biblioteca en asa. Otro hecho particular en esta seleccion
fue que en los dos formatos de secuencia LDKWA y DKWA nunca hubo
sustitucion de R(arg) por K(lys). Un comportamiento adicional es la
posicion que el motivo ocupo en el asa, esto fue también restringido y
acotado a los extremos, la diferencia estuvo marcada por un aminoacido,
es decir, cuando el motivo se encontré6 en C-terminal estuvo incluida la
L(leu) mientras que en N-terminal este aminoacido no se presentd. Una

representacion de esto se muestra en la figura 9C.
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A 12mer lineal B 7mer en asa
EHY LDKWAS HDM KT LDKWA®*
MA LDKWA?
LPQLNT LDKWA T2 WH LDKWA?
ASS LDKWA LYTS? WT LDKWA
AAMTNHV LDKWA LV  LDKWA
YK LDKWA PSLSK LR LDKWA
YPT LDKWA MWMH VS LDKWA
LG NDKWA
KHLA LDKW SILA
LPH LDKW SSITP DKWA PPT®
ITPA LDKW STRF DKWA GLL?
QVP LDKW SVAWP DKWA PTS®
MD LDKW NMKSLT DKWA LAY?
S LDKW VLAPLAY DKWA PRS
NGLDIS LDKW GV DKWA VRW
HPLTL LDKW TLL DKWA PPS
DKWA EQY
QSHY DKWAS WGF DKWA SQP
ALSE DKWAS TAS DKWA FMT
YGFPY DKWAS RP DKWA PPG
DKWA PSA
NM  DKWA AVFQSK? DKWA PSW
YLP DKWA TPQMI DKWA QTY
ATNY DKWA LPYT DKWA TRF
EHAY DKWA QRXX DKWA GRA
TP  DKWA LPHPTL DKWA GPR
QFIP  DKWA RSPN DKWA PRQ
AIQLVY  DKWA MP DKWA IPW
HLPYTS DKWA LM
YM  DKWA NIVALR Total % (N=42):
SHPGP DKW OTLP? E=0, L=29, D=100, K=100, W=100,A=100,S=2
TP DKW YGLAPYR?
TP DKW SYLSNLQ
TNLF DKW SYLAS 2F5
YPNI DKW VALYH C
ANDP DKW NLTPL Y "\
SPIH DKW SDLSR N Aq
TPFL DKW VALKP P o
YLPT DKW SHLRT X W K X
SWPF DKW SQSLS X A D X
N N7
SLHETHM LDRWA , °< e
TTLQT LDRW SQL 2 G enlace G enlace
LESS LDRW TTLA G G
QTM DRWAS LRWS S o S o
LVP DRWA FLQMS?
MPDP  DRWA LWPL fago fago
ALVS DRW SWMHQ
ETLAK DRW VTLG
DPWA FRWPSGPM

X: no determinado

Total % (N=53):

E=0, L=40, D=100, K=77/R=21, W=100, A=51, S=9

Numeros (en superindice) después de las secuencias indican la frecuencia

Figura 9. Secuencias de péptidos seleccionados por 2F5 de dos bibliotecas de péptidos al
azar. A) Secuencias seleccionadas de la biblioteca de péptidos lineales de 12 aminoacidos,
el 100% de los péptidos en la coleccion presenté alguna variante de la secuencia ELDKWA.
B) Secuencias seleccionados de la biblioteca de péptidos en asa, 74% de los péptidos
analizados presentaron DKWA 6 LDKWA en dos posiciones diferentes. C) Representacion
esquematica de los motivos DKWA y LDKWA en el asa expuesta sobre la plll del fago m13
a través de la secuencia de uniéon GGGS.
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Bajo las condiciones descritas, con la biblioteca de péptidos de 7
aminoacidos en asa, la variabilidad tolerada por el anticuerpo en los
péptidos lineales fue restringida, hecho que sugiere que con la forma de
presentacion del motivo en asa se adquiere una conformacion adecuada
para la interaccion con el anticuerpo, en donde participan al menos cuatro
aminoacidos invariables (DKWA) y no tres como se habia afirmado

(Menendez y cols., 2004).

6.2.4 Inmunizacion de ratones con mimétopos seleccionados por 2F5

Las secuencias obtenidas de ambos tipos de bibliotecas se usaron
como inmunégenos en grupos de tres ratones; cinco grupos para las clonas
de la biblioteca 12 y tres para la de 7 aminoacidos en asa. En ambos casos
se eligi6 inmunizar con eluatos de la tercera ronda. Para los péptidos
lineales se usaron clonas individuales, en el caso de los péptidos en asa se
inmuniz6é con una mezcla de tres clonas para cada grupo, es decir, una de
las mezclas fue representativa del motivo en el extremo C-terminal
(LDKWA) y la otra en N-terminal (DKWA). En todos los ensayos se probaron
los sueros preinmunes como control.

En las figuras 10A y 10B se presentan los niveles de reactividad
obtenidos con los sueros hiperinmunes, la evaluacion se hizo frente al
péptido sintético que fue mejor reconocido por el mAb 2F5 (fig. 8), es decir,
el 6373 con la secuencia NEQELLELDKWASLW. Con ambos formatos de
péptidos en fago (lineal y en asa) se logro estimular una buena respuesta
humoral con diferencia significativa respecto a los sueros pre-inmunes
(p<0.001). Sin embargo, fue posible identificar menor reactividad con los
sueros de los ratones inmunizados con los péptidos en asa pues
unicamente hubo resultados significativos con la dilucion de suero 1:50
(fig. 10B), mientras que con los lineales se obtuvo un resultado significativo

con la dilucion 1:300 (p<0.001) (fig. 10A).
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Figura 10. Inmunogenicidad de mimoétopos. Reactividad por ELISA de sueros inmunes de
raton frente al péptido sintético 6373 NEQELLELDKWASLW (Sug/mlL). Se inmunizaron
grupos de tres ratones con clonas de las bibliotecas 12mer lineal y 7mer en asa como se
describe en materiales y métodos. A) Ratones inmunizados con clonas de la biblioteca 12.
Grupos: (1) anti eluato de la tercera ronda; (2) anti-ALSEDKWASTAS; (3) anti-
ASSLDKWALYTS; (4) anti-SLDKWVLAPLAY; (5) anti-QTMDRWASLRWS (6) resultado
representativo de reactividad con sueros pre-inmunes, en este caso se muestra el suero
de un solo raton. Con todos los formatos de inmunizacién se obtuvo una respuesta
significativa comparada con los sueros preinmunes, dilucion 1:100, (***), p<0.001. Sin
embargo, la clona ALSEDKWASTAS fue el mejor imnunégeno al estimular una respuesta
mas alta, dilucién 1:300, (***), p<0.001. B) Ratones inmunizados con clonas de la
biblioteca 7mer en asa. Grupos: (1) anti eluato de la tercera ronda; (2) inmunizacién con
mezcla de tres clonas presentando el motivo LDKWA en el extremo C-terminal:
CLVLDKWAC, CMALDKWAC, CKTLDKWAC; (3) inmunizacion con mezcla de tres clonas
presentando el motivo DKWA en el extremo N-terminal: CDKWAGLLC, CDKWAPPTC,
CDKWALAYC,; las barras blancas corresponden a los sueros pre-immunes de cada grupo.
Los tres formatos de inmunéogeno estimularon una buena respuesta con diferencia
estadisticamente significativa respecto a los sueros preinmunes, en este caso no se
identifico diferencia significativa entre grupos. Analisis estadistico con ANOVA y prueba
de comparacién multiple Tukey, programa GraphPad Prism®.

-47-



Un hecho adicional para los péptidos lineales es que la clona
ALSEDKWASTAS fue el mejor inmunogeno del grupo (p<0.001) mientras
que para los péptidos en asa no hubo diferencia significativa entre los
grupos establecidos. En el caso de la inmunizacion usando los eluatos
amplificados de la tercera ronda de cada tamizado, podria ser comprensible
que se haya obtenido una respuesta mas baja con el de la biblioteca C7C
debido a que la proporcion de clonas con alguna variante del motivo fue del
74%, menor, comparado con el 100% de la biblioteca 12.

Respecto a la estrategia de inmunizacion se debe considerar que en
el caso de los mimétopos en asa no se usaron clonas individuales, sino
mezcla de tres lo que pudo haber originado competencia en lugar de una
actividad sinérgica. Lo anterior sé6lo podria ser confirmado inmunizando
con clonas individuales. Teniendo en cuenta la estrategia de inmunizacion
seguida y con base en el analisis estadistico, se puede establecer que el

péptido en formato lineal ALSEDKWASTAS fue el mejor inmunogeno.

6.2.5 Actividad biologica de los sueros hiperinmunes

En términos generales, con los dos protocolos de inmunizacion se
obtuvo un buen titulo de anticuerpos, sin embargo, las caracteristicas de
secuencia y conformacion de los péptidos provenientes de las dos
bibliotecas podria reflejarse en términos de la funcionalidad de los
anticuerpos obtenidos en los animales. Es por ello que se decidi6é evaluar
la actividad biologica que estos anticuerpos pudieran llevar a cabo como
inhibidores virales, simulando la actividad de 2F5. Para esta prueba se uso6
como modelo el sistema de fusion celular desarrollado por Huerta y cols.,
(2002). El ensayo involucra interacciones célula-célula lo cual puede diferir
en algunos aspectos respecto a la interaccion virus-célula, sin embargo,
representa una metodologia util y confiable para evaluar el efecto de
anticuerpos sobre el complejo env del VIH-1, pues el mecanismo de fusion
es especifico, es decir, esta mediado por la interaccion de las proteinas de

envoltura gpl120/gp41 con el receptor y co-receptor del virus (CD4 y
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CXCR4 respectivamente, para linfocitos T). Por otro lado, esta forma de
evaluacion ha sido elegida por otros grupos de trabajo como una
aproximacion a la actividad antiviral que algunos anticuerpos
neutralizantes pueden presentar (Allaway y cols., 1993; Blanco y cols.,
2003; Sanchez-Martinez y cols., 2006). Aunado a lo anterior, el mecanismo
de neutralizacion de 2F5 es interfiriendo con los cambios conformacionales
de la gp41 precisamente durante el proceso de fusion de membranas
(Barbato y cols., 2003).

El sistema ofrece varias ventajas, entre ellas el método de
cuantificacion de las fusiones celulares por citometria de flujo. Dado que
los procedimientos seguidos en estos ensayos se detallaron en materiales y
métodos, en este apartado Uinicamente se presenta una breve descripcion
de la caracterizacion que se llevo a cabo, lo cual tiene como objetivo
respaldar la especificidad de la fusion celular mediada por las proteinas de
envoltura del VIH-1. Por otro lado, la participacion de la molécula CD4 y el
receptor de quimiocina CXCR4 ha quedado demostrada en trabajos previos
(Huerta y cols., 2002; Huerta y cols., 2005; Huerta y cols., 2006; Lopez-
Balderas y cols., 2007). Es importante senalar que hasta este momento, el
ensayo de fusion celular no puede ser considerado equivalente a los
ensayos de neutralizacion viral porque intervienen distintos mecanismos y
participan diferentes moléculas entre las interacciones célula-célula
respecto a las interacciones virus-célula. Sin embargo, representa un
modelo util pues las fusiones celulares son eventos que ocurren in-vivo en
los sujetos infectados y pueden ser inhibidas por anticuerpos
neutralizantes (Huerta y cols., 2005). Teniendo en mente lo anterior, se
llevaron a cabo ensayos de caracterizacion del sistema para confirmar que
en efecto, el proceso era sensible a la inhibicion por anticuerpos
monoclonales neutralizantes para VIH-1, entre ellos 2F5.

La figura 11 integra los resultados obtenidos en la caracterizacion
del sistema y la evaluacion de los sueros. En primer lugar se presentan los

diagramas de puntos obtenidos para la cuantificacion por citometria de
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flujo (fig. 11 Ay 11B). En la figura 11C se presenta la caracterizacion del
sistema de fusion con dos anticuerpos neutralizantes del VIH, uno anti-
gpl20 (2G12) y otro anti-gp41 (2F5), el resultado para ambos casos
confirma que el sistema en sensible y especifico a dos de los anticuerpos
neutralizantes mas potentes para VIH. Mas aun, en la figura 11D se
presenta que la inhibicion de la fusion por 2F5 puede ser revertida cuando
se usan los péptidos sintéticos mejor reconocidos por 2F5 como
competidores, 6373 y 6374 (ver fig. 8). Lo anterior confirma que el efecto
de 2F5 como inhibidor de la fusion celular es por reconocimiento especifico
al epitopo en gp41. Una vez demostradas la especificidad y sensibilidad del
sistema, se evaluaron los sueros de ratones inmunizados con las clonas de
ambas bibliotecas. En estos casos, la comparacion directa se hizo frente al
efecto de los sueros pre-inmunes por lo que estos valores se consideraron
como basales. Bajo estas condiciones, los sueros hiperinmunes de
mimotopos de 2FS no tuvieron efecto de inhibicion sobre la fusion celular
(fig. 11E). Este resultado es importante desde varios aspectos, por un lado
coincide con lo reportado para el epitopo reconocido por 2F5 ya que bajo
diferentes construcciones, nunca se ha logrado obtener un inmunégeno
inductor de anticuerpos que reproduzcan la actividad neutralizante, en
este caso, con las clonas de fago sucedi6 lo mismo. Sin embargo un dato
importante es que a pesar de que ya se habia mapeado el epitopo usando
otras bibliotecas de péptidos en fago no se habia probado el potencial de
los mimoétopos como inmunégenos para generar anticuerpos especificos
hacia la region ELDKWA en el virus. Aun con el resultado negativo, no se
debe descartar la posibilidad de llevar a cabo ensayos de neutralizacion
viral, ello permitiria aclarar dos aspectos importantes: en primer lugar,
asegurar que los sueros obtenidos por inmunizacion con mimotopos de
2F5 no ejercen un efecto neutralizante sobre el VIH-1, en segundo lugar,
definir si existe una equivalencia entre el modelo de fusion celular y los
ensayos de neutralizacion viral. Otros aspectos que podrian influir en la

inhibicién de la fusion celular se comentaran mas adelante.
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Figura 11. Evaluacién de actividad biolégica de sueros inmunes de ratones en la fusién celular mediada por las
proteinas de envoltura del VIH-1. A) Diagrama de tamano (FSC-H) contra granularidad (SSC-H), la regiéon en rojo
representa las fusiones celulares. B) Analisis por fluorescencia de las fusiones entre células Jurkat Env+ y CD4+
marcadas con colorantes lipofilicos. La region de doble fluorescencia (en rojo) corresponde a las fusiones y es la
misma poblacién (en rojo) representada en la figura A. C) Efecto de dos anticuerpos neutralizantes del VIH-1 en el
sistema de fusiéon celular: mAb 2G12 (anti-gp120) y mAb 2F5 (anti-gp41). D) Representacion de la cuantificacion de
fusién en: estado basal; presencia de una mutante de Env+ (522F/Y); presencia de anti-CD4 (22.2 pug/mL); presencia
de 2F5 (63.9 ug/mlL); inhibicion del efecto de 2F5 bajo la presencia de los péptidos sintéticos (27.2 ug/mL) mejor
reconocidos por 2F5 (6373 NEQELLELDKWASLW, 6374 LLELDKWASLWNWFD) como competidores. E) Efecto de
sueros inmunes de raton. A la izquierda se presentan los resultados obtenidos de los ratones inmunizados con
mimétopos de la bibliteca lineal (1. anti-eluato de la tercera ronda, 2. anti-ALSEDKWASTAS). A la derecha se presenta
el efecto de los sueros inmunes obtenidos con mimétopos de la biblioteca en asa (1. anti-eluato de la tercera ronda, 2.
anti-LDKWA, anti-DKWA). En ambos casos la barra negra corresponde al efecto de suero preinmune respecto a los
cuales se hizo la comparacién. Dilucién de sueros 1:10. El valor de fusién (%) representado en C, D, E, corresponde a:
fusion obtenida en presencia de anticuerpo o anti-suero X 100/fusién basal. La fusiéon basal esta dada por el co-
cultivo de las dos lineas celulares solas o en presencia de sueros preinmunes. Los ensayos se realizaron bajo las
condiciones descritas en materiales y métodos.
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Adicionalmente, seria importante probar si los formatos de presentacion de
los péptidos (lineal o asa), implicaron alguna diferencia en términos de

afinidad de los anticuerpos obtenidos.

6.2.6 Estructura: implicaciones antigénicas e inmunogénicas

La aparente simplicidad estructural que fue propuesta inicialmente
para la secuencia ELDKWA, su localizacion en la gp41 y sobre todo, la
posibilidad de obtener inmunogenos que estimulen la produccion de
anticuerpos neutralizantes, son hechos que han desencadenado un gran
numero de investigaciones sobre la MPER que en los ultimos tres anos han
integrado nuevas consideraciones acerca del por qué se ha dificultado la
obtencion de un buen inmunégeno, cuando uno de los principales
obstaculos en el VIH que es la variabilidad, es muy baja en esta region
(Zwick y cols., 2005).

Los resultados presentados, permiten integrar al analisis algunos
elementos que no habian sido reportados, especificamente la seleccion de
las clonas con la biblioteca de péptidos en asa. En primer lugar, es claro
que la seleccion de los dos grupos de secuencias (LDKWA 6 DKWA) estuvo
definida por los parametros de la biblioteca, es decir, complejidad,
conformacion y tamano del asa. Tanto la ausencia de otras longitudes de
la secuencia (pues con 7 aminoacidos podria haberse seleccionado por
ejemplo ELDKWAS), como la nula variabilidad de aminoacidos en los
péptidos seleccionados, permiten proponer que bajo este formato de asa, el
anticuerpo (2F5) logra una seleccion de secuencias en las que la
interaccion mimotopo-paratopo es especifica, siendo capaz de rechazar
cualquier variacion de la secuencia del epitopo nativo. Tampoco ocurrié el
caso de seleccion de motivos mas cortos, es decir, secuencias Unicamente
con tres aminoacidos como DKW. Este hecho es particular, pues
significaria entonces que la secuencia minima del epitopo que permite
formar una conformacion natural para la interaccion especifica con el

anticuerpo es DKWA, bajo el contexto de péptido en asa de 7 residuos.

-52-



Debe mencionarse que algunas hipotesis acerca de la necesidad de contar
con analogos de ELDKWA presentados en asas, fueron esbozadas por Tian
y cols., (2002) y Ofek y cols., (2004), bajo la suposicion de que esto mejora
las propiedades antigénicas de la secuencia (incrementando la afinidad) y
que esto como consecuencia, podria repercutir en las propiedades
inmunogénicas. En el presente trabajo se esta confirmando que la
antigenicidad de 2F5 es optima con asas de siete aminoacidos en las que
Uunicamente es indispensable la presencia de un epitopo minimo de cuatro
aminoacidos: DKWA. Ademas, el residuo adicional “L” en el caso de
LDKWA puede contribuir a la interaccion. Por otro lado, estas estructuras
son inmunogénicas en ratones, pero aparentemente aun estan ausentes
los elementos que permiten que estas secuencias generen anticuerpos con
actividad neutralizante.

En este mismo trabajo se ha enfatizado la importancia de las
bibliotecas phage display que se eligen para la investigacion, por lo que no
se debe dejar la lado la influencia que algunos parametros pudieron tener
tanto en la seleccion como en la inmunizacion. Por ejemplo, la
presentacion de los péptidos sobre la plll del fago y la secuencia de uniéon
al péptido (Gly-Gly-Gly-Ser, marcado como enlace en la fig. 9C) para dar
flexibilidad, quizas sean elementos determinantes para una adecuada
interaccion con el anticuerpo. Por otro lado, se encuentra la manera en
que estas bibliotecas estan construidas. Dado que se trata de péptidos con
secuencias al azar, es importante tomar en cuenta de qué manera estan
representadas las secuencias, para confirmar por ejemplo que la ausencia
de algun motivo fue debido a que no lo selecciondé el anticuerpo y no
porque este no estuvo representado en la biblioteca.

Por lo anterior, en la tabla 5, se presentan los calculos de

probabilidad para encontrar diferentes motivos en las bibliotecas usadas.
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Tabla 5. Parametros estadisticos de las bibliotecas usadas antes y después
del tamizado con 2F5

A. Biblioteca 12mer

Biblioteca Seleccion

Motivo Probabilidad PxComplejidad de la %P Frecuencia> %  Enriquecimiento®

(P)* biblioteca®
LDKWAS 6.74E-08 1.82E+02 6.74E-06 1 1.9 2.80E+05
LDKWA 7.70E-07 2.08E+03 7.70E-05 7 13.2 1.72E+05
LDKW 1.44E-05 3.89E+04 1.44E-03 8 15.1 1.05E+04
DKWAS 8.30E-07 2.24E+03 8.30E-05 3 5.7 6.82E+04
DKWA 9.31E-06 2.51E+04 9.31E-04 10 18.9 2.03E+04
DKW 1.72E-04 4.64E+05 1.72E-02 12 22.6 1.32E+03
LDRW 2.42E-05 6.53E+04 2.42E-03 4 7.5 3.12E+03
LDRWA 1.29E-06 3.48E+03 1.29E-04 1 1.9 1.46E+04
DRWA 1.60E-05 4.32E+04 1.60E-03 4 7.5 4.72E+03
DRW 2.90E-04 7.83E+05 2.90E-02 2 3.8 1.30E+02
DPWA 4.10E-05 1.11E+05 4.10E-03 1 1.9 4.60E+02
Total 53 100
B. Biblioteca en asa 7mer
ELDKWA 1.14E-08 1.37E+01 1.14E-06 ns -- --
LDKWA 5.54E-07 6.65E+02 5.54E-05 12 28.6 5.16E+05
DKWA 7.69E-06 9.23E+03 7.69E-04 30 714 9.29E+04
LDRWA 6.27E-07 7.52E+02 6.27E-05 ns - -
LDKW 1.14E-05 1.37E+04 1.14E-03 ns - -
DKW 1.48E-04 1.78E+05 1.48E-02 ns - -
Total 42 100

1Probabilidad absoluta (P) de obtener esa secuencia con base en la frecuencia de cada
aminoacido en la biblioteca (la frecuencia de cada aminoacido fue un dato proporcionado
por el fabricante N.E. BioLabs).

2La complejidad de la biblioteca representa el numero de clonas independientes que
expresan el motivo. El resultado se obtuvo multiplicando P x la complejidad que para la
biblioteca 12mer fue de 2.7x10° y para C7Cmer de 1.2x109, secuencias distintas.

SNumero de veces que se obtuvo esa secuencia, incluye todas las rondas de tamizado.

4Representaciéon en porcentaje de cada secuencia con base en el total de clonas
secuenciadas

SRelacion entre los porcentajes de la biblioteca original y la seleccion

ns: no seleccionado
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Teoéricamente todas las secuencias, incluida ELDKWA, estaban presentes
en ambas bibliotecas. Se debe notar por ejemplo que en la biblioteca C7C
el total de clonas que podrian contener solamente DKW era mayor
(1.78E+05) comparado con las que presentaron LDKWA o6 DKWA
(6.65E+02 y 9.23E+03 respectivamente), preferidas por 2F5. Otro dato
interesante esta en la seleccion con la biblioteca 12, pues el
enriquecimiento también se dio principalmente con clonas que
presentaron motivos de mas de tres aminoacidos, como DKWA y LDKWA
(1.72E+05 y 2.8E+05, respectivamente). Los calculos de la tabla 5
respaldan la propuesta de que la seleccion fue consecuencia de

interacciones especificas entre 2F5 y los motivos en las clonas.

Es importante comprender las implicaciones estructurales en las
secuencias DKWAxxx y xxLDKWA (donde x representa un aminoacido
variable) bajo el formato de asa pequena. Para contar con datos mejor
respaldados, es necesario llevar a cabo analisis de modelado molecular, sin
embargo, tanto los antecedentes cristalograficos como los estudios de
cambios conformacionales de la gp41 durante el proceso de fusion, apoyan
la idea de que en las asas aisladas se conserva el giro  tipo I y que se
estabiliza por puentes de hidrogeno. En primer lugar, con base en los
cristales y parametros reportados por Tian y cols., (2002) y ampliados por
Ofek y cols., (2004), es posible suponer que en los dos motivos en asa, se
conserven las caracteristicas estructurales identificadas para esta region,
es decir, el giro B tipo I y dos puentes de hidréogeno, uno entre D(asp)ess-
W(trp)ess y otro en D(asp)ses-A(ala)ees7 (fig. 12).

Por otro lado, se ha propuesto que el epitopo en el virus puede
adoptar dos estructuras, el giro B tipo I en estado pre-fusogénico y hélice
cuando inician los cambios conformacionales en la gp41 para llevar a cabo
el proceso de fusion de membranas (Gorny y cols., 2000; Schibli y cols.,
2001; Barbato y cols., 2003; Zwick y cols., 2005), en esta segunda

conformacion participa toda la secuencia MPER lo cual incluye ELDKWAS.
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Figura 12. Representaciéon estérica de la secuencia DKWA. El esquema se obtuvo a partir
de uno de los cristales obtenidos por Ofek y cols., (2004) en donde se reporta la
estructura del anticuerpo 2F5 acoplado al péptido. Tomado del Protein Data Bank (PDB)
con el cédigo de acceso 1TJG. La representacion se obtuvo con el programa PyMol. Las
lineas punteadas representan los puentes de hidrogeno y la flecha sefiala el giro B tipo I.

La union de 2F5 puede llevarse a cabo en ambas conformaciones (fig. 13),
aunque la interaccion es de mayor afinidad en la forma nativa (giro B),
ademas, es la unica conformacion que prevalece si la secuencia
ELDKWASL como péptido sintético se presenta en el contexto de asas
formadas por puentes disulfuro (McGaughey y cols., 2003). Para el caso de
la estructura en hélice, la union del anticuerpo sélo se lleva a cabo
durante los primeros cambios conformacionales en la gp41l durante el
proceso de fusion ya que precisamente, 2F5 interfiere con la fusion de
membranas (fig. 13). De esta forma, aunque 2F5 puede reconocer el
epitopo en dos conformaciones, los datos apoyan la hipétesis de que bajo
el formato de péptidos en asa, es probable que se adquiera una

conformacion de giro  estabilizada por puentes de hidrogeno.
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Figura 13. Mecanismo de neutralizacion viral por 2F5. La figura muestra el modelo de
unién de 2F5 en las dos conformaciones que se han propuesto: a) estado nativo del
epitopo (giro B) y b) primeras fases del proceso de fusion de membranas (* hélice), si
esta ultima unién se lleva a cabo los eventos c), d) y e) son interrumpidos. Tomado de
Barbato y cols., (2003).

6.2.7 Consideraciones adicionales

En investigaciones recientes, se identifico que tanto 2F5 como 4E10
otro anticuerpo neutralizante, cuyo epitopo 671NWFDITs76 proximo al
reconocido por 2F5 que también forma parte de la MPER, son anticuerpos
reactivos a antigenos propios, en particular a los fosfolipidos cardiolipina y
fosfatidilserina, componentes de la membrana celular (Douvas y cols.,
1996; Gugliemone y cols., 2001; Palacios y Santos, 2004; Haynes y cols.,
2005; Sanchez-Martinez y cols., 2006; Alam y cols., 2007). Por otro lado, a
partir de la definicion de los cristales Fab-epitopo por Ofek y cols., (2004)
se propuso que la membrana podria estar formando parte de los epitopos
reconocidos por estos anticuerpos. Esta idea ha ido cobrando fuerza sobre
todo a raiz de la publicacion de Haynes y cols., (2005), en donde
gradualmente se ha identificado que 2F5 tiene reactividad especifica a
fosfolipidos. El comportamiento aun no es comprendido completamente
pero en todo caso, parece evidente que el ambiente hidrofobico impuesto
por la membrana influye en la actividad neutralizante de 2F5. Esto debe

tomarse en cuenta para lograr inmunoégenos efectivos que recreen el
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ambiente molecular del epitopo reconocido por 2F5, ademas de la mejoria
en el diseno de estructuras para que representen la conformacion
adecuada del mismo. Ante ello, los péptidos reportados aqui pueden ser
buenos candidatos siempre que se confirme que tengan propiedades
inmunogénicas capaces de estimular anticuerpos inhibidores de la

interaccion virus-célula.
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6.3 ESTUDIO DEL DOMINIO PRINCIPAL DE NEUTRALIZACION EN EL
ASA V3 DE LA gpl120

6.3.1 Antecedentes

Tres importantes anticuerpos con potente actividad neutralizante
sobre el VIH-1 reconocen epitopos con caracteristicas particulares en la
gpl120 (Zolla-Pazner 2004a; Pantophlet y Burton., 2006). Se trata del mAb
b12 que bloquea el sitio de union con la molécula CD4 (Ho y cols., 1991;
Barbas CF 3rd. y cols., 1992; Roben y cols., 1994); el mAb 2G12 que
interacciona con residuos de manosa (Trkola y cols., 1996; Sanders y cols.,
2002; Scanlan y cols., 2002); el tercer mAb 447-52D que reconoce un
epitopo dentro del asa V3 y cuya complejidad radica en que es una
secuencia muy variable entre los distintos subtipos y aislados virales
(Dong y cols., 2005). El epitopo reconocido por el mAb 447-52D involucra
cuatro aminoacidos situados en el apice del asa (GPGR) definidos como
dominio principal de neutralizacion (PND por sus designacion en inglés)
(Gorny y cols., 1991; Gorny y cols., 1992; Gorny y cols., 1993; Zolla-
Pazner y cols., 2004a). Durante la infeccion por VIH-1, sobre todo en las
primeras etapas, se genera un buen titulo de anticuerpos contra esta
region, sin embargo, la alta tasa de mutacion viral impide que la actividad
neutralizante de éstos sea efectiva frente a las poblaciones virales que van
surgiendo, atin cuando se ha confirmado que tanto el mAb 447-52D como
los anticuerpos de los pacientes presentan reactividad cruzada ante las
diferentes variantes del epitopo (Gorny y cols., 2004; Zolla-Pazner y cols.,
2004a). Por otro lado, se ha identificado que un buen pronoéstico durante
el primer ano de la administracion de TARV esta asociado a altos titulos de
anticuerpos neutralizantes y de reconocimiento especifico al asa V3
(Morris y cols., 2001). Por su parte, Huerta y cols., (2005), identificaron
que el efecto de sueros de pacientes sobre la fusion celular mediada por las
proteinas de envoltura del VIH-1 y CD4/CXCR4, recae principalmente en

anticuerpos (IgG e IgM). Mas aun, el efecto de los sueros estuvo
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relacionado con la evolucion de la enfermedad, de esta manera, los sueros
inhibidores de la fusion celular correspondieron a pacientes con un buen
progreso clinico, es decir, con carga viral baja y aumento en los niveles de
CD4.

6.3.2 Reactividad a péptidos sintéticos y evaluacion de actividad
biologica

Dentro del grupo de pacientes incluidos en el presente trabajo, se
identifico al 17 que presenté un buen apego al tratamiento durante el
primer ano (Anexo II). Se realiz6 un monitoreo de reactividad de IgG
purificada del suero del paciente frente a péptidos sintéticos de V3. En
general, hubo buenos niveles de reconocimiento antes del inicio de TARV,
sin embargo, se obtuvieron reactividades mas altas con tres semanas de
TARV, por ello se decidio trabajar con suero de esta etapa. Este resultado
se muestra en la figura 14C. Se identifico que el suero del paciente
reconocié la region ya que hubo buena reactividad hacia todas las
secuencias evaluadas, las cuales incluyeron péptidos sobrepuestos
cubriendo la region 263-297 del asa V3, subtipo B del VIH-1, asi como
secuencias de otras variantes, en formato lineal y en asa (fig. 14A). Bajo el
formato de los ensayos de ELISA, el nivel de reconocimiento con IgG de
este paciente fue mas amplio que el presentado por el mAb 447-52D (fig.
14B) aunque debe senalarse que hubo diferencias en las concentraciones
usadas de anticuerpos, pues para el paciente fue mayor. Lo anterior se
definio asi con base en la experiencia previa en ensayos con IgG de
pacientes (epitopo CSGKLIC) y por las recomendaciones de uso del mAb
447-52D (NIH AIDS RRRP-USA) para ensayos de ELISA, aun con esto, no se

puede descartar que este factor que pudo influir en el resultado.
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Figura 14. Mapeo frente a péptidos sintéticos de V3. A) Secuencias de los péptidos
sintéticos. Los péptidos 8836 a 8841 representan la region 263-297 del asa V3 en la
gpl20 del VIH-1, consenso del subtipo B. El péptido 1837 representa la secuencia
consenso NA en formato de asa; el péptido 1839 representa la secuencia consenso del
subtipo B en formato de asa; los péptidos 1840 y 1841 corresponden al subtipo MN el
primero en formato lineal y el segundo en asa. B) Mapeo por ensayo de ELISA con el mAb
447-52D (1pg/mL), los péptidos se usaron a una concentracion de Sug/mlL, se incluyo6 el
péptido 5128 con la secuencia DSQTHQVSLSKQPAS de la proteina Tat como control
negativo. C) Reactividad en ELISA con anticuerpos de pacientes (50ug/mlL). Las barras
negras corresponden a IgG del paciente 3 sin tratamiento (3-1); las barras grises a IgG del
paciente 17 con cuatro semanas de tratamiento (17-2); las barras blancas representan la
reactividad de la mezcla de IgG de dos sujetos sanos como control. Los ensayos se
hicieron por duplicado bajo las condiciones indicadas en materiales y métodos.
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Figura 15. Efecto del suero del paciente 17 VIH positivo sobre la fusién celular
determinado por citometria de flujo. Arriba: resultado de fusién celular es ausencia de
otros factores (fusion basal) y en presencia de suero de sujeto VIH negativo. Abajo: Los
sueros de cada etapa del paciente se usaron a una dilucién 1:50. El suero 17-1
correspondi6 a la toma de muestra antes de iniciar TARV, 17-2 a tres semanas de TARV y
17-3 a doce semanas de TARV. El resultado corresponde a la relacion obtenida del efecto
sobre la fusion del suero del sujeto VIH(-)(Efl) y que se tomé como el 100% de fusion
celular. Con el efecto de los sueros del paciente (EF2) se obtuvo su valor de fusién celular
correspondiente, por lo tanto, para calcular el porcentaje de fusién celular obtenido con
cada suero se aplico la siguiente férmula: Ef2x100/Efl. En donde Efl y Ef2 fueron los
datos obtenidos directamente del citometro de flujo. Entonces, la inhibicién de la fusion
estuvo dada por: 100- porcentaje de fusion celular.

Para determinar si los anticuerpos en suero de este paciente podrian tener
alguna implicacion en actividad antiviral, se evaluo el efecto de éstos sobre
la fusion celular bajo el método descrito con anterioridad (descripcion y
caracterizacion en resultados con 2F5), reportado previamente por Huerta
y cols., (2002). El suero presentdé un efecto como inhibidor de la fusion
desde antes de que el paciente iniciara el tratamiento (suero 17-1), se
mantuvo con tres semanas de TARV (suero 17-2) y aumento ligeramente
con doce semanas de TARV (suero 17-3), (fig. 15). Simultaneamente se

analizaron otros pacientes como el no.l1 (dato no presentado) que
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seleccion6 los mimotopos CxxKxxC, pero unicamente el paciente 17
presento actividad inhibidora de la fusion celular. Una consideracion
importante frente a este resultado es que unicamente se puede afirmar que
hay elementos en el suero con capacidad de inhibir la fusion celular y que
probablemente, en este paciente, dichos elementos mejoran su accion con
el tratamiento. Con base en estudios de otros autores (Morris y cols., 2001;
Huerta y cols., 2005), es probable que el efecto observado se deba a la
actividad de anticuerpos, sin embargo, no se debe descartar la posible
presencia de otros factores en el suero que puedan estar interviniendo en
la inhibicion de la fusion. Con objeto de tener un control de esta variacion,
en el mismo ensayo se incorpor6 el efecto del suero de un sujeto VIH
negativo, siendo este resultado el valor considerado como basal pues
resulto practicamente el mismo que el de la fusion es ausencia de
cualquier otro factor (es decir, sé6lo células Env+/CD4+, fig.15). Fue
precisamente frente al valor de fusion en presencia de suero VIH negativo
que se hizo la relacion directa para determinar el porcentaje de inhibicion
de la fusion reportado en el paciente (fig.15).

Con los resultados de reactividad y de fusion celular resultaba
interesante evaluar si con phage display se podrian identificar los epitopos
reconocidos por los anticuerpos de este paciente, ademas, con el resultado
de reactividad (fig. 14C) existia una fuerte sugerencia de que éstos podrian

estar asociados a V3.

6.3.3 Seleccion de péptidos con IgG de pacientes

En esta seleccion se obtuvieron dieciocho secuencias distintas
provenientes del tamizado de dos bibliotecas, lineal de 12 aminoacidos y
en asa de 7 aminoacidos, todas asociadas a la region central del asa V3 en
la gpl120 del VIH-1 (tabla 6). Esta asociacion se hizo con base en la
alineacion de las secuencias aisladas frente a la gp120 del VIH-1, usando
el programa HETEROalign (como parte del paquete RELIC para phage-

display, Mandava y cols., 2004). De las dieciocho secuencias aisladas,
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dieciseis de ellas (a-p de la tabla 6) se obtuvieron con la IgG 17-2, mientras
que las dos restantes (q y r) se seleccionaron con IgG del paciente 3 (IgG 3-
1), de hecho, estas secuencias se aislaron del mismo tamizado en el que se
obtuvieron las clonas CKC descritas anteriormente. De manera
interesante, el paciente 3 presento baja reactividad frente a los péptidos de
V3 comparado con el paciente 17 (fig. 14C), en este caso, so6lo se observo
un ligero reconocimiento a los péptidos mas largos en formato lineal y en
asa (1840 y 1841), sin embargo se seleccionaron dos mimotopos de V3.

Dadas las caracteristicas de los motivos fue posible integrar las
secuencias en un solo grupo para describir sus particularidades. Las
primeras once secuencias (a-k, tabla 1) provinieron de la biblioteca en asa
de siete aminoacidos, las secuencias restantes (l-r, tabla 6) se aislaron de
la biblioteca lineal de 12 aminoacidos. Centrando una primera descripcion
de la secuencias de la biblioteca en asa, pude mencionarse que todas
presentaron P(pro) en la posicion 1, en la siguiente posicion predomind
R(arg), en la posicion 3 el residuo fue variable, en la posicion 4 hubo L(leu)
de manera predominante y M(met) como Unica variante. Las posiciones 5,6
y 7 fueron consenso para el motivo GPG, excepto para la secuencia "e" en
la que la G(gly)7 fue sustituida por A(ala). Otro elemento importante fue el
hecho de que la triada GPG ademas de ser muy conservada, siempre
estuvo desplazada hacia el extremo C-terminal del asa.

Por lo que respecta al patron de motivos de las secuencias lineales,
éste no varia mucho del descrito anteriormente: dos de ellas (1 y m, tabla 6)
conservaron la P(pro) en la posicion 1 al igual que los péptidos en asa, los
aminoacidos de las posiciones 2 y 3 fueron muy variables, en la posicion 4
se repitio la predominancia de L(leu) y M(met) en cinco de las clonas.
Todas conservaron constante la G(gly) en la posicion 5, seguida de P(pro)
en 6, salvo dos excepciones en donde hubo L(leu) y Q(gln), finalmente, la

G(gly) en 7 fue constante.
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Tabla 6. Seleccion de mimétopos V3 de dos bibliotecas phage display
usando como blanco anticuerpos de dos pacientes

~Secuancla | 1234567
a P[T RMGP G
b PITRL|GPG
c PIL RMGPG
d PRI LIGP G
e PRI LGP A
f PPRQL|GPG
g PPRML|GP G
h PIRL LGP G
i PRV L|GPG
i PRI MGP G
k PIKLLIGPG
| THLPVTLGPGTL
m HPAYLGPGDMRR
n HS/ILRLGPGVLA S
0 KSlI SMGPGYTL Y
p QT|LYLIGL GIHMM L
q AGTVS GPGPHHTP
r HGQGPFWDPTLP

Este es un caso en el que las secuencias de ambas bibliotecas (lineal y en
asa) presentaron comportamientos similares, aunque es evidente que la
conformacion en asa imprimié mayores restricciones como es el caso de la
P(pro) en la posicion 1 y la triada GPG en el extremo C-terminal. La
evaluacion global de los motivos permite sugerir que la secuencia consenso
esta constituida por PRXL/MGPG.

Ademas del hecho de que esta seleccion se hizo con anticuerpos
policlonales, otra particularidad radica en que la conformacion requerida
para la interaccion con el anticuerpo puede ser cubierta con los dos
formatos de péptido (lineal y asa).

Con la definicion del epitopo para el mAb 447-52D desarrollada por
mapeo con péptidos sintéticos (Gorny y cols., 1992) y phage display (Keller
y cols., 1993), se reportd que la secuencia reconocida por el mAb 447-52D

especifico para esta region en V3, esta constituida fundamentalmente por
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cuatro aminoacidos: GPXR, en donde "X" representa la sustitucion de la
G(gly) -caracteristica del subtipo B- por diferentes aminoacidos. Sin
embargo, es interesante resaltar que en las secuencias obtenidas por
phage display, aun cuando los autores reportaron aminoacidos variables
en la posicion designada "X", en el 52% de sus clonas si se conservo la
G(gly) (Keller y cols., 1993). Este hecho es importante, ya que entonces, es
claro que el mAb interacciona mejor cuando este aminoacido esta presente
en la secuencia. Respecto a esta misma posicion, los anticuerpos
policlonales practicamente no permitieron sustituciones de este
aminoacido.

Otro aspecto para analizar dentro del mismo trabajo de Keller y
cols., (1993) es que no se estableci6 de manera clara una implicacion de
los aminoacidos que rodeaban al motivo GPXR, sin embargo, la agrupacion
de las secuencias que hicieron si consider6 la presencia de algunos
aminoacidos en el extremo N-terminal. Desde los trabajos de Gorny y cols.,
(1993), se observo que la Kd para el mAb 447-52D era 50 veces mas alta
para epitopos en la variante HXBc2 que para MN aunque ambas
presentaban la secuencia GPGR, fue entonces que se comenzo6 a plantear
la idea de que la union del anticuerpo podria requerir o estar influida por
aminoacidos alrededor de esta secuencia, en particular en segmento N-
terminal del asa V3 (Gorny y cols., 1993; Rosen y cols., 2005).

Una comparacion entre los dos epitopos GPXR (mAb) y PRXL/MGPG
(policlonal) permite identificar que con la ultima es evidente la
participacion del ambiente que rodea a la triada GPG desde el extremo N-
terminal. Sin embargo, es necesario definir qué papel estructural
desempenan estos residuos, en particular la P(pro) en posicion 1 (tabla 6).

Dentro de las implicaciones que estos resultados pueden tener una
interrogante inmediata es si estas variaciones de aminoacidos son un
reflejo de lo que ocurre en el virus. En un analisis para determinar la
capacidad neutralizante del mAb 447-52D, Zolla-Pazner y cols., (2004a)

encontraron que el anticuerpo neutraliza principalmente variantes virales
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que presentan GPGR, lo que no ocurre con aquellas que expresan GPGQ.
Este comportamiento es critico, ya que si bien, GPGR esta presente en la
mayoria de los virus del subtipo B, la variante que sustituye Q(gln) por
R(arg) es mas abundante en otros subtipos (Gaschen y cols., 1999;
Osmanov y cols., 2002; Zolla-Pazner y cols., 2004a). En un analisis mas
reciente comparando secuencias de V3 obtenidas de bases de datos (Dong
y cols., 20095), algunas de las variantes encontradas fueron: GPGQ (mas
abundante); GPGR; GPMA, GPLA, GPMS, GPLS (ultimas cuatro para el
subtipo O); GVGR (subtipo F); GIGK (subtipo C); GWGR (subtipo B); GRGR
(subtipos B y G), (ultimas cuatro identificadas por Najera y cols. (2002).
Aunque no se trata de un comportamiento generalizado, en la mayoria de
las variantes se conservan las glicinas. Las implicaciones funcionales que
el segmento GPG tiene en esta region son importantes para el virus pues
se ha confirmado que estos tres aminoacidos son indispensables en la
conformacion del asa (giro B tipo hairpin; Sharon y cols, 2003; Stanfield y
cols., 2004).

6.3.4 Inmunogenicidad de mimotopos y evaluacion de actividad
biolégica

Algunos de los de los mimotopos aislados fueron elegidos para
inmunizar conejos y ratones. Al igual que en los casos anteriores (CKC y
ELDKWA) asi como en reportes previos (Di Marzo Veronese y cols., 1994),
estas secuencias fueron buenos inmunoégenos tanto en conejos (figs. 16A y
16B) como en ratones (figs. 17A y 17B), solo que en este caso, la respuesta
humoral generada fue reactiva no sélo con todos los péptidos de V3 sino
con secuencias representativas de otras proteinas en el virus como tat y

env (Anexo III).
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Figura 16. Evaluacion de sueros inmunes de conejos frente a péptidos de V3 en ensayo de
ELISA. A) Conejo inmunizado con la clona CPRIMGPGC. B) Conejo inmunizado con
mezcla de dos clonas GPGP/GQGP. Estas inmunizaciones se hicieron bajo los
procedimientos descritos en materiales y métodos, la Unica variante fue el uso de
adyuvante completo e incompleto de Freund. La comparacion de reactividad (barras
negras) se hizo con los respectivos sueros preinmunes (barras blancas). Los péptidos
elegidos se usaron a una concentracién de Sug/mL. C) Reactividad del suero de conejo de
referencia WO-07 anti-KRIHIGPGRAFYTTKC obtenido a través del NIH-RRRP. Se presenta
Unicamente para confirmar que la inmunizaciéon con un péptido sintético de V3 no genera
una respuesta tan amplia como la obtenida con los mimétopos en A y B. Las diluciones
usadas de suero fueron 1:25, 1:100 y 1:500.

Secuencias de los péptidos: 8838 NNTRKSIHIGPGRAF; 8839 KSIHIGPGRAFYTTG,

1837 CKSIHIGPGRAFYTTGC, 1839 CKGIRIGPGRAVYAAEC,

1840 TRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQAH,

1841 CTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQAHC.
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Figura 17. Evaluacién de sueros inmunes de ratén frente a péptidos de V3 en ensayo de
ELISA. A) Ratones inmunizados con la clona CPRIMGPGC (barras negras), en cada caso
se incluy6 el suero preinmune (barras blancas) como control. B) Dos grupos de ratones
inmunizados con la clona GQGP (izq.) y GPGP (der.), en estos casos la mezcla de sueros
preinmunes se evalu6 Unicamente frente al péptido 1839. Ambos ensayos se hicieron con
una mezcla de suero de tres ratones, y se probaron tres diluciones: 1:25, 1:100 y 1:500.
Los péptidos sintéticos se usaron a una concentraciéon de Sug/mL. Secuencias: 8838
NNTRKSIHIGPGRAF; 8839 KSIHIGPGRAFYTTG; 1837 CKSIHIGPGRAFYTTGC, 1839
CKGIRIGPGRAVYAAEC; 1841 CTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQAHC.
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Figura 18. Evaluacién de actividad biolégica de sueros inmunes de conejos en la fusion
celular mediada por las proteinas de envoltura del VIH-1. Los resultados son
representativos de tres ensayos independientes, cada uno por triplicado. El resultado
representa el porcentaje de inhibiciéon de la fusion que se obtuvo con cada dilucién de
suero (valor en cada barra), tomando como basal el efecto de los sueros preinmunes a la
misma dilucién. Este ultimo efecto fue semejante al obtenido en el sistema Env+/CD4
s6lo. La ultima barra corresponde al afecto del mAb 447-52D a una concentracién de
8.64ug/mkL.

Esta reactividad cruzada tan amplia pudo ser resultado de la combinacion
particular entre secuencia de péptido acoplada al fago ya que el mAb 447-
52D (fig. 14B) no lo present6 asi como tampoco el suero inmune de conejo
de referencia WO-07 correspondiente a la inmunizaciéon con el péptido
sintético KRIHIGPGRAFYTTKC (fig. 16C) por lo que la reactividad tan
amplia no es consecuencia Unicamente de la secuencia sino la
combinacion péptido-fago. Una especulacion adicional que debe ser
tomada con reserva hasta contar con mayores datos que lo confirmen, es
que probablemente la combinacion de aminoacidos que integran estos
mimoétopos, tiene la capacidad de estimular una amplia respuesta
humoral. Sin embargo, otro resultado particular con los sueros inmunes
de mimoétopos de V3 fue el hecho de que dos de ellos inhibieron la fusion
celular mediada por las proteinas de envoltura del VIH-1 (fig. 18). El
resultado sugiere una actividad especifica ya que fueron probados un total
de seis sueros de conejo inmunizados con diferentes mimotopos o bien,

eluatos de tercera ronda y sé6lo dos de los sueros inhibieron la fusion
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celular en un 20 y 13 %. Si bien, el nivel de inhibicion es bajo, es digno de
consideracion porque se trata de una actividad no observada con sueros
hiperinmunes obtenidos con otros mimotopos, incluidos los de 2F5. Se
podria suponer que la mayoria de las fusiones (80%) se siguen llevando a
cabo exitosamente, pero ello tampoco puede asegurarse con los ensayos
que aqui se estan reportando ya que en este tipo de eventos, se ha
observado tanto in vivo como in vitro que las células que circundan a las
que se estan fusionando pueden afectarse en diversos mecanismos como
activacion, apoptosis, etc., (efecto de células espectadoras o bystander
cells) (Douek, 2003). En ese sentido, es necesario evaluar si el efecto
inhibitorio de los sueros podria afectar a las células que se siguen
fusionando. Otro factor que debe ser considerado es que se requiere una
concentracion mas alta de anticuerpos neutralizantes para inhibir la
fusion célula-célula respecto a la fusion virus-célula (Allaway y cols., 1993;
Zwick y cols., 2001c). Lo anterior debido a que tanto en células infectadas
como en las transfectadas hay una mayor expresion del complejo env
gpl120/gp41 respecto al expresado en la membrana viral (Connor y Ho,
1994). Por otro lado, la interaccion de membranas entre células supone
una mayor superficie de contacto que permite mas interacciones efectivas
entre el complejo viral, potenciada a su vez por otras moléculas asociadas
a la membrana (Hioe y cols., 1998; Tardif y Tremblay, 2005). Estos
factores pudieron contribuir a los bajos niveles de inhibicion de la fusion
obtenidos bajo el efecto de los sueros hiperinmunes. Mas aun, es claro que
para el caso del control positivo utilizado (mAb 447-52D, fig. 18) si era
necesario emplear una concentracion mayor, pues con 8.64 ug/mkL apenas
se tuvo el 18% de inhibicion de la fusion cuando se ha reportado que esa
cantidad es suficiente para neutralizar virus al menos en un 50% (Gorny y
cols., 1993). La busqueda de respuestas para algunas de las interrogantes
que surgen a partir de los resultados de inhibicion de la fusion celular
obtenida puede abrir nuevos campos de investigacion, no obstante, debe

enfatizarse que tanto las fusiones célula-célula como las virus-célula son
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importantes por que conllevan efectos que contribuyen a la patogénesis del

sida (Huerta y cols., 2005).

Con esta serie de resultados se identificaron diversos aspectos acerca del
asa V3 y la aplicacion de phage display para el analisis del epitopo central
GPGR. En primer lugar fue posible realizar una seleccion de mimotopos
con el uso del suero de un paciente con actividad como inhibidor de fusion
celular (fig. 15) y con reactividad frente a péptidos sintéticos de V3 (fig.
14C). La seleccion de péptidos con los dos formatos de bibliotecas
evidencia requerimientos de aminoacidos particulares para la interaccion
con los anticuerpos lo cual supone implicaciones conformacionales que
deben ser comprobadas a través del modelado molecular de estos péptidos.
Sin embargo, queda claro que con la seleccion de anticuerpos de pacientes
los aminoacidos esenciales para la interaccion fueron distintos respecto al
mAb neutralizante 447-52D. En el primer caso fue evidente que el motivo
GPG fue fundamental y practicamente invariable, solo en dos de los
mimotopos la P(pro) fue sustituida por otro aminoacido L(leu) o Q(gln),
pero las dos glicinas siempre estuvieron conservadas. Este hecho
concuerda con lo reportado para las principales variantes del epitopo en el
virus y ademas para la conformacion determinada por cristalografia de
rayos X y resonancia magnética nuclear (Sharon y cols, 2003; Stanfield y
cols., 2003).

Aunado a lo anterior, estuvo el comportamiento inmunogénico de los
mimotopos, fue interesante la respuesta humoral con un amplio grado de
reconocimiento a diferentes péptidos sintéticos, obtenida tanto en conejos
como en ratones. Este resultado requiere un analisis mas profundo que
ayude a consolidar las propuestas de emplear los péptidos en fago como
inmunogenos (Di Marzo Veronese y cols, 1994; van Houten y cols., 2006).
Por otro lado, el efecto de los sueros hiperinmunes como inhibidores de la
fusion celular sugiere que los anticuerpos obtenidos por esta via pueden

presentar una actividad biologica especifica en epitopos del VIH-1.
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La continuidad del trabajo permitira contribuir al entendimiento de la
especificidad y estructura de los anticuerpos generados y el epitopo que
reconocen, encaminado principalmente al disenno racional de inmunoégenos
que induzcan una respuesta humoral neutralizante en el control del VIH-
1. Por otro lado, es necesario entender las funciones biologicas de la
variacion de aminoacidos en epitopos del virus (como mejores particulas
virales infectivas o bien, en la evasion de la respuesta humoral) sumado a
los efectos que estas variaciones pueden tener en la union epitopo-

paratopo.

6.3.5 Anticuerpos neutralizantes en el control del VIH-1

Durante muchos anos, las opiniones respecto al tipo de respuesta
que debia estimularse con una vacuna para VIH-1 estuvieron polarizadas
entre la respuesta humoral y la celular (Zolla-Pazner, 2004). Actualmente,
el consenso de opiniones apunta hacia el estimulo de ambas respuestas
para obtener un maximo de proteccion, como vacuna o control via
inmunizacion pasiva (Zolla-Pazner, 2004; McMichael 2006). Sin embargo,
la identificacion de epitopos que induzcan anticuerpos neutralizantes
(NAb’s) potentes ha sido uno de los principales retos para los cuales
existen pocas propuestas. La importancia de estos anticuerpos en el
control del virus ha quedado evidenciada en varios estudios, por ejemplo,
se sabe que individuos con bajos titulos de NAb’s progresan mas rapido a
sida (Robert-Guroff y cols., 1988); en algunos de los sujetos infectados de
progreso lento a sida se identifico que tenian altos titulos de NAb’s de
amplia especificidad, es decir, neutralizaban cepas de laboratorio y
aislados virales (Burton y Montefiori, 1997; Pilgrim y cols., 1997; Li y cols.,
20006); la transmision de VIH-1 materno-fetal se correlaciona inversamente
con los titulos anticuerpos encontrados en la madre (Ungen y cols., 1992);
los titulos de NAb’s correlacionan positivamente con la eficiencia del TARV
(Morris y cols., 2001). Por otro lado, esta la presencia de cuatro

anticuerpos monoclonales de potente actividad neutralizante: b12, 2G12,
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2F5 y 4E10, los dos primeros dirigidos a epitopos en gpl20 y los dos
ultimos a gp41. El estudio con éstos ha permitido determinar que existen
sitios vulnerables en el complejo de envoltura viral, por ejemplo,
recientemente se definido que el epitopo reconocido por el mAb bl2 se
sobrepone parcialmente con el sitio de interaccion con la molécula CD4 y
que es una region conformacionalmente invariable a diferencia del sitio de
interaccion con CD4 (Zhou y cols., 2007). La union de b12 con su epitopo
impide que el virus interaccione adecuadamente con la molécula CD4 y de
esta manera se bloquea el mecanismo de infeccion. Para 2F5 y 4E10 aun
no esta claro porqué reconocen epitopos muy conservados pero en estos
casos su cercania a la membrana juega un papel muy importante (Haynes
y Montefiori, 2006). Tanto la existencia de NAb’s como las evidencias
clinicas respaldan la importancia de continuar con estudios que permitan
proponer epitopos capaces de estimular una respuesta humoral
neutralizante amplia y potente, en la medida en que se logre, podran ser
considerados como componentes de vacunas. La tarea no es facil ya que
en el caso de b12, 2F5 y 4E10 que reconocen epitopos conservados, éstas
secuencias no son inmunogénicas, por otro lado, el epitopo de 2G12
involucra interaccion con carbohidratos hecho que ha dificultado su
estudio (Zolla-Pazner, 2004; Pantophlet y Burton, 2006).

Otro aspecto para tomar en cuenta ademas de la estructura
primaria, es la conformacion y el contexto en que estos epitopos deben ser
presentados, es por ello que identificar Unicamente secuencias de
aminoacidos no ha sido suficiente. Paralelamente, se busca también el
adyuvante idoneo para estas propuestas.

Los mimoétopos aislados en este trabajo aun distan de ser
componentes de una vacuna, pero son relevantes no sélo por las
secuencias de aminoacidos y los patrones encontrados, sino por la forma
en que estan presentados (péptido+fago, lineal o en asa) y que en todos los

casos fueron estructuras inmunogénicas.
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7. DISCUSION

En este trabajo se han estudiado tres epitopos, todos ellos con
caracteristicas, funciones y propiedades peculiares en el VIH-1. Con sus
respectivas variantes, en todos los casos se obtuvieron colecciones de
péptidos con una clara relacion al epitopo en estudio. Algunas de las
implicaciones que estos grupos de péptidos tienen como parte de la
investigacion en VIH-1, han sido comentadas en cada apartado de
resultados. Es por ello que en esta seccion, la discusion se centrara en el
potencial de la metodologia phage display como herramienta para el

estudio del VIH-1.

En primer lugar, se identificaron puntos criticos a definir cuando se
plantea una estrategia de seleccion. Como uno de los aspectos relevantes
destaca la seleccion del tipo de biblioteca de péptidos en fago. Con la
experiencia en el estudio de los tres epitopos, fue evidente que la relacion
aparente que pueda existir entre los péptidos expresados (lineal o asa, asi
como su tamano) y el epitopo que desea estudiarse no es un hecho que
debe considerarse como definitivo para elegir una sola biblioteca. En
realidad, conviene el analisis simultaneo con diferentes bibliotecas. Lo
anterior quedo evidenciado por ejemplo al obtener mimétopos del epitopo
CSGKLIC unicamente con la biblioteca de péptidos lineales de 12
aminoacidos, pese a que dada la conformacion nativa del epitopo en asa,
las expectativas estaban orientadas hacia la obtencion de secuencias con
la biblioteca de siete aminoacidos en asa.

En el caso de 2F5, aun cuando con ambos formatos (lineal y asa) se
obtuvieron mimotopos de ELDKWA, las selecciones brindaron informacion
distinta, en el formato lineal (biblioteca 12), la variabilidad de las
secuencias fue mayor, mientras que con la biblioteca en asa (C7C) la

variabilidad no fue tolerada y la posicion del epitopo fue restringida a los

-75-



dos extremos en el asa, hecho determinado por un solo aminoacido (L(leu))
que mejoro la capacidad de union con el anticuerpo.

De esta forma, a partir del tamizado de tres bibliotecas se identifico
una con la cual proponer un nuevo modelo peptidico de epitopo minimo
para el anticuerpo monoclonal neutralizante 2F5, en donde la secuencia
DKWA fue invariable y no permitié ningun tipo de reactividad cruzada en
estos aminoacidos como se habia reportado anteriormente (Purtscher y
cols., 1999; Menendez y cols., 2004).

Respecto a la seleccion de péptidos mimeéticos del DPN en el asa V3,
en este caso fue interesante identificar patrones de seleccion similares con
las dos bibliotecas (lineal y en asa), aunque hubo también claras
restricciones en la secuencia de aminoacidos impuestas por el formato en
asa ya que la posicion de la triada GPG se limit6é al extremo N-terminal y
fue imprescindible la presencia de P(pro) en el extremo C-terminal de la
secuencia.

Ademas del analisis simultaneo de distintas bibliotecas, otro aspecto
que caracterizo este trabajo fue el tipo de bibliotecas elegidas, es decir, con
secuencias de péptidos al azar y de gran complejidad (aproximadamente
del orden de 10° secuencias de péptidos diferentes en cada una). Por la
experiencia de diversos grupos de trabajo (Sidhu y cols., 2000; Irving y
cols., 2001; Gazarian 2005), se opta por la eleccion de este tipo de
bibliotecas primarias (o al azar) cuando no hay un conocimiento previo del
epitopo. Para los tres epitopos estudiados, las bibliotecas comerciales
elegidas fueron una excelente herramienta.

Con base en las caracteristicas de las secuencias aisladas, ahora se
cuenta con otras herramientas para llevar a cabo estudios mas detallados
de este tipo de interacciones epitopo-paratopo. Por ejemplo, en el caso de
los mimotopos CxxKxxC, podria plantearse la generacion de una nueva
biblioteca (de segunda generacion o secundaria) en la que se fijen los
aminoacidos que fueron invariables, es decir cisteinas y lisinas en

CxxKxxC, para que de esta manera se trate de identificar si en efecto
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cualquier aminoacido puede presentarse en las posiciones variables o bien,
si el espectro es mas restringido respecto a lo que ahora pensamos. Por lo
tanto, en términos generales, la eleccion de biblioteca dependera del tipo
de estudio que se pretenda realizar, como en este caso, uno de los
intereses radico en identificar las preferencias de seleccion de cada tipo de
anticuerpo usado, las bibliotecas primarias fueron una excelente fuente de

péptidos.

El segundo aspecto importante a definir en los tamizados de bibliotecas
primarias phage display es el blanco para la seleccion. Una de las
principales aportaciones de este trabajo fue el uso de anticuerpos
policlonales de sujetos infectados con VIH-1. En distintas investigaciones
ya se habia explorado este campo usando anticuerpos monoclonales como
447-52D (Keller y cols, 1993) y 2F5 (Conley y cols., 1994b; Menendez y
cols., 2004). Con la estrategia planteada en este trabajo, se comprobo6 que
los anticuerpos policlonales anti VIH-1 pueden ser tan eficientes en la
seleccion como lo son los monoclonales, entendiendo eficiencia como la
obtencion de poblaciones enriquecidas de mimotopos. Anteriormente sélo
existia el reporte de dos trabajos en los que usaron sueros de pacientes
infectados con VIH-1, para llevar a cabo la seleccion frente a este tipo de
bibliotecas (Scala y cols, 1999; Enshell-Seijffers y cols., 2001), aunque
fueron trabajos pioneros en el area, en ambos casos no se logro obtener
colecciones de péptidos que permitieran identificar las caracteristicas
descritas en el presente trabajo. Como una de las principales aportaciones,
identificamos que es necesario contar con una cantidad minima de
anticuerpos en suero (caso especifico epitopo CSGKLIC) para tener una
seleccion exitosa, o bien, identificar ademas una actividad biologica
mediada por anticuerpos (caso especifico V3 y el efecto del suero del
paciente sobre la fusion celular).

Tomando en conjunto los dos aspectos, tanto la seleccion de

bibliotecas a tamizar como el titulo de anticuerpos en suero, se
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identificaron como los principales parametros encaminados a mejorar la
eficiencia, el pronodstico y la reproducibilidad de las selecciones llevadas a

cabo con phage display.

Ahora bien, respecto a la importancia de la seleccion de mimotopos del
VIH-1 a continuacion se presentan tres aplicaciones potenciales. La
intencion es destacar para qué pueden ser utiles estas colecciones de
mimotopos con las que ahora se cuenta, con base en los resultados

obtenidos y enfocados a problemas especificos del estudio con VIH-1.

1. Investigacion de interacciones gpl120-gp41. Se ha sugerido que el
epitopo ID en la gp41l interacciona con el dominio CS5 de la gpl120, a
manera de insercion (Helseth y cols., 1991; Schulz y cols., 1992). Con las
versiones de esta region representadas a través de los mimotopos
CxxKxxC, es posible desarrollar estrategias para estudiar a fondo la
naturaleza de esta interaccion y analizar por ejemplo qué aminoacidos
participan en ambas proteinas. La importancia de esta aplicacion abre
oportunidades para comprender con mayor detalle los cambios
conformacionales que ocurren en el complejo env durante los diferentes
estadios del virus.

Dentro del mismo campo, otro aspecto de reciente explotacion es la
generacion de nuevos péptidos y moléculas de tamafio pequeno como
inhibidores en diferentes etapas de la infeccion viral (Kazmierski y cols.,
20006), por ejemplo: a) Inhibicion de la interaccion entre las glicoproteinas
de envoltura (complejo env gpl120/gp41) y receptor y co-receptor en la
célula blanco (CD4/receptor de quimiocina CXCR4 6 CCRS) (Kazmierski y
cols., 1996; Yamazaki y cols., 2003); en este caso los mimotopos de V3
podrian ser de utilidad pues es una region primordial para llevar a cabo
estas interacciones; b) Inhibicion de la fusion de membranas; c) Inhibicion
de cambios conformacionales en gp41 (Jin y cols., 2005). La eficacia de

péptidos como inhibidores ha sido comprobada, un ejemplo es el péptido
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sintético T-20 (Enfuvirtide, De Clercq, 2002), un inhibidor de la fusion de
membranas viral y celular impidiendo la transicion de gp41l al estado
fusogénico (Furuta y cols., 1998), producto comercial que se ha incluido en
los cuadros de TARV de algunos paises. Sin embargo, aunque representa
una nueva generacion de antirretrovirales de gran potencial, es imperativo
obtener nuevos péptidos que generen menos danos en el sitio de
administracion, que tengan efectos terapéuticos eficientes y que sean
accesibles para todo tipo de publico. Se trata de un campo de investigacion
enfocado al desarrollo y obtencion de nuevos péptidos (Al-Olbeidi y cols.,
1998; Hartley y cols., 2004) con excelentes perspectivas en desarrollo
farmaceéutico (Kazmierski y cols., 2006). Los péptidos obtenidos por phage
display podrian ser una buena fuente para este tipo de estudios ya que es
posible obtener simultaneamente distintas versiones de una secuencia en
particular, esto a diferencia de los péptidos sintéticos, ademas, las clonas

de fago se replican y purifican con métodos sencillos.

2. Herramientas de diagnostico. Un interés para estas colecciones de
mimotopos es evaluar su potencial como métodos de diagnostico, ya sea
para complementar las existentes o para obtener nuevos, dada la facil y
relativamente economica manera de replicar el fago.

Tal y como se describio en la seccion de resultados 6.1.6 uno de los
mimoétopos CxxKxxC (FGCLGKLVCDPPY) fue enfrentado a 22
preparaciones de IgG (fig. 6B) de las que aproximadamente el 82%
presento niveles optimos de reactividad. Este resultado respalda las
propiedades antigénicas de esta secuencia como representativa del epitopo
nativo en el virus. Por otro lado, un aspecto fundamental en el desarrollo
de métodos de diagnostico es la obtencion de herramientas con mayor
sensibilidad.

Para analizar este aspecto y teniendo el antecedente de la reactividad
por ELISA comentada en el parrafo anterior, como parte de un estudio

desarrollado en colaboracion con la Universidad de Nantes, Francia, se
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desarrollo un trabajo en donde bajo un formato de analisis simultaneo
para proteinas (protein-array), con un sistema de deteccion por
fluorescencia, fue posible evaluar la reactividad de cinco preparaciones de
IgG de nuestro mismo grupo de pacientes (anexo II) frente a dieciocho de
los mimotopos CxxKxxC. En términos generales, este formato de analisis
fue de alta sensibilidad, requiridé del uso de menos muestras, 1000 veces
menos antigeno (fago) y 100 veces menos anticuerpo, ademas de permitir
analizar simultaneamente los dieciocho mimoétopos frente a varias
preparaciones de IgG (Arnaud y cols. 2004; incluido en publicaciones). El
reporte representa por lo tanto, una buena aproximacion para la
propuesta del uso de mimoétopos como herramientas de diagnoéstico, en
donde una de las principales ventajas es la facil obtencion de los mismos

ya que el fago se replica y purifica de manera sencilla.

3. Nuevos inmunogenos. Tradicionalmente los péptidos sintéticos han sido
usados ampliamente como inmunodgenos para estimular la respuesta
inmune humoral, una vez que se ha realizado el mapeo y definicion del
epitopo de interés. El procedimiento de mapeo es fundamental pues se
asume que la inmunizacion con el epitopo preciso, llevara a la obtencion
de anticuerpos neutralizantes efectivos (Gershoni y cols., 2007). La meta
con estos estudios es identificar las secuencias minimas capaces de
reproducir las caracteristicas inmunogénicas que eviten el uso del
antigeno completo. Estos requerimientos se han abordado con el uso de
péptidos sintéticos, sin embargo existen limitaciones para las cuales la
forma de seleccion y expresion de los péptidos de phage-display ofrecen
otras propiedades. En primer lugar con los mimotopos, se logra imitar
epitopos con distintas funciones en el virus (epitope mimic), pero ademas,
dadas sus propiedades para caracterizarlos se pueden identificar
secuencias con propiedades que rebasen la mera imitacion funcional
(functional mimic) o union epitopo-paratopo (antigenicidad). El requisito

para un buen candidato como inmunoégeno (immunogenic peptide mimic),
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es reproducir también las caracteristicas estructurales (structural mimic) lo
cual conlleva a identificar los aminoacidos criticos para la union (Irving y
cols., 2001; Wang y cols., 2004). Con las colecciones de mimotopos para
los tres epitopos estudiados fue posible identificar y caracterizar todos
estos aspectos: union o antigenicidad, imitaciones estructurales e
inmunogénicas. Ademas, en el caso de V3, se logro obtener sueros capaces
de inhibir la fusion celular. Sin embargo, la controversia en este resultado
radica en la forma de evaluar la especificidad de los anticuerpos obtenidos,
pues también se encontré que algunos de los mimotopos de V3 generaron
anticuerpos con una amplia reactividad cruzada para otras secuencias en
el VIH-1, este comportamiento no ha sido reportado con anterioridad para
los péptidos en fago por lo que se requiere de un estudio mas detallado
para comprender estas propiedades.

Bajo el formato péptido-fago se cubre adicionalmente otro
requerimiento para inmunizar pues el fago funge como adyuvante
(Greenwood y cols., 1991; Demangel y cols., 1998) y acarreador al mismo
tiempo (van Houten y cols., 2006). Aunque la FDA no ha aprobado
ninguna vacuna con fagos filamentosos muchas investigaciones para
diversos agentes infecciosos estan enfocadas en consolidar esta aplicacion

de phage display (van Houten y cols., 2006; Mullen y cols., 2006).

Otro aspecto de importancia que se suma a los anteriores, son las
implicaciones estructurales que pueden conllevar las variaciones de
aminoacidos identificadas. Las caracteristicas estructurales que se han
discutido con base en el analisis de secuencias en los mimoétopos se
realizaron tomando como referencia los datos de cristalografia de rayos X
de los epitopos nativos en el virus asi como por la presencia de
aminoacidos especificos en cada grupo de secuencias: CxxKxxC para el
epitopo ID, LDKWA 6 DKWA para el epitopo reconocido por 2F5 y GPG
para el DPN de V3. Sin embargo, hay elementos que no pudieron ser

aclarados con los analisis llevados a cabo. Por ejemplo, hasta que punto
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pueden variar los aminoacidos designados “X” en los mimotopos CxxKxxC,
o bien, cual es la estructura que impone el asa de siete aminoacidos para
que el mAb 2F5 sea capaz de rechazar cualquier variante del epitopo, cual
es el papel que juegan las prolinas que anteceden a la secuencia GPG y
finalmente, porqué en ninguno de los mimotopos CxxKxxC se obtuvo la
secuencia del epitopo nativo. Evidentemente, el ambiente generado por la
suma de los aminoacidos que integran a los motivos y los que los rodean,
asi como el formato de los péptidos lineales o en asa son elementos que
tienen una implicacion en la estructura de los mimoétopos, misma que se
refleja en la interaccion con los anticuerpos. Es por ello que dentro de la
vasta coleccion de secuencias en cada biblioteca, solamente se seleccionan
algunas en particular. No obstante, es necesario desarrollar métodos de
modelado molecular de estas secuencias en donde se refleje su expresion
en el contexto del fago, la plll del mismo y la secuencia de union (GGGS)
con el péptido, ya que la conformacion adoptada por los péptidos
seguramente es consecuencia de la suma de todos estos elementos. El
objetivo sera en todo caso poder identificar las implicaciones estructurales
que tiene cada variante del epitopo. Como una primera aproximacion,
Jelinek y cols., (1997) propusieron mediante analisis por resonancia
magnética nuclear (NMR) que el péptido GPGRAF expresado en el fago fd,
era capaz de adoptar una conformacion similar a la que presenta la misma
secuencia como péptido sintético acoplado a un Fab y determinado por
cristalografia de rayos X. En la medida en que se integren técnicas para el
analisis de la estructura de péptidos en fago, se podra avanzar en la
generacion de inmunodgenos que recreen el ambiente molecular de los
epitopos nativos y que permitan mejorar sus propiedades antigénicas e
inmunogénicas para que sean usadas como métodos de diagnostico,

agentes terapéuticos y como componentes de vacunas.

-82-



Consideracion final. Desde una perspectiva particular, una de las
principales dificultades en las investigaciones con el VIH-1 ha sido la
limitacion en los modelos de estudio propuestos. Evidentemente, los
mecanismos de infeccion y de evasion de la respuesta inmune, aunados la
variabilidad que presenta el virus no son hechos sencillos de abordar,
sobre todo porque rebasan los métodos tradicionales de analisis y
pensamiento en inmunologia. En este trabajo hemos propuesto que phage
display puede ser una herramienta util que contribuya al estudio del VIH-
1, especificamente a epitopos del complejo de envoltura que estan
relacionados con la respuesta humoral en los sujetos infectados. La
estrategia experimental seguida permitio obtener resultados relevantes no
reportados con anterioridad. Sin embargo, queda claro que derivado de lo
anterior surgen interrogantes que requieren el desarrollo de nuevas lineas
de investigacion. Esta tesis se ha centrado en el estudio de tres epitopos
del VIH-1 tomando como eje la aplicacion de phage display, pero debe
aclararse que la experiencia obtenida aqui, asi como en grupos de
investigacion a nivel mundial deja claro que phage display es una
metodologia de estudio que como tal, requiere de la integracion de otros
meétodos de analisis que permitan comprender de manera integrada los
resultados que se obtienen. En ese sentido, en cada apartado de ese
trabajo se resaltaron los datos relevantes pero también se senalaron los
aspectos limitantes de la estrategia que deberan ser considerados en

futuros analisis.
Finalmente, a manera de integracion, el esquema de la figura 19

presenta los puntos relevantes identificados en cada uno de los epitopos

que se estudiaron.
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Figura 19. Aspectos relevantes del trabajo en el estudio de tres epitopos de envoltura del VIH-1.
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8. CONCLUSIONES

1. Teniendo como sistema de estudio el VIH-1, el uso de phage display
permite la seleccion de grandes colecciones de péptidos que pueden
contribuir de manera significativa a la elucidacion de la estructura
de epitopos en términos de composicion de aminoacidos,

conformacion y comportamiento antigénico e inmunogénico.

Para los tres epitopos estudiados se puede establecer lo siguiente:

e Bajo las condiciones definidas, tres rondas de tamizado
permitieron convertir una biblioteca 12mer lineal de 109
secuencias en una poblacion en la que el 79% de los fagos
representan una familia de mimoétopos del epitopo ID en la
gp41 del VIH-1. Los mimotopos tuvieron la secuencia
CxxKxxC en donde “x” representa aminoacidos variables.
Los mimotopos reproducen la estructura (conformacion),

antigenicidad e inmunogenicidad del epitopo nativo.

e Péptidos en asa de siete aminoacidos fusionados a la plll
del fago m13 brindan una conformacion adecuada para la
interaccion con el mAb neutralizante 2F5. Con este
formato, el anticuerpo no tolera ninguna variacion de
aminoacidos siendo la secuencia minima para la
interaccion DKWA mientras que la adicion de leucina

(LDKWA) mejora la union.

e Los mimoétopos asociados al asa V3 presentaron una
secuencia consenso PRxL/MGPG en la que la triada GPG
es invariable. Como inmunogenos, estas secuencias

estimularon una respuesta de amplia especificidad en
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animales, pero tres secuencias en particular: CPRIMGPGC
y GPGP/GPGR generaron sueros hiperinmunes capaces de
inhibir la fusion celular mediada por las proteinas de

envoltura del VIH-1.

2. Se pueden llevar a cabo tamizados exitosos con anticuerpos
policlonales anti VIH-1 provenientes de pacientes, siempre que se

establezca un umbral de anticuerpos para un epitopo en particular.
3. Es recomendable el tamizado de varias bibliotecas primarias para

identificar las preferencias de union de anticuerpos cuando éstos se

usan como blancos de seleccion.
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Perspectivas

El modelado molecular de los mimotopos podria brindar mayor
conocimiento acerca de la estructura terciaria de las asas CxxKxxC,
xxLDKWA y DKWAxx. En este sentido es interesante comprender
hasta que grado son variables los aminoacidos representados como

x” y cual es su funcion como soporte de los aminoacidos

invariables.

En el caso de los péptidos de 12 aminoacidos, suponemos que los
residuos que rodean al motivo identificado deben desempenar un
papel que quizas no sea una interaccion directa con el anticuerpo,
pero si una contribucion al ambiente molecular en el cual el motivo
esta presentado. Por lo tanto, eso podria favorecer su seleccion de
las bibliotecas. Eso debe ser confirmado también con modelado

molecular.

Los estudios acerca del caracter inmunogénico de los mimotopos
(como péptidos en fago), han estado restringidos a la determinacion
de anticuerpos. Este campo requiere analisis mas detallados que
permitan entender como evoluciona la respuesta inmune en su

conjunto, es decir, generacion de respuesta celular y humoral.
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Anexo I

Estructura del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1)

El VIH-1 es un retrovirus que pertenece a la familia de los lentivirus. Se trata de
retrovirus esférico de entre 100-120nm de diametro. Esta forma viene
determinada por tres capas concéntricas: una bicapa lipidica externa derivada de
la célula del hospedero. En ella se encuentra el complejo de glicoproteinas (gp) de
envoltura (env) constituido por trimeros de gpl20 (en la superficie) y gp4l
(transmembranal). La siguiente estructura es una matriz esférica formada por la
polimerizacion de mondémeros de la proteina 17 (pl7) y finalmente, una ultima
capa que es la capside, constituida por la proteina 24 (p24) que rodea la
nucleocapside, la cual contiene dos cadenas de ARN, la transcriptasa reversa la

proteasa viral y la integrasa (fig. AI-1).

LpdMembrana

\wm?ﬁ) idica

Matriz

Transcifila%a..

reversa

Nucleocapside

Figura Al-1. Estructura del VIH. La bicapa lipidica es de origen celular e incluye el
complejo de envoltura (env) constituido por trimeros de gp4l y gpl20. Las proteinas
estructurales que forman el core son la matriz (pl17), la capside (p24) y la nucleocapside
(p7) que contiene el ARN y la trancriptasa reversa.

Respecto a la organizacion de su genoma, el VIH-1 tiene genes encargados de
codificar los componentes de la particula viral (genes estructurales) y de regular
la expresion de los mismos (genes reguladores). Los tres genes principales, que
codifican las proteinas respectivas correspondientes a los antigenos internos, son
comunes a todos los retrovirus y se denominan gag (antigeno de grupo), pol

(polimerasa) y env (envoltura). El esquema clasico de la estructura de un genoma
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retroviral contiene: 5°'LTR-gag-pol-env-LTR 3~ (fig. Al-2). Las regiones LTR (long
terminal repeat), estan implicados con la replicacion viral. El LTR 5’ esta
involucrado en los procesos de inicio y regulacion de la transcripcion viral,
mientras que el LTR 3’ participa en procesos post-transcripcionales, tales como la
poliadenilacion y produccion de transcritos virales. De los genes estructurales, el
gen gag codifica las proteinas de la capside, matriz y nucleocapside; las cuales
son derivadas de la degradacion proteolitica del la proteina Gag. El gen pol
codifica la trancriptasa reversa (RT), proteasa (PR) e integrasa (IN). El gen env
codifica las proteinas de la envoltura viral (gp 120 de superficie y gp4l
transmembranal), estas son producidas por la degradaciéon de su proteina
precursora: gpl60. En Golgi, la gpl160 es glicosilada, proceso que es requerido
para el plegado de la proteina y la obtencion de una conformacién estable.
Posteriormente en Golgi-trans la proteina se escinde por endoproteasas como
furina para dar las dos glicoproteinas asociadas por interacciones no covalentes.
El complejo env se expresa inicialmente en la superficie de la célula infectada (fig.

AI-3) (Morrow y cols., 1994; Wyatt y Sodroski, 1998).
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Figura AI-2. Organizacion del genoma del VIH-1. Se muestran los tres marcos de lectura y
pueden distinguirse cuatro regiones del genoma: (1) LTR; regiones reguladoras localizadas
en ambos extremos de las moléculas de ARN. (2) El gen gag-pol que codifica dos
precursores de poliproteinas. La poliproteina Gag incluye las proteinas de la
nucleocapside, y la poliproteina Gag-Pol comprende proteinas estructurales y tres
enzimas virales: PR, RT e IN. (3) El gen env que codifica la gp160 precusora de gp41l y
gpl120. (4) Genes accesorios del VIH-1: tat, rev, nef, vif, vpry vpu (modificado de Sierra y
cols., 2005).
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Ademas, el VIH-1 contiene en su ARN de 9.2 kB, seis genes accesorios (vif, vpu,
vpr, tat, rev y nef] que contribuyen a su complejidad genética. Tat y Rev son
proteinas reguladoras que se acumulan dentro del nicleo y se unen a regiones
definidas del ARN viral. La proteina Tat es un potente activador transcripcional
de la region promotora de LTR y es esencial para la replicacion viral (Gatignol y
Jeang, 2000). Rev activa la expresion de genes estructurales y enzimaticos e
inhibe la produccion de proteinas reguladoras, por lo tanto promueve la
formacion de particulas virales maduras (Cullen, 1998). El producto del gen nef
interviene en las senales apoptéticas para promover la producciéon del virus,
contribuye a disminuir la funcién inmune de las células infectadas mediante
regulacion negativa de la expresion de moléculas CD4, promueve el escape de las
células infectadas de los linfocitos T citotoxicos (CTLs) por regulacion negativa de
la expresion de moléculas del MHC clase I y de las células NK por regulacion
positiva del MHC-I-like. El producto del gen vpr detiene el ciclo celular de las
células infectadas en la fase G2, actia como un promotor principal en la
infeccion en macréfagos (Gallo, 2002). Vpu es importante en el proceso de
liberacion de los viriones; ademas esta involucrada en el momento en que se
degradan los complejos CD4-gpl160 dentro del reticulo endoplasmico y por lo
tanto permite reciclar gp160 para la formacion de nuevos viriones (Bour y cols.,
1995). Vif participa en los mecanismos de transporte intracelular de los

componentes virales (Cullen, 1998).

Proteinas de envoltura. El complejo de envoltura esta formado por trimeros de
gpl20 y gp41 (fig. AI-3). La gp120 media la union del virus a su célula blanco a
través de la interaccion con la molécula CD4 y un receptor de quimiocina (CXCR4
0 CCRS5). La gpl120 se divide en cinco regiones conservadas (C1-C5) que son los
sitios de contacto con gp41, y cinco segmentos variables (V1-V5) expuestos en la
superficie de la molécula (fig. AI-4A) (Modrow y cols., 1987; Willey y cols., 1986;
Burton y Pantophlet, 2006). Por su parte, la gp41 es transmembranal y participa
en la fusion de las membranas viral y celular, entre sus dominios principales esta
la secuencia conocida como péptido o dominio de fusién una region hidrofébica

rica en glicinas, dos regiones alfa hélice cada una en los extremos amino y
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carboxilo terminal entre las que se encuentra la region inmunodominante (fig. Al-

4B).

Complejo Env

gp4l
HR1

gp4l
HR2

gp4l
dominio
de fusién

Figura AI-3. Complejo gpl120/gp41 del VIH-1. Se senalan algunos de los dominios
importante en ambas proteinas (Sierra y cols., 2005).
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Figura AI-4. Representacion esquematica de A) gp120 y B) gp41. En cado caso se indican
algunos de los sitios mas importantes (modificado de Zolla-Pazner, 2004b).

Durante el proceso de infeccion, una vez que el dominio externo de la gp120 se

une con la molécula CD4 se inducen cambios conformacionales en la gp120, de
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tal forma que se expone el sitio de union al co-receptor (presumiblemente el asa
V3). La unién al cor-eceptor induce cambios conformacionales adicionales en la
gp41 que incluyen la exposicion de su péptido de fusion hidrofobico en el extremo
N-terminal que se desplaza a la membrana de la célula y después se inserta en
ella. Este proceso parece estar mediado en parte por la formacion de una
estructura trimérica helicoidal del dominio HR1 (N-terminal heptad region) de
cada uno de los tres dominios de la gp41. La subunidad de la gp41 sufre cambios
conformacionales permitiendo que una segunda region: HR2 (C-terminal heptad
region) se empaquete en la superficie de la estructura trimérica helicoidal
formando asi una horquilla (6-helix bundle) que comprende tres dominios de HR1
en el centro con tres dominios HR2 en la superficie en forma antiparalela (Moore

y Doms, 2003, Sierra y cols., 2005).
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Anexo II
Datos clinicos de los pacientes estudiados

Comentarios

Paciente Pre-TARV Pos-TARV* adicionales
CV CD4 TARV CV CD4

1 30,400 | 277 |ZDV+ddC+EFV 51,600 315

2 24,700 | 267 |ZDV+ddC+EFV 20,300 239

3 116,000 26 | ZDV+ddC+NFV 5840 136

4 750,000 42 | ZDV+ddC+NFV 119,000 169

5 494,000 | 108 |ZDV+ddC+EFV --

6 361,000 25| ZDV+ddC+EFV --

8 256,000 nd | ZDV+ddC+EFV --

9 45,500 | 299 | ZDV+ddC+NFV --

10 450,000 45| ZDV+ddC+EFV --

11 97,600 9 | ZDV+ddC+NFV --

12 366,000 58 | ZDV+ddC+NFV --

13 267,000 31| ZDV+ddC+NFV --

14 80,400 88 | ZDV+ddC+NFV --

15 200,000 99 | ZDV+ddC+NFV --

16 770,000| 137 |ZDV+ddC+EFV --

17 353,000| 138 |ZDV+ddI+EFV indetectable 298 | Excelente apego al
tratamiento  durante los
primeros dos afios cinco
meses, en este periodo su
evolucion fue a la mejoria.

18 3680 | 232 |ZDV+ddC+EFV --

19 522,000 25| ZDV+ddC+EFV --

20 750,000 | 188 |ZDV+ddC+NFV --

21 7070| 133 |ZDV+ddC+NFV --

22 202,000 57 | ZDV+ddC+NFV --

* Paciente 1 al 4 valores determinados en las semanas 12-15 de TARV. Paciente 17 valor
determinado en la semana 24 de TARV. Se reportan Unicamente los datos de los pacientes que
fueron estudiados después de la administracién de TARV.
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Anexo III

Reactividad cruzada de sueros inmunes de conejo

Las figuras AllIl-1 y Alll-2 representan la evaluacion de reactividad cruzada en
ensayo de ELISA que tuvieron los sueros de conejos inmunizados con mimoétopos

de V3. Los péptidos sintéticos usados para esta evaluacion fueron:

5125 HIV-1 subtipo B consenso tat RKKRRQRRRAPQDSQ
5128 HIV-1 subtipo B consenso tat DSQTHQVSLSKQPAS
5134 HIV-1 subtipo B consenso tat KESKKKVERETETDP
8777 HIV-1 subtipo B consenso env AKAYDTEVHNVWATH
8786 HIV-1 subtipo B consenso env NMWKNNMVEQMHEDI

El ensayo se realizé paralelamente al representado en las figuras 16 y 17, bajo las

condiciones descritas en materiales y métodos.
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Figura AIIl-1. Evaluacién de suero de conejo inmunizado con el mimo6topo CPRIMGPGC.
Las diluciones de suero usadas fueron 1:25, 1:100, 1:500.
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Figura AIII-2. Evaluacién de suero de conejo inmunizado con mezcla de mimétopos
GPGP/GQGP. Las diluciones de suero usadas fueron 1:25, 1:100, 1:500.
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Abstract

Early diagnosis and prevention of human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infection, which remains a serious public health threat, is
inhibited by the lack of reagents that elicit antiviral responses in the immune system. To create mimotopes (peptide models of epitopes) of the most
immunodominant epitope, CSGKLIC, that occurs as a loop on the envelope gp41 glycoprotein and is a key participant in infection, we used
phage-display technology involving biopanning of large random libraries with IgG of HIV-1-infected patients. Under the conditions used, library
screening with IgG from patient serum was directed to the CSGKLIC epitope. Three rounds of selection converted a 12 mer library of
10° sequences into a population in which up to 79% of phage bore a family of CxxKxxC sequences (“x” designates a non-epitope amino acid).
Twenty-one phage clones displaying the most frequently selected peptides were obtained and were shown to display the principal structural
(sequence and conformational), antigenic and immunogenic features of the HIV-1 immunodominant loop-epitope. Notably, when the mixture of
the phage mimotopes was injected into mice, it induced 2- to 3-fold higher titers of antibody to the HIV-1 epitope than could be induced from
individual mimotopes. The described approach could be applicable for accurately reproducing HIV-1 epitope structural and immunological

patterns by generation of specialized viral epitope libraries for use in diagnosis and therapy.

© 2006 Published by Elsevier B.V.
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1. Introduction

Presently, HIV continues to spread over the continents, and
has become the most dangerous slowly progressing pandemic
threat (Rambaut et al., 2004; UNAIDS, 2005). No prevention
has been found so far (McMichael, 2006) because the virus has
the unique property of escaping both natural and laboratory-
created prevention and therapeutic measures (Altman and
Feinberg, 2004). Of primary concern in the efforts to develop-
ing effective protection against HIV is the lack of peptide
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substitutes of immunodominant epitopes to reproduce the
crucial antigenic and immunogenic viral properties in experi-
ments and trials. One approach has been the use of sequences of
HIV epitopes to synthesize peptides using chemical methods. In
fact, synthetic peptides representing viral epitopes are widely
produced and used in diagnosis (Gnann et al., 1987) and in
experiments on inhibition of viral entry into the target cell
(Eckert and Kim, 2001). The major deficiency of these peptides
is that their conformations are not stable, so they are non-
homogeneous, tend to form aggregates, and, in general, do not
display the natural epitope structure—function pattern correctly
(Oldstone et al., 1991; Pan Chan Du et al., 2002). Another
approach, is to allow the anti-HIV-1 antibody itself to recognize
and select perfect peptides from vast phage epitope libraries
(Parmley and Smith, 1988; Scott and Smith, 1990; Smith and
Petrenko, 1997; see reviews Deroo and Muller, 2001; Gazarian,
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An array of phage-displayed mimetic peptides representing 18 sequences from the HIV-1
gp41 immunodominant epitope was fabricated on a nitrocellulose membrane. It used to com-
pare the antibody-binding affinity of the peptide and to monitor the immune response of four
patients prior to and after the initiation of Highly Active Anti-Retroviral Therapy in parallel
assays with several probes using near-infrared fluorescence detection. The proposed multi-

1959

plexed approach is highly sensitive, consumes less sample and can be used to analyze the

immune repertoires of virus-infected individuals.

Keywords: Gp41 epitope mimotopes / HIV-1 / Immune response / Phage display / Protein array

Miniaturized protein array technology provides many
binding reactions in a single assay and opens up new per-
spectives in the development of antigen/antibody-based
diagnostic tools. Indeed, arrays prepared by immobiliza-
tion in the solid phase, of purified antigens as capture
molecules have been successfully used to detect specific
antibodies by means of chemiluminescence or visible flu-
orescence detection [1-5]. Recently, it has been shown
that the sensitivity of the detection of interacting partners
with proteins arrayed on a NC membrane can be signifi-
cantly improved by using probes labeled with near-infra-
red fluorescent dyes [6, 7]. This is an important step to-
wards the identification of low abundance and low affinity
antigens in protein complexes or in cell extracts. In view
of the development of new applications of array technol-

Correspondence: Dr. Vehary Sakanyan, Biotechnologie, Bioca-
talyse, Biorégulation, CNRS UMR 6204, FRE-CNRS 2230, Uni-
versité de Nantes, 2 rue de la Houssiniére, 44322 Nantes, France
E-mail: vehary.sakanyan@chimbio.univ-nantes.fr

Fax: +33-251125637

Abbreviations: HAART, highly active anti-retroviral therapy;
HIV-1, human immunodeficiency virus type 1

[1 2004 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

31/10/03
17/12/03
22/12/03

Received
Revised
Accepted

ogy for biomedical research, there is significant interest
in assessing arrays of epitope-mimicking peptides dis-
played in large phage particles, such as for the analysis
of human immune repertoires in virus-infected patients.
The transmembrane gp41 protein of the Human Immuno-
deficiency Virus type 1 (HIV-1) harbors a major immuno-
dominant epitope, CSGKLIC. This epitope forms a disul-
fide-bonded loop recognized by the sera of almost all
HIV-1 of infected individuals [8-11]. Therefore, the epi-
tope has been used for the immunological diagnosis of
HIV-1 [8]. More recently, mimetic peptides of the epitope
selected from combinatorial phage-display libraries have
been used for studying HIV-1-specific humoral immunity
in patients by ELISA using microplate and dot-blot for-
mats [12, 13]. In this study, we have taken advantage of
protein array technology to assess the HIV-1-specific
immune response to the gp41 major immunodominant
epitope in patients, using its peptide mimics selected
from a phage display library as antigen. A list of the 18
sequence variations of the major immunodominant epi-
tope of gp41 used is shown in Table 1 (other mimotopes
of HIV-1 epitopes selected from the library were not stud-
ied here; Gazarian et al., unpublished data).
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