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Título:

Uso de Bibliotecas Sintéticas Combinatorias para el Desarrollo de Vacunas y

Antirretrovirales para el Tratamiento y Prevención del SIDA

Resumen:

En el año 2002, 3 millones de personas murieron como consecuencia del
síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)y se estima que 5 millones se
infectaron con el virus de Ia inmunodeficiencia adquirida humana (HIV).Hasta la
fecha no existe un tratamiento que pueda erradicar la infección en todos los
pacientes HIV“y tampoco una vacuna efectiva profiláctica o terapéutica. Las
bibliotecas sintéticas combinatorias (BSCs) son colecciones de compuestos
orgánicos, peptidomiméticos o peptídicos. Debido a su alta complejidad (miles a
millones de compuestos diferentes) son excelentes herramientas para la
identificación de compuestos capaces de alterar diferentes eventos biológicos.
En primer lugar, se estudió la capacidad de las bibliotecas de inhibir el primer
evento del ciclo replicativo de HIV-1, adsorción y entrada, en un sistema de
fusión de membranas dependiente de HIV-1 Env y receptores celulares. Los
compuestos individuales derivados de bibliotecas de piperazinas y triaminas.
mostraron actividad inhibitoria de la fusión aunque con elevada toxicidad.
También se identificaron D-decapéptidos capaces de inhibir en el rango
micromolar, la replicación de cepas de laboratorio HIV-1y un aislamiento clínico
resistente a AZT. El mecanismo inhibitoriode la replicación involucra la entrada
viral. Además, se descubrieron compuestos antagonistas de la quiomiotaxis
inducida por SDF-1a en células CXCR4‘, aunque este mecanismo no parece
estar involucrado en la inhibición de la replicación. Por otra parte. una BSC de L
nonápeptidos fue utilizada para identificar inmunógenos naturales y sintéticos
específicos para un clon de células T citotóxicas derivadas de un paciente HIVÏ
Se identificaron superagonistas capaces de estimular no sólo el clon original
mejor que el péptido natural (Gagnas), sino también clones con la misma
especificidad aislados de otro paciente HIV". También se identificaron por
primera vez, secuencias derivadas de virus heterólogos que son capaces de
estimular un clon específico para HIV-1 Gag77-35.
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Introducción general



Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV):

El virus de Inmunodeficiencia Adquirida Humana (HIV) es un lentivirus

conocido en los últimos 20 años por su asociación con el Síndrome de

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)‘. Los lentivirus constituyen una subfamilia

de Ia familia Retrow'n'daela cual incluy e un gran número de diferentes virus que

infectan un diverso grupo de especies animales. 2

El material genético de HIVestá compuesto por dos moléculas idénticas

de ácido ribonucléico (ARN) (+) de 9.8 kilobases, dentro de un core proteico de

forma cónica rodeado por una membrana viral (bicapa Iipídica) derivada de la

célula huésped. Embebidas en esta membrana se encuentran las glicoproteínas

(Env) organizadas en trímeros. Env está compuesta por dos sub-unidades:

gp120, la sub-unidad externa que reconoce los receptores celulares; y gp41, la

sub-unidad transmembrana que es capaz de insertarse en la membrana celular

y promover la fusión de membranas. Una vez en el citoplasma, la

ribonuclepcápside se desorganiza y comienza la retrotranscripción del ARN por

medio de la transcriptasa reversa con actividad ARNasa H, formando una

molécula de ADN bicatenario. Estas moléculas de ADN migran al núcleo donde

se integran al cromosoma celular. A partir de este provirus se generan ARN

mensajeros y ARN genómico viral que más tarde integrarán nuevas partículas

virales. Las proteínas de HIVson traducidas de los ARN mensajeros, algunas

proteínas requieren reordenamiento (splicing) de la molécula de ARN original.

Otras proteínas son traducidas como precursores de alto peso molecular y luego

son cortadas por proteasas. En el caso de las glicoproteínas de membrana, el

virus usa una proteasa celular, en cambio las proteínas del core se generan por

acción de una proteasa viral. La nucleocápside es liberada a través de la

membrana celular con la incorporación de las glicoproteínas de envoltura viral,

presente en la superficie celular. (Fig. 1)
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Entrada de HIV:

La entrada de HIV-1 es el primer paso de la infección y comprende

interacciones entre la glicoproteína de membrana virales y receptores celulares.

La glicoproteínas de membrana gp120 y gp41 se encuentran no-covalentemente

asociadas formando trimeros en la superficie del virión (Fig. 2a-b). La adsorción

viral es consecuencia del reconocimiento de diferentes moléculas en la

superficie viral: DC-SIGN, heparán sulfato, LFA-1 e ICAM-13“. Este evento,

independiente de CD4 esta mediado por gp120 de HIV-1.Ha sido demostrada la

importancia de estas moléculas tanto para la infección de células dendríticas

como así también para la transferencia de partículas virales a células T CD4+.El

reconocimiento específico de gp120 por CD4(Fig. 20) dispara cambios

conformacionales en la proteína viral que exponen el dominio de reconocimiento

de los correceptores. La molécula CD4 se una a gp120 con mayor afinidad que

su Iigando natural, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase ll (MHC

ll) 5. La zona de gp-120 que reconoce al correceptor está compuesto de residuos

tanto variables como constantes y posee un centro hidrofóbico rodeado por una

corona de carga positiva. La unión a los co-receptores(Fig. 2d) genera un nuevo

cambio conformacional pero esta vez en gp41 6. El ectodominio de gp41

contiene dos hélices, una cerca del amino terminal (hélice N) y otra cerca del

carboxi terminal (hélice C) (Fig. 2e). Cuando gp41 adopta la conformación

fusogénica, las hélices N y C interaccionan en forma antiparalela, formando una

horquilla. Así se provoca un acercamiento entre las regiones amino y carboxi del

ectodominio que facilita la yuxtaposición de las membranas viral y celular y la

concomitante fusión (Fig. 2f-g) 7.
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Reconocimiento de gp120 y correceptores:

Los receptores de quimioquinas CC o CXC, de la familia de receptores

acoplados a proteína G con siete dominios transmembrana, actúan como

correceptores de HIV-1 tanto ¡n vitro como ¡n vivo 6; específicamente, CCR5 y

CXCR4 son los más utilizados en la mayoría de los aislamientos clínicos. El uso

selectivo de CCR5 y/o CXCR4 determina en la mayoría de los casos el tropismo

celular de diferentes aislamientos virales. CCR5 es el correceptor principal y

persiste durante casi toda Ia infección (aislamientos R5). La aparición de

variantes virales que usan CXCR4 o ambos correceptores se encuentra

asociada a una marcada reducción en células CD4+y el concomitante avance de

la enfermedad.

El reconocimiento de gp120 y CCR5 fue estudiado extensivamente con

quimeras que comprende dominios de CCR5 y otros receptores como CCR5

murino y CCR2b que no median la entrada de HIV-1. Se determinó que varios

dominios de CCR5 contribuyen directamente con su actividad de correceptor,

destacándose el rol privilegiado del dominio amino-terminal (Nt). Con estudios

de mutagénesis dirigida, se determinó que la presencia de aminoácidos con

cargas negativas y tirosinas en CCR5 Nt (aspártico-Z, tirosina-3, tirosina-10,

aspártico-11, tirosina-14, tirosina-15 y glutámico-18) son importantes para la

entrada viral dependiente de CCR5. La sulfatación de estas tirosinas es

determinate para la interacción entre CCR5 y gp120 y Ia entrada viral. Péptidos

derivados de CCR5 Nt ricos en sulfotirosinas, pero no tirosinas o fosfotirosinas

se unen específicamente al complejo gp120-CD4. Otros dominios de CCR5

tienen funciones que son necesarias para que la entrada y fusión viral se

concrete, expresando sitios de unión secundarios a CCR5 y/o sitios necesarios

para Ia oligomerización de CCR5 a.

En estudios de quimera y mutaciones puntuales de CXCR4 se determinó

que Nt y el segundo rulo extracelular son esenciales para la función de

correceptor. pero no son usados uniformemente por diferentes aislamientos



virales de HIV-1 y HIV-2. CXCR4 con mutaciones en los residuos con carga

Asparragina-193, Arginina-183 y Arginina-188 en el segundo rulo extracelular,

pierde Ia capacidad de mediar la entrada viral. También mutaciones en Nt

abolieron la entrada viralg, donde sustituciones en aminoácidos con carga

negativa y tirosinas deprimieron la entrada viral, similarmente a Io observado en

las mutantes de Nt de CCRS 1°.

Tratamiento de la infección por HIV-1

En Ia actualidad es de consenso general que el efecto de Ia asociación de

dos o más medicamentos antirretrovirales es superior al empleo de uno sólo

(monoterapia), e incluso que el tratamiento combinado con tres drogas es

superior a Ia combinación de sólo dos. No existen sin embargo estudios claros

que demuestren cuál es la combinación de antirretrovirales más idónea. Se

están utilizando combinaciones de 2 inhibidores de la transcriptasa inversa

análogos de los nucleósidos solos o combinados con un inhibidorde la proteasa.

Las combinaciones que se utilizan en la actualidad son numerosas; muchas de

ellas incluyen 3TC con otro inhibidor de la transcriptasa o con un inhibidor de Ia

proteasa; algunas combinaciones mantienen AZT o d4T por su buena

penetración en el sistema nervioso central. También se están ensayando

combinaciones diferentes de 2 inhibidores de la proteasa. La evolución de los

marcadores de progresión, especialmente Ia carga viral y el número de linfocitos

CD4"/mm3 de sangre, y los tratamientos con antirretrovirales que previamente

haya recibido son de trascendental importancia en el momento de decidir cuál es
11. Desde el comienzo del uso de lasla terapia apropiada para un paciente

drogas que antagonizan específicamente Ia transcriptasa reversa y la proteasa

viral, las muertes por HIVhan declinado marcadamente 12.Además del costo del

tratamiento combinado, existe una acentuada preocupación por la aparición de

cepas resistentes a estas drogas, como así también por los efectos a largo plazo

del uso de los inhibidores de proteasa, específicamente, debido a la pobremente

elucidada alteración en el metabolismo de lípidos.



El tratamiento con estas drogas aún no puede erradicar el virus

permanentemente en todos los pacientes, por Io tanto es necesario generar

nuevos compuestos que permitan tratamientos a largo plazo minimizando

efectos colaterales en los pacientes. Nuevas drogas están siendo desarrolladas

para bloquear diferentes pasos del ciclo viral. Por ejemplo: inhibidores de

entrada y fusión. desnudamiento del virión, retrotranscripción, actividad de

ARNasa. importación al núcleo del ADN, integración del ADN y clivage de

proteínas por la proteasa viral 13(Figura 1). En marzo de 2003 fue aprobada por

el Food and Drug Administration (FDA) la primera droga que antagoniza la

entrada de HIV-1,un polipéptido de 36 amino ácidos, llamado T20, que debe ser

inyectado dos veces al día 13.

Vacunas para HIV:

Más allá de los grandes avances en el tratamiento antirretroviralde pacientes

HIV+'el desarrollo de una vacuna que permita prevención y tratamiento es

inminente para una efectiva intervención global.

Actualmente, diferentes tipos de estrategias son usados para el

desarrollo de vacunas para HIV. Todas ellas buscan generar una respuesta

inmune específica para las proteínas de HIV.Esta respuesta inmune puede ser

mediada por anticuerpos neutralizantes, virólisis, citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpo y/o citotoxicidad producida por células T. Para

generar esta respuesta inmune se usan partículas (virus inactivado o pseudo

virus), proteínas recombinantes, péptidos sintéticos, vectores virales y

bacterianos recombinantes (vaccinia Ankara modificado (MVA), canarypox,

fowlpox, adenovirus, Semiliki Forest Virus, Salmonella, VSV, Venezuelan Equine

Encephalitis, etc), virus vivos atenuados, inmunización mediada por ADN y

también combinaciones de proteínas y vectores, ambos recombinantes.14 Sin

embargo, la frecuencia y potencia de la respuesta humoral y celular generada

por estas vacunas no es suficiente para controlar la infección o prevenir nuevas

infecciones 15.



A principios de 2003 se conocieron los primeros resultados del primer

estudio clínico de fase Ill de una vacuna para HIV. El principal componente de

esta vacuna, llamada AidsVax, es gp120 producida en células de ovario de

hámster genéticamente modificadas. Fue diseñada para generar anticuerpos

neutralizantes dirigidos contra la proteína de envoltura de sólo dos cepas de

subtipo B, el cual es el más prevalente en Norteamérica y Europa. En Argentina,

se encuentra polarizado entre subtipo B en hombres que tienen sexo con

hombres y el subtipo F que es más prevalente en hombres y mujeres

heterosexuales 16. AidsVax fue ensayada en un grupo de más de 5000

individuos HIVnegativos. Los resultados sugieren que la vacuna falló en reducir

significativamente el número de infecciones en el grupo vacunado comparado

con el grupo placebo.

Ha sido demostrado en reiteradas oportunidades que Ia respuesta

inmune llevada a cabo por células T CDS+ citotóxicas (CTC) es de vital

importancia para el control de la infección por HIV 17.Por ejemplo, el 5% de la

cohorte de prostitutas de Nairobi que se mantienen seronegativas, presentan

una fuerte respuesta de CTCs 1°. Otras evidencias de Ia importancia de Ia

respuesta inmune celular están dadas por la coincidencia en la aparición de

CTCs y la desaparición de la viremia en la primer fase de Ia infección y más

tarde, la desaparición de CTCs correlaciona con el avance final de la

enfermedad 192°.Por otra parte, el aislamiento de mutantes de escape de CTCs,

también demuestra que Ia respuesta inmune celular puede constreñir la

replicación viral 21.Recientemente, en un estudio de drogadictos endovenosos,

expuestos mas no infectados, se detectó la presencia de una respuesta celular

CDB+ que correlaciona con la continua protección contra el virus 22.Por lo tanto

Ia inducción de una respuesta celular fuerte y sostenida es de capital

importancia para el desarrollo de una vacuna efectiva para la prevención y

tratamiento de la infección por HIV.



Bibliotecas sintéticas combinatorias

¿Qué son las bibliotecas sintéticas combinatorias (BSC) ?

Las BSCs son colecciones de compuestos orgánicos, peptidomiméticos o

peptídicos que pueden ser ensayados como mezclas. Los compuestos

individuales que conforman cada mezcla, no se encuentran anclados a ningún

soporte sólido. Por lo tanto, el uso de estas bibliotecas es comparable a la

búsqueda de compuestos activos en extractos naturales o en sobrenadantes de

cultivos. Las bibliotecas peptídicas usan aminoácidos como unidades de síntesis

y de diversidad, el numero de residuos en cada colección es constante

(biblioteca 4-mer. biblioteca 5-mer, etc.). Por otra parte. las bibliotecas

peptidomiméticas, fueron generadas modificando enlaces peptídicos por

alquilación y/o reducción, aumentando de esta manera la diversidad 23'24'26.Las

bibliotecas heterocíclicas fueron generadas ante la necesidad de descubrir

nuevos compuestos de bajo peso molecular que sean capaces de ser

incorporados vía oral y/o cruzar la barrera hematoencefálica.

¿Cómo se sintetizan las bibliotecas sintéticas combinatorias?

El método utilizado para la síntesis de las BSCs, se denomina “bolsas

de té”, desarrollado originalmente por el Dr. Houghten 27. La resina. el soporte

sólido, se introduce dentro de una bolsa de polipropileno, (malla 74um) que

permite Ia entrada y salida de los reactivos y disolventes utilizados durante la

síntesis. EI procedimiento de síntesis consiste en realizar etapas sucesivas de

lavados y desprotección del grupo a-amino. AIfinal de la síntesis se procede a la

escisión de los compuestos anclados a Ia resina utilizando un sistema de

escisión múltiple de HF anhidro. Cada mezcla de la biblioteca que incluye miles

a millones de compuestos individuales requiere de una bolsa de té para su
síntesis.

Los diferentes residuos deben ser incorporados durante Ia síntesis de

manera equimolar. Para solucionar este problema se deben ajustar las

10



proporciones relativas de los diferentes compuestos a incorporar, añadiendo en

Ia reacción una mayor cantidad de los residuos que se acoplan más lentamente.

Este método permite obtener alto número de compuestos en una

única síntesis. Los ensayos biológicos se realizan con estas mezclas de

compuestos. Luego de conocer qué mezclas son activas de procede a la

deconvolución de la información usando un sistema de Barrido Posicional (BP),

detallado a través de un ejemplo en la próxima sección.

¿Cómo se identifican los compuestos individuales?

Para poder identificar compuestos individuales dentro de las mezclas, se

usa el formato de Barrido Posicional de BSC’s (BP-BSC) 2° que consiste en

organizar las bibliotecas de tal forma que una posición está definida y las otras n

posiciones están compuestas por mezclas. Por lo tanto al hacer el BP se

desenmascara cuales son los residuos óptimos en cada respectiva posición de

Ia molécula. Para ilustrar Ia estrategia de barrido posicional, en la figura 3, se

encuentra descripta una BP-BSC compuesta de tripéptidos. Cuatro diferentes

aminoácidos (A, R, T y W) son incorporados en cada una de las tres diferentes

posiciones. La diversidad entonces es 64 (43:64). En cambio, cuando

organizamos los mismos péptidos bajo una forma de BP queda reducido a sólo

12 mezclas (4 aminoácidos X 3 posiciones). Cada una de ellas compuesta por

16 péptidos individuales, tal como se muestra debajo de cada mezcla en al

figura 3. La posición O está definida con uno de los 4 aminoácidos mientras que

las otras dos posiciones son mezclas (X)de los mismos 4 aminoácidos. (Fig. 3)



BP-BSC Tripéptldos
Figuraa

3¡uh-blblloben con4 muelle ud- una
Amlne toldos on onda ponlolón: A.R. T. w

4’ I C4péptido. en ll blbllobu
4' I 1Bpéptidos on anda mezcla

Suh-hlbllobol‘lzo X X Sub-blbllobelz: X 0 X Sub-blbllobeaaz X x O

Mezcla1 Muela 2 Much J Muela l Moul- 5 unen O muela 7 mul- I Muel- I Muel- lo ¡bull 11 Muela 12Axx nxx TXX wxx XAX xax x'rx xwx XXA xxn xx'r xxw
AAA nAA TAA WAA AAA AnA A A AWA AAA AAR AAT AAW
AAR RAR TAR WAR AAR Ann ATR AWR ARA ARR ART Anw
AAÏTAT WAT AAT An'r ATT AWr ATA A‘I’R AÏT ATW
AAW RAW TAW WAW AAW Anw ATW AWW AWA AWR AWT AWW
ARA RRA TRA WRA RAA RRA RTA RWA RAA RARRAWAnn unn tan WRR RAR nan RTR RWR RnA RRR -- RRW
ART nn'r 'rnr WRT [minar a'rr RWï RTA RTR RT‘I’ RTWAnw KRW TRW WRW Aw Raw RTW RWW RWA an RWT RWW
ATA RTA TTA WTA TAA TRA TTA TWA rAA 'rAn TAT ÏAWA'rn n‘rR T'I'R WTR rAn ran r'rn TWR TRA TRR ïn'r anATT n11 r'r'r WTT TAT rar 11'1' TW'r TTA Tra 'r'rr TTW
Arw nTw 71W WTW TAW raw r'rw TWW TWA Twn 'rwr TWW
AWA RWA TWA WWA WAA wnA WTA WWA WAA WAR WAT WAW
AWR RWR 'rwn WWR WAR WRR WTR WWR WRA WRR WR'r WRW
AW'r RWT TWT WWT WAT wnr WT'I’ WWT WTA wrn WTT WTW
Aww nww rww WWW WAw wnw WTW WWW WWA wwn WWT WWWE Ü H

n -< > I
-< F > z -4

í

S'ntuildepepvdoaW matandoth lascombnuicna«mmum Inmuelnmh¡cum

RAT

En este ejemplo asumimos que RAT es el tripéptido más activo. En cada

una de las tres sub-bibliotecas (OXX, XOX y XXO) RAT es responsable de Ia

actividad medida. En consecuencia, RXXen la primera sub-biblioteca, XAXen Ia

segunda y XXT en la tercera. serán las mezclas que mostrarán actividad.

Entonces de acuerdo a los principios de selección de BP, R será el residuo

elegido para la primera posición, A para la segunda y T para la tercera. Así, RAT

será el péptido óptimo para Ia actividad medida. En Ia mayoría de los casos, más

de una mezcla suele producir actividad. para una determinada posición. Por

ejemplo si Ia mezcla número 12 (XXW)hubiese producido señal (W definida en

Ia tercera posición), dos serían los péptidos a sintetizar: RAT y RAW. Este es un

sencillo ejemplo de la organización de BP-BSC y Ia identificación de ligandos

activos. El concepto descripto es aplicable a todas la BSC ordenadas en formato

de Barrido Posicional, es decir con posiciones definidas y variables.

Para cumplir con los objetivos del trabajo se utilizarán diferentes

bibliotecas de acuerdo a Ia necesidad de cada uno de los ensayos, todas ellas
ordenadas en formato de BP.



Obietivos

El principalobjetivo de esta tesis es descubrir nuevos compuestos que

sirvan para controlar y/o prevenir Ia infección por HIV usando bibliotecas

sintéticas combinatorias.

En el primer capítulo se describe el uso de bibliotecas combinatorias

para identificar inhibidores del evento de AFE de HIV 29. Para obtener estos

nuevos compuestos, se utilizó un ensayo de fusión de membranas basado en

proteínas recombinantes expresadas por diferentes virus vaccinia. El sistema

utiliza un gen reportero Lac Z que se activa cuando se produce Ia fusión entre

las células efectoras y blanco. Estos nuevos compuestos, no sólo aportarán

información sobre la interacción entre las proteínas virales de membrana, sus

receptores y correceptores, sino también podrán ser utilizados terapéuticamente

para el tratamiento de Ia infección por HIV.

Por otra parte. en el segundo capítulo del trabajo se utilizan bibliotecas

combinatorias peptídicas (9mer) para diseccionar la especificidad de un clon

CTLs CD8+ específicas para HIV-1 Ga977-85. Este clon reconoce

específicamente células infectadas con HIVy fue aislado de un paciente HIV“.

De esta manera se busca identificar péptidos naturales y sintéticos capaces de

inducir una respuesta inmune más fuerte y duradera que la que se produce en Ia

mayoría de los individuos HIV‘”.
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Capítulo 1

Desarrollo de nuevos antagonistas de

Anclaje-Fusión-Entrada (AFE) de HIV-1



Introducción

La mayoría de las terapias para el control de Ia infección por HIV-1están

dirigidas hacia la transcriptasa reversa (RT) y la proteasa viral. Por lo tanto, es

necesario el descubrimiento de nuevas drogas que bloqueen Ia inhibición de

otros pasos del ciclo de vida del virus. Esta necesidad de nuevas terapias

antirretrovirales se refuerza por el hecho de que los inhibidores de RT y proteasa

no pueden erradicar totalmente HIV-1en todos los pacientes infectados 1, como

así también por sus efectos colaterales y la creciente transmisión de cepas

resistentes 2'3.

EI anclaje y fusión son los primeros eventos del ciclo infeccioso de HIV-1.

Los inhibidores de AFE, pueden actuar directamente desorganizando el

complejo formado por gp120/CD4/correceptor, como así también impidiendo los

cambios conformacionales en el complejo trimérico de gp41 4‘5.En los últimos

años varios inhibidores de AFE para HIV-1 han sido descriptos. Éstos incluyen

compuestos polianiónicos 7, derivados de Iectinas a, de albúmina 9, de

1°; como así también, péptidos lineares "'16triterpenos o pseudopéptidos,

modificados para presentar una estructura más rígida 17. También han sido

descubiertos inhibidores específicos de la interacción entre gp120 y los

correceptores. Inhibidores de la interacción de gp120 con CXCR4 incluyen

compuestos de características catiónica, ALX 40-4C (poli-9 D-arginina) 18,

AMD3100 19, D-péptidos derivados de SDF-1o2°, el L-péptido T22

(RRWCYRKGYCYRKCR) 21 y un L-decapéptido (LGRFKHTDACCRTHD)

derivado del veneno de abejas”. La interacción con CCR5 también puede ser

bloqueada con: AOP-Rantes 23,una quiomioquina modificada; PRO 140 24.un

anticuerpo monoclonal; Tak-779 25 o SGH-351125 26. Por otra parte, T20, un

péptido compuesto por 36 L-aminoácidos derivado de gp41 previene los

cambios conformacionales 27necesarios para la fusión de la membrana celular

con la viral impidiendo Ia interacción de las regiones N y C de gp41. T20 es un

potente inhibidor de Ia replicación de HIV-1 ¡n vitro 11e¡n vivo. En pacientes HIV

1+, la terapia antirretroviral con T20 redujo los niveles de replicación a niveles
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indetectables 27.Además, su efectividad también fue demostrada en estudios

clínicos que incluyeron pacientes HIV-1+infectados con cepas resistentes a

inhibidores de proteasa y/o inhibidores de Ia transcriptasa reversa. El estudio

TORO 2 (T-20 vs. sOIo Régimen Optimizado 2) comparó Ia efectividad de T-20

en conjunto con una terapia optimizada de inhibidores de proteasa y de

trancriptasa reversa para cada paciente versus Ia terapia optimizada sola. Los

pacientes que recibieron T-20 además de una terapia optimizada con

antirretrovirales, presentaron reducción significativa en Ia carga viral y un

incremento significativo en el número de células T CD4+, comparado con el

grupo que recibió solamente Ia terapia optimizada 28. Estos resultados clínicos

refuerzan el interés por el descubrimiento de nuevos antirretrovirales inhibidores

del AFE de HIV-1, ya que presentan efectividad aún en pacientes con cepas

resistentes a otros antirretrovirales.

Ha sido demostrado que compuestos de bajo peso molecular son

capaces de inhibirel proceso de AFE de HIV-1.La estructura cristalina de gp41

contiene tres importantes concavidades que pueden acomodar moléculas de

aproximadamente 500 Daltons que bloquean la fusión de HIV-1 29.

Recientemente, fueron también descubiertos, pequeños bolsillos dentro de Ia

región transmembrana del correceptor CCR5, donde encastra TAK-779, un

inhibidor de la formación del complejo gp120/CD4/CCR5 3°“. La mayoría de las

drogas usadas clínicamente tienen un peso molecular menor a 1000 Daltons y

muchas de ellas contienen múltiples funcionalidades amino 32.En Torrey Pines

Institute se han desarrollado diferentes bibliotecas de pequeñas moléculas

derivadas de poliaminas sintetizadas en fase sólida. Dos de ellas, con estructura

33'34, concentral de di-etilen-triamina o 2,3 di-oxo-piperazina 1,4,5-trisustituída

peso molecular de aproximadamente 500 Daltons, fueron usadas en este

proyecto para eI descubrimiento de nuevos inhibidores de Ia entrada de HIV-1.

También debido al suceso clínico obtenido con el tratamiento con el péptido T20

de 36 L-aminoácidos, se usó una biblioteca de decapéptidos compuesta por D

aminoácidos. Una de las principales ventajas cuando se consideran D-péptidos
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como potenciales agentes terapéuticos es su mayor biodisponibilidaddebido a la

resistencia a la degradación por proteasas en contraposición con L-péptidos.

Hasta la fecha, T20 es la droga más cara para el tratamiento de HIV-1 con un

costo de USD 20.000 por año. Debido a su longitud, su síntesis y purificación es

cara y Iaboriosa. Por lo tanto, D-decapéptidos, por su reducido tamaño, son

excelentes candidatos para el descubrimiento de nuevos compuestos

terapéuticos con menor costo de producción 35.

En este capítulo se describe el tamizado de diferentes bibliotecas

peptídicas y no peptídicas con el objetivo identificar inhibidores de AFE de HIV

1. Se utilizaron dos sistemas de fusión de membranas dependientes de HIV-1

Env, uno con fusión dependiente de CD4-CXCR4 y el otro dependiente de CD4

CCR5. CCR5 y CXCR4 son receptores de quimioquinas, tienen siete dominio

transmembrana y se encuentran acoplados a proteína G. CCR5 y CXCR4 son

los correceptores observados más frecuentemente en aislamientos virales

clínicos. Por lo tanto, usando ambos ensayos de fusión de membranas

dependientes de gp120/CD4/CCR5 y gp120/CD4/CXCR4, para el tamizado

permitirá identificarcompuestos que bloquean los diferentes pasos de la entrada
de HIV-1desde la adsorción hasta la fusión de las membranas.



Métodos:

Medios de cultivo

DMEM-B: Dulbecco Modified Eagle Media suplementado con 8% suero

fetal bovino, 2mM L-glutamina, 10mM HEPES, 50uM B-mercaptoetanol, 5U/ml

penicilina y 50ug/ml estreptomicina. DMEM-2.5, tiene Ia misma composición

pero con sólo 2.5% de suero fetal bovino.

RPMI-10: RPMI 1640 suplementado con 10% suero fetal bovino, 2mM L

glutamina, 10mM HEPES, 50uM B-mercaptoetanol, 5U/ml penicilina y 50ug/ml

estreptomicina.

Líneas celulares

HeLa, HeLa CD4+ 36, ue? CD4+ CXCR4+, ue7 CD4+ CCRs+ 37 fueron

obtenidas del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. 293T y

HOS-CCR5 3° fueron gentilmente proveídas por el Dr. Landau (Salk Institute).

CCRF-CEM fueron compradas del American Type Culture Collection (ATCC).

DMEM-8fue utilizado para expandir las diferentes líneas celulares.

Bibliotecas de pegueñas moléculas:

Di-etilen-triamina o 2,3 di-oxo-piperazina 1,4.5-trisustituída fueron usadas

como esqueletos para construir dos bibliotecas de pequeñas moléculas (peso

molecular e500 daltons). En las posiciones de diversidad R1 y R2 fueron

acoplados 29 y 27 aminoácidos (naturales y sintéticos), respectivamente (Tabla

1). En cambio para Ia posición R3fueron elegidos 40 ácidos carboinicos. Cada

biblioteca contiene 31.320 (29X27X40) compuestos individuales, agrupados en

forma diferente en tres sub-bibliotecas, cada una integrada por los mismos

31.320 compuestos. Fueron tamizados un total de 96 mezclas (29+27+40) por

biblioteca. Todos los compuestos de la biblioteca se encuentran en suspensión,
3en aproximadamente Ia misma concentración 9 y en formato de barrido
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posicional 4°,tal como fue descripto en la introducción general.

Tabla 1. Bibliotecas no e tldicas.
BP-BSC Sub-biblioteca 1 Sub-biblioteca 2 Sub-biblioteca 3

di-etilen-triamina 1

H LI H x1 | H X1 I3

xVNYxN NHXaVN NJVNH .JVNka/NH

2.3 di-oxo- O O 1 O O x1 O O x1

Piperazina1.4.5- x3\NHN*<Í X3\NHN-<_ .3\NHN-<_
‘tn’sustitulda 7-] N5 7-] NU 24 NU

x2 x2

Número de 29 27 40
mezclas
Número de 27 x 40 = 1,080 29 x 40 = 1,160 27 x 29 = 783
compuestos por
mezcla
O" representa una funcionalidad definida, común a todos los compuestos presentes en
una mezcla; X" representa una mezcla aproximadamente equimolar de todas las
funcionalidades usadas para construir la biblioteca en una posición determinada.

Nomenclatura de los aminoácidos:

Para este trabajo se utilizóel código de una letra para denominar alos 20

aminoácidos naturales, en su conformación dextro-giro, se utilizaron letras

minúsculas para diferenciarlos de los L-aminoácidos: a. D-alanina; c, D-cisteína;

d, D-ácido aspártico; e, D-ácido glutámico; f, D-fenilalanina; g, glicina; h. D

histidina; i, D-isoleucina; k, D-Iisina; l, D-leucina; m. D-metionina; n, D

asparragina; p. D-prolina; q, D-glutamina; r, D-arginina; s, D-serina; t, D

treonina; v, D-valina; w, D-triptofano e y, D-tirosina.

Biblioteca peptídica (0X9):

La Biblioteca Sintética Combinatoria (BSC) de D-decapéptidos, está

organizada también en formato de barrido posicional (BP) y está compuesta por

10 sub-bibliotecas. Cada una de ellas consiste en 20 mezclas separadas con

una posición definida “o”y nueve posiciones m definidas “x”(oxxxxxxxxx-NHzto

XXXXXXXXXO-NHz),en total de 200 (10X20) mezclas (Figura 1) 4°. Todos los 20

aminoácidos naturales en su conformación D, fueron usados en las posiciones

definidas “o”, sin embargo D-cisteína fue omitida en las posiciones m definidas
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“X”. Así, cada mezcla contiene 199=3.2x1o11 diferentes decapéptidos

individuales, cada uno presente en aproximadamente la misma concentración

(5.2fM). La BP-BSC (10mer) contiene en total 6.4x1o12 (20x199) diferentes

decapéptidos. Cada péptido se encuentra acetilado en el amino-terminal y
amidado en el carboxi-terminal.

Figura 1.
Bibliotecade D-decapéptidos organizada en forrmto de barrido posicional

Sub-Bibi. Pos 1

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

Sub-Bibi.

12345678910

Ensayo de fusión de
membranas:

Para poder
identificar inhibidores de la

entrada de HIV-1se utilizó

sistema de fusión

de

proteínas Env de HIV-1

un

dependiente las

Figura 2. Ensayo de fusión de membranas dependiente
de Env HIV-1

Células efectoras
[imitan la membrana de HIV-1]

RNApoiimerasa de T7

Células blanco

Promotor T7 - lac z

¡ya HlV-1
CD4_> I!

co-receptor

Sistema X4: HIVEnv Illb, co-receptor CXCR4
Sistema R5 : HlVEnv JR-FL, co-receptor CCR5
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41. Este sistema consiste en dos diferentesdesarrollado por el Dr. Berger

poblaciones celulares; las efectoras que expresan HIV-1 gp120-gp41 y las

células blanco que expresan CD4 y el correspondiente correceptor (CCR5 o

CXCR4) (Figura 2). Cuando estas poblaciones entran en contacto luego del

reconocimiento específico entre proteínas virales y receptores, se produce la

fusión de las membranas. Dos diferentes genes env fueron expresados en dos

grupos de células efectoras usando virus vaccinia como vector. Los virus

vaccinia utilizados llevan el gen env de HIV-1 JRFL (R5) o HIV-1 lllb (X4), río

abajo de un promotor temprano de vaccinia. De esta manera el ensayo fue

desdoblado en dos, que serán denominados sistema R5 y sistema X4. También

usando virus vaccinia se introdujo en las células efectoras el gen de la RNA

polimerasa del fago T7, río abajo un fuerte promotor de vaccinia. En cambio, en

las células blanco se introdujo el gen lac z bajo el control del promotor T7. De

esta manera Ia B
_ Figura 3. Deteoclón dela fusión de membranas

galactosrdasa se

expresará como gen "wmy'fim’
, . O o

reporterosolodespues .- —, OOO
. Transcripción +traducclón o O

del evento de fusrón de demzáhalmldm 1_“slsoelum
membranas (Figura 3). 2' CPRG.

. o
La cantidad de [3- o . .0.

. . o o ""_'—' OQ
galactosrdasa producrda ¿)Ó o
sera cuant'ficada Cuantificacióncolorimétrica

. . ., del uctomidiendo una reaccron pm

colorimétrica, usando clorofenol rojo-B-D-galactopiranósido (CPRG) como

sustrato.

Para el ensayo de fusión de membranas X4 se utilizaron células HeLa

como efectoras y HeLa CD4+ CCR5' como blanco, estas células expresan

constitutivamente CXCR4. En el ensayo de fusión de membranas R5, también

se usaron células HeLa como efectoras, pero como blanco se utilizaron HOS

CD4+CCR5+ CXCR4', que es una línea de osteosarcoma CXCR4' transfectada

con los genes codificantes de CD4 y CCR5. Como control negativo se usó un
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Tabla 2 .Virus vaccinia - Ensayo de fusión de membranas
Células Vaccinia lnserto

Sistema X4 Efectoras vSC-60 env HIV-1 IIIB

vP11gene1 T7 RNA polimerasa
Control no clivable VCB-16 env UNC HIV-1W

Vp11gene1 T7 RNA polimerasa
Blanco vCB-3 CD4 humano

vCBZ1R-LacZ gen Lac Z
Sistema Efectoras VOB-28 env JRFL

R5 VP11gene1 T7 RNA polimerasa
Control no clivable VOB-16 env UNC HIV-1 IIIB

vP11gene1 T7 RNApolimerasa
Blanco vCB21R-Lacz gen Lacz _

vaccinia que incluye el gen env de HIV-1 Illb con una mutación puntual que no

permite Ia escisión de gp160; impidiendo así, Ia expresión del complejo gp120 y

gp41 en Ia superficie celular. Los virus vaccinia utilizados se encuentran

detallados en la tabla 2.

Después de infectar las células con los correspondientes virus vaccinia y

permitir la expresión de las proteínas recombinantes en las membranas

celulares. incubándolas a 37°C por 14-20hs, las células efectoras y blanco

fueron diluídas en DMEM-2.5 a una densidad final de 2x106 células/ml para el

sistema R5 y 6x105 células/ml para el X4. Las células efectoras y blanco (25ul

cada una) fueron dispensadas en los pocillos de una placa de poliestireno de 96

pocillos de 1/2área (half area plates) de fondo plano. Estos pocillos habían sido

cargados previamente con 50pl de las bibliotecas o compuestos individuales en

diferentes concentraciones a ensayar. EI control positivo (4 pocillos por placa)

contiene solo las dos poblaciones celulares con medio de cultivo (100% fusión) y

el control negativo (4 pocillos por placa) contiene además de las células blanco,

efectoras que expresan el Env mutado no clivable (0% fusión). Las muestras

fueron ensayadas en duplicados. Las placas fueron centrifugadas a 4009 por

2min e incubadas por 3hs a 37°C. El tamizado o “screening” de las bibliotecas

compuestas por di-etilen triaminas, 2,3 di-oxo-piperazina 1,4.5-trisustituídas y

D-decapétidos fueron ensayadas a 25, 2.5 y 100uglml, respectivamente.
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Para ensayar la actividad de B-galactosidasa producida como

consecuencia de Ia fusión de las células efectoras y blanco, 25pl de Tween-20

2% vol/vol fueron agregados a cada pocillo para lisar las células. Luego de

mezclar por pipeteo, las placas fueron sometidas a dos ciclos de congelado y

descongelado para facilitar la lisis celular. 25pl del Iisado fueron transferidos a

otra placa similar a las usadas en el ensayo, donde 25u| del sustrato para la B

galactosidasa CPRG 2X (16mM clorofenol rojo-|3-D-galactopiranósido, 0.12M

NazHPO4-H20, 0.08M NaHzPO4-H20, 0.02M KCI, 0.002M MgSO4) fueron

agregados para generar una reacción colorimétrica. La densidad óptica a 570nm

fue medida y el porcentaje de inhibición fue calculado relativo al control positivo

en cada placa. La |C5o (concentración en Ia mezcla o compuesto individual

necesaria para inhibir 50% de Ia actividad fusogénica) fue determinada usando

de cinco a ocho concentraciones de cada compuesto derivadas de diluciones

seriales en dos y ajustando estos datos en una curva sigmoidea de pendiente

variable con Ia ayuda de un programa de ajuste de curvas de gráficos científicos

(GraphPad Prism).

Ensayo de replicación:

Las siguientes cepas de HIV-1 fueron usadas para los ensayos de

replicación: lllb (X4), JRCSF (R5), A828 (R5) 42, SF162 (R5) y SF2 (X4R5).

Estos virus fueron propagados y cuantificados utilizando células mononucleares

de sangre periférica (PBMC) aisladas de dadores HIV-1negativos preactivadas

con lL-2. Para cuantificarlos se utilizó el método de dilución limite, que expresa

el resultado en dosis infectivas por ml (DI/ml). Dos línea celulares de

astroglioma, U87 CD4+ CCR5+ y CD4+ CXCR4+, fueron usadas como blanco de

la infección para los virus R5 y X4, respectivamente. Las células U87, en su fase

logaritmica de crecimiento, fueron despegadas con tripsina/EDTA y

resupendidas a una concentración de 50.000 células/ml en DMEM-10. 200pl

fueron sembrados en una placa de 96 pocillos de fondo plano e incubadas 37°C,

7% COz, durante la noche. AI día siguiente, el medio fue removido de cada

pocillo y las células fueron primero pre-incubadas por 1 h 37°C con diluciones
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seriales de los compuestos a ensayar para luego ser infectadas con HIV-1

(multiplicidad de infección = moi = Dl/n° de células = 0.01). AI día siguiente cada

pocillo fue lavado tres veces con 200u| de DMEM-10,a 37°C y se repusieron los

inhibidores en las mismas concentraciones diluidos en DMEM-10en un volumen

de 200ul. EI péptido T20 o AZT (1uM), fueron usados como control de Ia

inhibición de Ia replicación. Las placas fueron incubadas por 7 días 37°C en una

atmósfera de 7% 002, y 50u| de los sobrenadantes fueron ensayados para

detectar la presencia de la proteína de la región Gag de HIV-1,p24, usando un

kit comercial de Elisa (Perkin Elmer, Life Sciences) y los valores de lC50fueron

calculados ajustando estos datos en una curva sigmoidea de pendiente variable

con Ia ayuda de un programa de ajuste de curvas de gráficos científicos

(GraphPad Prism).

Los ensayos de replicación de compuestos individuales derivados de

triaminas o piperazinas, fueron efectuados infectando PBMCs preactivadas en

lugar de línea celular U87.

Ensayo de entrada con virus pseudotipado

Para poder evaluar el evento de fusión independientemente de los otros

sucesos que ocurren durante el ciclo replicativo de HIV-1, se utilizó un método

43. EI virus NL4-3 sólo puedeque incluye HIV-1 pseudotipados defectivos

realizar un único ciclo de replicación ya que se le introdujo una mutación que

cambia el marco de lectura de Env, también lleva una inserción de luciferasa en

el gen nef que se expresa después de Ia entrada del virión. Para producir los

virus pseudotipados, se transfectaron células 293T con 10ug del DNA del clon

molecular de HIV-1 NL4-3 (pNL4-3-Luc-R-env-) y 10ug del correspondiente

plásmido de expresión de Env. La transfección fue realizada en placas de Petri

de 10mm de diámetro usando un kit (Pro-fection, Promega) basado en fosfato de

calcio. 48hs después de Ia transfección los sobrenadantes fueron filtrados

(0.2um) y titulados cuantificando Ia proteína p24 de HIV-1 con un kit comercial

de Elisa (Perkin Elmer, Life Sciences). Así, se generaron 4 grupos de virus NL4
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3 defectivos que difieren sólo en Ia proteína de envoltura: JRFL y ADA (R5), JC2

(X4) y VSV (envoltura del virus de Ia estomatitis vesicular vacuna) como control

de especificidad. La entrada de VSV es dependiente de fosfatidiI-serina e

independiente de CD4 y de los receptores quimioquinas.

En una placa de 96 pocillos de fondo plano se sembraron 10,000 U87

CD4+ CCR5+ o 10,000 U87 CD4" CXCR4*, de acuerdo al tropismo del virus a

ser ensayado, en DMEM-8.Las infecciones con el virus pseudotipado con VSV,

fueron efectuadas en las células U87 CD4+ CXCR4". Las células fueron

infectadas el día siguiente con (10-40ng de p24) con diluciones de los

compuestos a ensayar. Como control para 100% entrada se usó sólo DMEM-8y

para 0% entrada se usó el péptido T20. 24hs más tarde los sobrenadantes

fueron removidos y se agregaron 200u| de medio fresco DMEM-8.A diferencia

de los experimentos de replicación aquí no se repusieron los inhibidores

después de la infección ya que lo virus son defectivos, por Io tanto incapaces de

producir nuevas partículas virales. Luego de 48hs los sobrenadantes fueron

aspirados con una pipeta automática multicanal y cada pocillo fue lavado con

200u| de solución salina balanceada Hank’s y se agregaron 100u| del buffer de

lisis (Promega), seguido por un ciclo de congelado y descongelado para

favorecer Ia lisis celular. 20u| del Iisado fueron transferidos a una placa negra de

96 pocillos con la adición de 75u| del sustrato de Iuciferasa (Promega) y Ia

emisión de luz fue medida con un Iuminómetro (VICTOR - Wallac 1420 —

Multilabelcounter). Nuevamente, los valores de IC5ofueron calculados ajustando

estos datos en una curva sigmoidea de pendiente variable con la ayuda de un

programa de ajuste de curvas de gráficos científicos (GraphPad Prism).

Ensayo de toxicidad:

La potencial toxicidad de las mezclas o compuestos individuales fue

evaluada utilizando 3-[4,5-di-metiI-tiasoI-2-i|]-2,5-di-feniltetrazolio (MTI') en un

ensayo de reducción colorimétrico. En una reacción catalizada sólamente por

células vivas, MTTforma un precipitado de formazán que puede ser cuantificado
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por absorbancia a 570nm. El ensayo se realizó en todas las células usadas en

los diferentes ensayos. Una solución de 5mg/ml de MTl' fue preparada en

Dulbecco PBS (DPBS-pH 7.35), alicuotada y guardada a -20°C. Las condiciones

de las células y de incubación fueron idénticas a las utilizadas en los ensayos de

fusión de membranas y replicación. Las células fueron sembradas en una placas

de 96 de fondo plano e incubadas con diferentes concentraciones de mezclas o

compuestos. A cada pocillo se le agregó 20u| de la solución de M'IT y las placas

con células HeLa o HOS fueron incubadas por 23hscomo en el ensayo de fusión

de membranas y las placas con U87 o PBMCs por 24hs, a 37°C 5% C02. 25u|

del buffer de lisis (40% SDS en H202DMF(1:1), 4% ácido glacial acético glacial.

5% 1M HCI) fue agregado, no sólo para Iisar las células sino también para

solubilizar el precipitado de formazán. El porcentaje de toxicidad relativa fue

determinado comparando Ia densidad óptica a 570nm de Ia muestras con

respecto a la densidad de pocillos con células sin muestra (0%) y pocillos

conteniendo solo el medio de cultivo (100%) de acuerdo a la siguiente formula:

% Tox. =100X ((OD muestra-OD 0%) % (OD 100%- OD 0%))

La TX50es la concentración con 50% de toxicidad relativay fue calculada

usando un programa de ajuste de curvas de gráficos científicos (GraphPad

Prism).

Citometría de Fluio:

Con el fin de caracterizar la unión de los compuestos a los receptores

celulares, se utilizóla técnica de Citometríade flujo que permite detectar en cada

célula ensayada Ia fluorescencia emitida por los anticuerpos monoclonales

unidos específicamente a sus receptores de membrana. Se utilizaron

anticuerpos monoclonales que bloquean la interacción entre gp120 HIV-1 Env

con cada una de las tres moléculas de membrana con las que interactúa durante

el evento de fusión: CD4, CXCR4 y CCR5. Los anticuerpos monoclonales de

ratón, marcados con fluorocromos fueron comprados a Pharmingen y se
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encuentran descriptos en la Tabla 3:

Tabla 3.: Anticuerpos monoclonales
Blanco Clon ÏFluorocromo Isotipo

CD4 RPA-T4 FITC Ratón IgG1,k
CXCR4 1265 CY-Chrome Ratón lgGZa,k
CCR5 207/CCR5 PE Ratón lgG2a,k

Células mononucleares de sangre periférica de un dador sano,

preactivadas por 7 a 14 días con IL-2 humana recombinante, incubadas en

RPMl-10 a 37°C 5% C02. Preactivando las células sólo con |L-2 favorece la

expresión de CCR5. Entre 1 y 3x105 células preactivadas fueron incubadas por

30min a 37C°, con o sin los compuestos a evaluar, para luego ser marcadas con

los 10u| de cada anticuerpo simultáneamente e incubados a temperatura

ambiente, en tubos de 2.5ml, por 30min, de acuerdo a las indicaciones de

Pharmingen. Como control negativo del marcado se utilizaron anticuerpos de

especificidad irrelevante del mismo isotipo. marcado con el mismo fluorocromo,

referido como control de isotipo. La células fueron lavadas con 2m| de solución

de FACS (PBS, 0.1% azida de sodio, 0.1% sero-albúmina bovina) y

resuspendidos en 0.5ml de la misma solución para ser analizados en FACSCAN

(citómetro de flujo). 10.000 eventos fueron adquiridos por cada tubo y usando el

forward/side scatter se diferenciaron las células mononucleares del resto.

Usando Cellquest Software, esta población celular fue luego analizada por su

expresión de los fluorocromos correspondientes a cada anticuerpo y la mediana

de la fluorescencia de los eventos positivos fue cuantificada.

Ensayo de guimiotaxis:

La línea celular de leucemia linfoblástica aguda CCRF-CEM expresa CXCR4

y es capaz de migrar en respuesta a SDF-1a 44. Las células en fase de

crecimiento logaritmico, fueron centrifugadas a 1000rpm por 5min. y

resuspendidas en una concentración de 107células/ml. La respuesta

quimiotáctica fue evaluada usando el sistema Transwell® (Corning-Costar) que

comprende placas de 24 pocillos con insertos que permiten compartimentalizar
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cada hueco con una membrana de policarbonato con poros de 5pm de diámetro.

En la parte inferiorse pusieron 600p| de medio de cultivo conteniendo diferentes

concentraciones de SDF-1a. En la parte superior se colocaron 100pl de Ia

suspensión celular. Las placas fueron incubadas por 2hs a 37°C. Las células que

fueron capaces de atravesar la membrana fueron colectadas y contadas en

cámaras de Neubauer luego de teñirlas con azul de tripán. En los experimentos

que se buscaba examinar el efecto neutralizante de antagonistas, el inhibidorfue

agregado en la parte superiorjunto con las células.

Prueba estadística de Mann-Whitney:

El t-student test se utiliza para comparar dos poblaciones con distribución

normal. Cuando la distribución normal no es evidente, se usa la prueba

estadística de Mann-Whitneypara comparar las medianas de dos poblaciones.

Esta prueba fue utilizada para evaluar la significación estadística de las

diferencias en el efecto inhibitoriode los compuestos en los ensayos de entrada

viral con virus pseudotipados.



Resultados:

Bibliotecas de di-etilen-triamina y 2,3 di-oxo-piperazina 1,4,5-trisustituida

Tamizado:

Todas las 96 mezclas de la biblioteca de di-etilen-triamina y las de la

biblioteca 2,3 di-oxo-piperazina 1,4,5-trisustituída fueron ensayadas por su

habilidad de inhibir Ia actividad fusogénica de HIV-1en los sistemas de fusión de

membranas R5 y X4. Una actividad general menor fue observada en el sistema

X4 con relación al R5 para las dos bibliotecas (Tabla 4) y una actividad total

reducida fue también observada en la biblioteca 2,3 di-oxo-piperazina 1,4,5

trisustituída comparado con la biblioteca de di-etilen-triamina (Figura 4). La

naturaleza química de las mezclas más activas resultó muy semejante en los

dos sistemas que evalúan diferentes tropismos (dato no presentado). Por el

contrario, cuando se considera cada biblioteca individualmente, el perfil de

Figura 4. Ensayo de fusión de membranas
di-etilen-triamina BP-BSC 2,3 di-oxo-piperazina 1,4,5- trisustituída BP-BSC
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actividad observado fue muy diferente (Tabla 4). Estos resultados demuestran

que tal como era esperado, Ia presencia de una estructura cíclica juega un roI

importante en la actividad inhibitoriade la fusión de membranas dependiente de

HIV-1 Env. Las mezclas de las bibliotecas que produjeron una mayor actividad

inhibitoria(Tabla 4 y Figura 4. barras grises), y además poseían el menor efecto

tóxico ensayado por MTTsobre las células, fueron seleccionadas para sintetizar

compuestos individuales.

TABLE4. Inhibición dela actividad fusogénica inducida por HIV-1Env
de las mezclas seleccionadas

% inhibición @ % toxicidad @
25pg/ml 50ug/ml

R1 R2 R3 R5 X4 Cél.HoLa

Di-efilen- R-ddohullmsm x x 64 5a 16

triamina 51-M!“ X X 71 41 27

R-benzll x x 81 53 37

x R-hendl x 81 31 17

x S-Z-nlflilmedl x 73 39 20

x S-ledl x 68 25 15

x x duohuubuul 96 43 33

x x firm“; 7a o 16
x x iwal 99 31 29

% inhibición @ % toxicidad @
2.5ug/ml 5pg/ml

2,3 di-oxo- m' x X 82 24 23

piperazina sum x x 53 41 28

1'4’5 WI 47 30 18
trisustituida "a"

x s-bopmpu x 45 28 7

x R-z-nIMIm-dl x 45 30 31

x x ddofnxllhufll 55 3 27

x x “MW' 42 8 5
x x 1mm 45 8 8

x X ¿“film 44 19 8
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Compuestos individuales derivados de Ia biblioteca di-etilen-triamina:

Un set de 27 (3X3X3) di-etilen-triaminas fue sintetizado, representando

todas las combinaciones posibles de las funcionalidades definidas en las

mezclas con mayor actividad en el sistema de fusión de membranas R5. Usando

el mismo ensayo usado en el tamizado, se calculó el IC50de los compuestos

más activos: entre 0.3 y 0.5uM y 084-141 M, respectivamente para los sistemas

R5 y X4 (Tabla 5). Mientras que sólo los agentes con índices terapéuticos

(TXso/ICso)superiores a 10 son considerados como potenciales agentes de

utilidad farmacológica, estos índices oscilaron entre 1.3 y 2.4 para los

compuestos identificados.

Todas las di-etilen-triaminas detalladas en Ia Tabla 5, fueron ensayadas

en el ensayo de inhibición de Ia replicación de HIV-1-Illb (X4) y HIV-1-SF162

(R5). El compuesto #5 fue el que tuvo menor efecto citotóxico Io que permitió

Tabla 5. Inhibición de la fusión de membranas (ICN)y
toxicidad (TXu) de las dl-etllen-trlamlnas (pM)

indice

¡Cao(HM) lxso (HM) ¡era éutlco
Compuesto I R1 R_2 R3 R5 X4 R_5 X4 E X4

3 s-z-num s-v-nu "117.1" 0.55 1.09 0.75 2.43 1.36 2.27

4 R-b-ncu R-hancll nm" 0.38 1.02 0.71 2.41 1.87 2.37

5 n-ocncu s-t-nu “111,1” 0.31 0.84 0.52 1.65 1.66 1.96

6 "img... n-n-ncu “1112:.” 0.32 0.86 0.51 1.23 1.6 1.43

7 mmm". s-t-nu “¿1131” 0.34 0.34 0.71 1.19 2.06 1.41

B Num?“ 84m" Mm" 0.3 0.87 0.61 1.36 2.05 1.55
Icsolueron determinadas en el ensayo de fusión de membranas inducido por Env R5 y X4,

inducido por Env de HIV-1 JRFL y lIIb, respectivamanle.
TX” fueron determinadas en el ensayo de toxicidad con MTT.
Indice terapéutico = szollcso

determinar su actividad inhibitoria (no tóxico a 3uM). Así, fue posible detectar

inhibición de Ia replicación de HlV-1-lllb (X4) y HIV-1-SF162 (R5) de 44% y 62%,

respectivamente a 3pM.

Compuestos individuales derivados de Ia biblioteca de piperazinas:

El tamizado de la fusión de membranas con los sistemas R5 y X4,
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también generaró un perfil similar con la biblioteca 2,3 di-oxo-piperazina 1,4,5

trisustituída. Por lo tanto, se generó una única colección de 24 (3x2x4)

compuestos cuya actividad antagonista del proceso de fusión de membranas fue

ensayada, tanto en el sistema de fusión R5 como en el X4. Como se muestra en

la Tabla 6. los compuestos más activos tienen IC50de 13-36pM. Mientras que

los índices terapéuticos variaron entre 0.36-3.18pM. No fue posible detectar

inhibición de la replicación de HIV-1-Illb (X4) y SF-162 (R5), a 10pM, la menor

concentración carente de efectos tóxicos.

Tabla 6. Inhibición de la fusión de membranas (ICN)y toxicidad (TXW)
de las 2.3 di-oxo-plperazlna 1,4,5-trlsustitulda (pM

|Cso(iJM) Tx” (HM) ¡“2:23:60
Compuestoi R1 R2 R3 R5 x4 R5 x4 R5 X4

9 sm" Showtw" ‘fi’lïxfiï 13 13 32 27 2.46 2.07

1o sm" mmm mm ‘31"..‘11'3? 22 25 1o 4 0.45 0.16

11 smc" a-zmmmm num-mmm 23 35 18 14 0.78 0.4

12 sm" sa-wenu ‘Lïïtï'ï 36 28 91 89 2.53 3.18

13 5.2-»qu R-z-namlmill cyclohclylbul'll 14 14 13 1 1 0.93 0.79

leolueron determinadas en el ensayo de fusión de membranas inducido por Env R5 y X4,

inducido por Env de HIV-1JRFL y Illb, respectivamente.
TX” fueron determinadas en el ensayo de toxicidad con MTT.
Indice terapéutico = szo/ICW

Biblioteca de D-decapéptidos:

Tamizado:

Las 200 mezclas que componen la biblioteca de D-decapéptidos fueron

ensayadas por su habilidad de inhibir la actividad fusogénica de HIV-1 usando

ambos sistemas de fusión de membranas R5 y X4. En primer lugar se ensayó el

sistema X4 de donde se derivó una colección de 38 D-decapéptidos (colección

dd). Dieciséis de ellos (1dd-16dd) representan todas las posibles combinaciones

de los aminoácidos definidos de las mezclas más activas en cada posición

(barras celestes); además, se sintetizaron veintidós péptidos (17dd-38dd)

incorporando aminoácidos diferentes químicamente de los que poseen las

mezclas con mayor actividad (Tabla 7 y Figura 5, barras rosadas). Por otra parte

al ensayar la misma biblioteca en el sistema R5 se develó un perfil
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considerablemente diferente (Figura 6). Debido a que en todas las posiciones

varias mezclas mostraron actividad inhibitoria, no fue posible sintetizar todas las

combinaciones posibles de los aminoácidos correspondientes a las mezclas más

activas, entonces se combinaron diferentes residuos de acuerdo a su naturaleza

química (Figura 6, barras celestes). Así, se sintetizaron 17 D-decapéptidos, 1rr al

17rr (Tabla 8). La aparente promiscuidad delatada por el tamizado en ambos

sistemas, puede ser un indicador de la alta complejidad del evento de fusión.

Probablemente, existen diferentes pasos determinantes que pueden verse

afectados por los péptidos contenidos en las mezclas, haciendo el proceso

deconvolutivo más complicado.



Figura 5. Ensayo de fusión de membranas, sistema X4(Env-Illb)
Cada mezcla de la bibiioteca de D-decapéptidos fue ensayada a 100pg/ml
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Figura 6. Ensayo de fusión de membranas, sistema R5 (env-JRFL)
Cada mezcla de la biblioteca de D-decapéptidos fue ensayada a 100pg/ml
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0% es la fusión inducida por Env-JRFL en ausencia de mezclas.
La barra horizontalre-presenta el promedio de todas la mezclas de cada sub-biblioteca
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Inhibiciónde Ia fusión de membranas por D-decapéptidos:

Todos los péptidos derivados del tamizado de la biblioteca de D

decapéptidos fueron testeados en los ensayos de fusión de membranas R5 y

Tabla 7. Inhibición de la fusión de membranas

12dd

10dd

32dd

22dd

23dd

30dd

27dd

34dd

24dd

33dd

31dd

21dd

18dd

17dd

25dd

19dd

29dd

26dd

28dd

20dd

35dd

36dd

37dd
3de

D-decapépfidosden’vadosde x4 lc“(pM)
z a 4 o o 1 o n m X4 R5

qwfeiywdd-NH; 1.2 >35
qwfecywdd-NHZ 1.5 >35
qwfycywdd-NH; 1.9 >35
cwfeiywdd-NH; 2.1 >35

Ac-wqwfeivwdd-NH; 2.9 >35
Ac-wqwfecvwdd-NH; 4.0 >35
Ac-wcwfecywdd-NH; 7.4 >35
Ac-wqwfycvwdd-NHZ 7.4 >35
Ac-wcwfecvwdd-NHZ 8.6 >35
Ac-wqwfyiywdd-NH; 9.0 >35
Ac-wcwfeivwdd-NH; 9.3 >35
Ac-wcwfyivwdd-NH; 10.7 >35
Ac-wcwfyiywdd-NH; 10.8 >35
Ac-wcwfycywdd-NH; 11.7 >35
Ac-wqwfyivwdd-NH; 12.8 >35
Ac-wcwfycvwdd-NHZ 16.9 >35

Ac-wiceyiywdd-NHZ 2.0 >35
Ac-wcwiycywdd-NH; 6.8 >35
Ac-wcweycywdd-NH; 7.2 >35
Ac-yqifycvwdd-NHZ 8.3 >35
Ac-wcwfycyidd-NHZ 9.4 >35
Ac-lgfeyciwdd-NHZ 9.9 >35
Ac-wcwfyvywdd-NHZ 10.0 >35
Ac-twcicwiydd-NHZ 11.5 >35
Ac-wgcfecywdd-NHZ 11.8 >35
Ac-wcifycywdd-NHZ 12.1 >35
Ac-wgwfycywdd-NHz 12.2 >35
Ac-tcwfycywdd-NH; 12.6 >35
Ac-wcwfyfywdd-NHZ 12.9 >35
Ac-wiwfycywdd—NH2 16.1 >35
Ac-wcwfycywdl-NH; 21.7 >35
Ac-wcwfycpwddNHz 21.9 >35
Ac-wcwfycywdy-NHZ 24.3 >35
Ac-wcffycywdd-NH; 26.9 >35
Ac-twfecviywy-NHz >50 >35
Ac-wcfieivicy-NHZ >50 >35
Ac-tgiecfpcil-NH; >50 >35
Ac-qucevpidd-NH; >50 >35

Las ICsofueron determinadas en los ensayo de fusión de
membranas R5 y X4. inducido por Env de HN-1 JRFL y
IIIb,respectivamante

X4, para determinar su actividad. En la

tabla 7 se muestran las leos de los D

decapéptidos derivados del sistema X4

(colección dd), en ambos sistemas

ordenados de acuerdo a la actividad en

el sistema X4. Los 6 péptidos más

de

las mezclas más

1dd-16dd),

ICsos <5pM en el sistema X4.

activos derivados todas las

combinaciones de

activas (péptidos poseen
De Ia

segunda parte de esta colección

(péptidos 17dd-38dd) sólo un péptido

resultó con IC50 < 5pM. Notablemente,

Tabla 8. Inhibición de la fusión de mem arenas
D-decapépfidos derivados de R5 ¡cm (FM)
pépfldc 1 z a 4 e o 1 o a w R5 X4

5rr Ac- r r w r r r i y r -NH2 0.4 2.2

9rr Ac- r r w r r r i y y r -NH2 0.4 1.7

13rr Ac- r r rn y r r i y r r -NH2 0.7 0.5
3rr Ac-rrmyrrwrr r-NH; 1.2 2.4
14rr Ac- i r r v w r h r v i -NH2 1.7 5.6

11rr Ac- r r w r rn y i y r r -NH2 2.7 9.8

4rr Ac- r r w r m y w r r r -NH2 2.9 6.0
Grr Ac-rrwrrrwryy-NHZ 3.1 2.1
7rr Ac- s fm r r r w r r r -NH2 3.2 1.6

10rr Ac- s fm y r w r r r -NH2 3.2 0.4

16rr Ac- r r m y r y h r y i -NH2 3.3 0.5

15rr Ac- l f r y w r h r v i -NH2 3.6 7.1

1rr Ac- r w r r r w r r r -NH2 4.6 3.2

2rr Ac- s f w r r r w r r r -NH2 6.2 4.0

Brr Ac- r r w y m y w r r r -NH2 8.1 3.0

12rr Ac- s f w r m y w r y y -NH2 11.2 12.4

17rr Ac- k k y k r k w k k k -NH2 15.2 17.3

Las ICsofueron determinadas en los ensayo de fusión de

membranas R5 y X4. inducido por Env de HN-1 JRFL y

IIIb,respectiiemante
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ninguno de los péptidos resultó activo en el sistema R5 de fusión.

Por otra parte, de los péptidos sintetizados derivados del sistema R5

(colección rr). también fueron testeados en el ensayo de fusión de membranas

R5 y X4 y los resultados se encuentran resumidos en Ia tabla 8. Trece de los

diecisiete péptidos de esta colección poseen |Csos < 5uM en el sistema R5. En

esta colección de péptidos, no se observó una especificidad por un tropismo

definido como en el caso anterior, las IC50para ambos tropismos resultaron

dentro del rango de variabilidad del ensayo.

Inhibición de la replicación de HIV-1:

Para determinar capacidad inhibitoria de Ia replicación de HIV-1por los D

decapéptidos, se prepararon ensayos de replicación con diferentes cepas de

HIV-1 en células U87 CD4+. De acuerdo al tropismo viral se utilizaron células

U87, CCR5+ o CXCR4*. Las células fueron preincubadas con los compuestos

por 1h a 37°C antes de ser infectadas. Después de permitir la adsorción viral

durante toda la noche, las células fueron Iavadas para remover el virus residual y

los compuestos fueron repuestos a las concentraciones correspondientes. Por

lo tanto los péptidos pudieron interferir tanto en el primer ciclo replicativo como

en los sucesivos. Como control de la inhibición máxima de la replicación se

utilizó T20 o AZT a 1pM.

Para la colección rr, derivada del sistema de fusión de membranas R5, se

seleccionaron cinco péptidos con leos de aproximadamente 1uM para ser

purificados (>95%) por HPLC (cromatografía líquida de alta performance)

preparativa. Así, se purificaron los mejores decapéptidos del sistema R5, 5rr, 9rr

y 13rr y los mejores del sistema X4, 10rr y 16rr (Tabla 9). Los péptidos rr

derivados del sistema R5 fueron incapaces de inhibir la replicación de HIV-lllb

(X4) en células CXCR4+,aún en concentraciones mayores a 30uM. En cambio,

Ia infección por HIV-1 JRCSF (R5), pudo ser inhibida en presencia de los

péptidos 5rr, 9rr y 13rr, con leos de 15. 15 y 11pM, respectivamente. Estos
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valores son aproximadamente un orden de magnitud mayor que las IC50s

calculadas para el ensayo de fusión de membranas. Además, se ensayó la

inhibición de Ia replicación con HIV-1 SF2 que tiene tropismo doble X4R5 y

puede infectar tanto células CCR5+ como CXCR4‘. Los inhibidores pudieron

bloquear la replicación de SF2 tanto en ambos tipos celulares. 9rr fue el péptido

más activo. capaz de inhibir la replicación de HIV-1SF2 tanto en células CCR5"

como CXCR4*.La toxicidad de estos compuestos fue indetectable a 50pM.

fiabia 9 inhibición de la replicaclón de HIV-1
HIV-1 lllb X4 HIV-1 JRCSF R5 HIV-1 SF2 R5 HIV-1 SF2 X4

IC50- Conf leon Conf leo- Conf IC50-- Conf

péptido nM 90% “M 90% L1M 90% pM 90%
5rr >30 15 12-19 20 8-51 20 18-23
9rr >30 15 11-19 7 6-8 11 9-15
10rr >30 >30 26 12-52 21 16-27
13rr >30 11 8-15 17 13-21 1B 16-21
16rr >30 >30 15 12-19 20 12-66

'Células infectadas: U87 CD4+CXCR4"
"Células infectadas U87 CD4+CXCR5+

Los D-decapéptidos 13dd, 15dd y 32dd que indujeron actividad inhibitoria

(ICso)menor 2uM en el ensayo de fusión de membranas X4, fueron purificados

(95%) por medio de HPLC. El péptido 15dd inhibió Ia replicación tanto de las

cepas de laboratorio de HIV-1, Illb (X4) ,JRCSF (R5) y SF2 (X4R5), como así

también un aislamiento clínico resistente a AZT derivado de un paciente HIV+

A828 (R5) 42(genebank #AF001428) con IC502-8pM (Tabla 10). La toxicidad de

estos compuestos fue indetectable a 50pM.

'Células infectadas: U87 CD4' CXCR4‘
"Células infectadas U87 CD4’ CXCR5‘
ND: no determinado

Tabla 10. lnhlblclón de la replicaclón de HIV-1
HIV-1 Illb x4 HIV-1 JRCSF R5 HIV-1 A828 R5 HIV-1 SF2 R5 HIV-1 SF2 x4

leo- Conf IC50-- Conf ICson Con! IC5°-- Conl ICso- Conf

péptido uM I 90% pM 90% pM 90% “M 90% “M 90%
13dd 11 8-15 ND ND ND ND ND ND ND ND
15dd 3 2-5 1 0.9-1 .7 5 4-7 7 6-8 8 1-381
32dd 10 7-15 5 4-6 32 14-73 18 14-23 s16 ND

In hibición de la entrada viral con virus seudoti ados:

Para determinar si Ia inhibición de la replicación de HIV-1 es
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consecuencia de Ia inhibiciónde la entrada de HIV-1,se puso a punto un ensayo

de entrada de viriones defectivos de HIV-1 (NL4-3). Los viriones fueron

producidos utilizando el clon molecular de HIV-1 (NL4-3) env-defectivo que lleva

una inserción de luciferasa en el gen nef. Así, la cantidad de virus que entra en

las células es proporcional a la actividad de luciferasa generada. Los viriones

HIV-1(NL4-3)fueron pseudotipados con sendas proteínas de envoltura de HIV-1

(X4: JCZ y R5: ADA, JRFL) y de VSV.

Los D-decapéptidos 13dd y 15d mostraron un efecto inhibitorio de la

entrada de viriones que expresan proteínas de envoltura de HIV-1ADA (R5) y

JCZ (X4) significativamente menor a los viriones con Env de VSV (p<0.05, test

de Mann-Whitney). Los tres péptidos ensayados, a una concentración de 16pM,

redujeron la entrada viriones con Env de HlV-1 ADA (R5) a menos del 50%

(Figura 7). En concordancia con el ensayo de fusión de membranas R5,

dependiente de Env-JRFL, los compuestos no inhibieron Ia entrada de viriones

pseudotipados con Env-JRFL.

Figura 7 Inhibición de la entrada de HIV-1pseudotipado con diferentes Env

% entrada con inhibidor (16uM)

100%

IVSV
EIJC2(X4)

* IADA(R5)
I JRFL(R5)

50%

0%
13dd 15dd 32dd

Porcentaje de luz emitida por células con HIV-1pseudotipado con Env de VSV y las de
HIV-1JCZ, ADA, y JRFL. 100% es la luz emitida medida en ausencia de inhibidor
Media y error estándar de dos a cuatro experimentos en duplicado
*Diferencias significativas entre las medias de VSV y HIV-1 p<0.05 (Test de Mann-Whitney)

Para la colección rr, derivada del sistema de fusión de membranas R5,

42



se ensayaron cinco péptidos purificados con ICsosde aproximadamente 1pM; los

mejores del sistema R5, 5rr, 9rr y 13rr y los mejores del sistema X4, 10rr y 16rr.

Los péptidos 5rr, 9rr y 13rr, a una concentración de 3uM, redujeron Ia entrada

viriones con Env de HIV-1 R5 a menos del 25% (Figura 8). La diferencia entre la

Figura 8 Inhibición dela entrada de HIV-1pseudotipado con diferentes Env

% entrada con inhibidor (3pM)
100%

IVSV

* * chz(x4)

50% I ADA(R5)

* * IJRFL(R5)
'k

* * i

0%

5rr 9rr 10rr 13rr 16rr

Porcentaje de luz emitida por células con HIV-1pseudotipado con Env de VSV y las de HIV«1JC2, ADA, y JRF
100% es la luz emitida medida en ausencia de inhibidor
'Diferencias significatiws entre las medias de VSV y HIV-1 p<0.001 (Test de Mann-Whitney)
Media y error estándar de dos a cuatro experimentos en duplicado

entrada de virus pseudotipados con la proteína de envoltura de VSV o con HIV-1

JCZ (X4) y los viriones que llevan Env de HIV-1 R5 fue significativa (p<0.001,

test de Mann-Whitney)demostrando que la inhibiciónes específica para viriones

HIV-1 cuya entrada es dependiente de CCR5. Las IC50de los péptidos con

mayor actividad, 5rr, 9rr y 13rr oscilaron entre 1 y 3 uM, coincidiendo con los

valores deducidos de los experimentos de fusión de membranas R5 y

replicación. El compuesto 10rr resultó ser el más activo para inhibir la entrada de

viriones pseudotipados con HIV-1 JC2 (X4), aunque esta actividad no fue

significativamente diferente con los viriones con VSV, denotando que la

inhibiciónde la entrada es inespecífica.

Inhibición de la unión de anticuerpos monoclonales anti CD4, CXCR4 v CCR5:

Para saber si los decapéptidos se unían a sitios específicos de los

receptores celulares de HIV-1, se utilizaron tres anticuerpos monoclonales

específicos contra los sitios de reconocimiento en: CD4, CXCR4 y CCR5. Cada

uno de estos anticuerpos es capaz de bloquear la entrada de HIV-1.PBMCs de

dadores sanos, pre-activadas con lL-2 fueron pre-incubadas por 30min a 37°C
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con medio de cultivo o con diferentes concentraciones de los inhibidores, luego

fueron marcadas con los anticuerpos fluorocromados y analizadas por citometría

de flujo. La mediana correspondiente a cada fluorocromo fue calculada. Los

péptidos 15dd y 32dd no alteraron el patrón de unión de ninguno de los

anticuerpos. Los péptidos rr tampoco fueron capaces de desplazar os

anticuerpos monoclonales para oo
- Fi ura 9

CD4 y CCR5. Sin embargo, - g m
od 2.000uM

resultaron ser inhibidores de Ia °°3 0.200uM
oozom

unión entre el anticuerpo 3- 000szÜ“M
Cnunls

monoclonal 1265 (anti-CXCR4) y

CXCR4 (Figura 9 y 10.) Los

péptidos 16rr, 10rr y 13rr fueron

los más activos, tal como era de

esperar, porque fueron los 3 más
CXCR4

activos en el ensayo de fusión de

membranas X4. La IC50del péptido 13rr para el desplazamiento del anticuerpo

anti-CXCR4, fue estimada en 28nM con un intervan de confidencia del 95%

entre 11 y 76nM (Figura 5). A través estudios de cinética de inhibición, se pudo

estimar que el tiempo de necesario para bloquear totalmente la unión de 12G5 a

CXCR4, es menor a 2.5min. Además, el bloque también pudo ser efectuado

¡ncubando las células a 4°C. Se desprende de estos ensayos que la reducción

Figura 10 Inhbición del reconocimiento de CXCR4por 1265 (anti-CXCR4)

¿á 100%v _.__ —E f +5rr y
75%» / -I-9rr

g +10rr
VJ O .

g 50/0 +13rr
r? 25%. +16”
<2 +17rr°\ 0%. -_ '

2 0.2 0.02 0.002
uM

La mediana de la fluorescencia fue medida en PBMC pre-activadas con IL-2
Los inhibidores fueron pre-incubados con las PBMCs por 30 minutos a 37°C
100% fluorescencia máxima es la mediana de PBMCs con medio de cultivo en lugar de inhibidor
0% de fluorescencia máxima es Ia mediana del control de isotipo
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de la fluorescencia detectada no es debido a la internalización de CXCR4. La

internalización inducida por SDF-1a requiere 30min para reducir al 20% la

densidad de CXCR4 en la superficie celular, un fenómeno definitivamente más

lento que el observado con 13rr 45.

Inhibición de Ia quimiotaxis inducida por SDFI 0L:

Prosiguiendo con la caracterización de los péptidos rr, se evaluó la

capacidad de inhibir el efecto migratorio producido por SDF-1oc.Los ensayos de

antagonismo se realizaron con una línea de leucemia Iinfoblástica aguda CCRF

CEM que expresa CXCR4 y migra en respuesta a SDF-1a. El péptido 13rr fue

capaz de bloquear totalmente la migración celular inducida por 1pM de SDF1oca

1pM y produjo inhibición parcial a 100nM (Figura 11). Por lo tanto, el péptido 13rr

tiene actividad antagonista sobre la migración celular dependiente de SDF1oc.

Figura 11. Ensayo de inhibición de la quiomiotaxis inducida por SDF1a
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Discusión y conclusiones:

La entrada de HIV-1 es el primer paso de la infección y comprende

interacciones entre la glicoproteína de membrana virales y receptores celulares.

El reconocimiento específico de gp120 por CD4, inicia cambios

conformacionales en la proteína viral que exponen el dominio de reconocimiento

de los correceptores 46. La zona de gp120 que reconoce al correceptor está

formada por un centro hidrofóbico rodeado por una corona de carga positiva. La

unión a los co-receptores genera un nuevo cambio conforrnacional pero esta vez

en gp41 47. El ectodominio de gp41 contiene dos hélices, una cerca del amino

terminal (hélice N) y otra cerca del carboxi terminal (hélice C). Cuando gp41

adopta la conformación fusogénica, las hélices N y C interaccionan en forma

antiparalela, formando una horquilla. Así se provoca un acercamiento entre las

regiones amino y carboxi del ectodominio que facilita la yuxtaposición de las

membranas viral y celular y la concomitante fusión 4°.

Usando bibliotecas sintéticas tanto peptidícas como no peptidícas, fue

posible identificar nuevos compuestos capaces de inhibir el evento de fusión

membranas inducido por diferentes glicoproteínas de HIV-1, corrompiendo el

mecanismo de entrada del virión en la célula blanco. En primer lugar se

utilizaronbibliotecas de pequeñas moléculas derivadas de poliaminas que tienen

como estructura central a di-etilentriamina o 2.3 di-oxo-piperazina 1,4,5

trisustituída 33'34.Se demostró que Ia estructura cíclica estructural de estas

bibliotecas genera diferentes patrones de inhibición del evento de fusión de

membranas dependiente de HIV-1. Uno de los compuestos individuales con

esqueleto de triaminas inhibió la replicación de SF162 HIV-1 en el rango

micromolar, aunque con índices terapéuticos (TX5o/IC50)superiores a 10, el valor

mínimo esperado para un fármaco. Ya que estos compuestos poseen las

propiedades físico-químicas deseadas para ser utilizadas oralmente pueden

servir como punto de partida para desarrollar compuestos que inhiban la entrada

de HIV-1con mayor actividad y menor toxicidad.
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El L-péptido T20 es el primer inhibidor de AFE aprobado por el FDA para

el tratamiento de la infección por HIV-1.En este trabajo, se exploró la capacidad

inhibitoriade D-decapéptidos para la fusión de membranas dependiente de HIV

1. Tal como era esperado. los niveles de toxicidad se redujeron dramáticamente

comparados con los compuestos individuales de triaminas y piperazinas, fue

inexistente a 50pM para todas las líneas celulares estudiadas. Los péptidos

derivados del tamizado del sistema de fusión de membranas dependiente de

CXCR4, colección dd, mostraron especificidad de tropismo X4 en el mismo

ensayo del tamizado. Más tarde. esta especificidad no pudo ser reproducida en

los ensayos de entrada viral y replicación. La inhibición de Ia replicación de HIV

1 ¡n vitro, pudo ser detectada en todos los aislamientos virales para el péptido

15dd, con leo 2-7pM para diferentes cepas de laboratorio de HIV-1 con

diferentes tropismos y A828, un aislamiento clinico resistente a AZT. Estos

valores coinciden con los valores de inhibición para el sistema de fusión de

membranas X4, aunque no fueron evidentes en los ensayos de entrada viral.

Los péptidos dd no pudieron alterar el patrón de unión de los anticuerpos

específicos para CD4 y co-receptores. Estos experimentos no descartan Ia

posibilidad del pegado de los decapéptidos dd a los receptores en una región

que no afecta el reconocimiento del anticuerpo, pero sí la entrada viral o

interferencia en un paso posterior al reconocimiento de receptores. Los ensayos

de fusión de membranas y entrada viral dependientes de CCR5 que 15dd no

pudo inhibir son los que involucran Env-JRFL. Esta información puede ser útil

para acotar el sitio de acción del decapéptido, comparando las secuencias de

env en ADA, JRCSF y JRFL. Experimentos de replicación con HIV-1 JRFL se

encuentran en preparación.

Los D-decapéptidos rr derivados del sistema de fusión de membranas R5,

contienen un alto número de aminoácidos con carga positiva e inhibieron

indistintamente Ia fusión de membranas dependiente de CXCR4 y CCR5 con

IC50de aproximadamente 1pM. Más tarde, se evidenció una preferencia por la

inhibición de virus R5 en los ensayos de entrada y replicación de HIV-1, donde
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se detectaron ICsode 1-3pM y 11-15pM. respectivamente. Los péptidos 5rr, 9rr y

13rr fueron los péptidos más activos en todos los ensayos de fusión dependiente

de CCR5. Esta preferencia coincide con Ia importancia de aminoácidos con

carga negativa en el dominio amino terminal de CCR5 para su reconocimiento

por HIV-gp120. CCR5 con reemplazos de alanina en estos aminoácidos

aniónicos, pierde su capacidad de mediar Ia entrada de viriones HIV-ADA(R5),

JRFL (R5) y HIV-1 DH123 (X4R5) 49.Además, Dragic et al. demostraron que las

tirosinas sulfatadas con carga neta negativa en el dominio N-terminal de CCR5,

también están involucradas en el reconocimiento de gp120. Asimismo. fue

demostrado que los aminoácidos básicos del loop V3 de HIV-1son esenciales

para el reconocimiento de las tirosinas sulfatadas en el dominio N-terminal de

CCR5 5°. Tomando en conjunto estos experimentos es posible concebir un

efecto inhibitorio de los péptidos rr íntimamente relacionado con su carga

positiva. Los péptidos 5rr, 9rr y 13rr tienen entre 6 y 7 aminoácidos básicos.

Hasta el momento se han descubierto los siguientes inhibidores de la interacción

de HIV-1 con CCR5: AOP-Rantes, quiomioquina modificada; PRO 140,

anticuerpo monoclonal; Tak-779 y SGH-351125. Ninguno de estos compuestos

comparte características fisico-químicas con los péptidos rr.

El sitio de reconocimiento de HIV-1 en el dominio extracelular CXCR4

comprende una región aniónica que puede ser bloqueada por el anticuerpo

monoclonal 12G5. Otros compuestos de características catiónica, ALX 40-4C

(poli-9 D-arginina) 18, AMD300 19, D-péptidos derivados de SDP-102°, el L

péptido T22 (RRWCYRKGYCYRKCR) 21 y un L-decapéptido

(LGRFKHTDACCRTHD) derivado del veneno de abejas,22 son capaces de

bloquear Ia entrada de virus X4, el epitope del anticuerpo monoclonal 12G5 y

son también antagonistas de SDF-1o. Los péptidos 10rr, 13rr y 16rr compiten

con alta afinidad con el anticuerpo 12G5, y fueron capaces de bloquear

específicamente Ia fusión de membranas dependiente de HIV-1 IIIb (X4) con

ICSO< 1uM. Sin embargo, no inhibieron específicamente la entrada de HIV-JC2

(X4) o Ia replicación de virus HIV-1 Illb (X4). Por lo tanto, la actividad inhibitoria
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de unión a CXCR4 de los D-decapétidos descubiertos correlaciona con la fusión

de membranas X4, pero no con los ensayos de replicación y entrada viral. Una

de las razones para esta discrepancia podría ser debido a que la línea celular

CD4+CXCR4+usada para los diferentes ensayos no fue la misma. Aunque, Hela

CD4+ CXCR4+ y U87 CD4+ CXCR4+son reconocidas específicamente por 12G5

y este reconocimiento es abolido por los péptidos rr. EI péptido 9rr es el mejor

inhibidor de la replicación y entrada de HIV-1 R5 y es el competidor menos

efectivo de la unión de 1265, sugiriendo que Ia inhibición de la replicación y del

pegado de 1265 son fenómenos independientes.

CCR5 y CXCR4 comparten analogías estructurales 51; por ejemplo:

presentan aminoácidos aniónicos y tirosinas sulfatadas en el amino terminal 52

53,en los rulos extracelulares, en los dominios transmembrana y en el C-terminal

que son reconocidos por V3 y C4 en gp120. La región V3 de gp120 es rica en

cargas positivas, está involucrada en el reconocimiento del correceptor y

interacciona selectivamente con superficies con carga positiva 54. Un mayor

número de cargas positivas en V3 está asociado a tropismo X4. En estudios de

mutación dirigida del dominio amino terminal de CRR5 se demostró que gp120

de virus R5 y X4R5 reconocen CCR5 en forma similar. Los péptidos rr inhibieron

la replicación de SF-2 que tiene tropismo X4R5, tanto en células CCR5+ como

CXCR4". En conjunto, estos experimentos son consistentes con la existencia de

un único sitio de unión al correceptor en gp120 X4R5.

Los péptidos rr pudieron inhibir la fusión de membranas dependiente de

CXCR4, aunque en el tamizado del sistema X4 no mostraron reactividad en

presencia de las mezclas que contienen aminoácidos con carga definidos. El

reconocimiento de cargas entre de gp120 y CXCR4 involucra más aminoácidos

catiónicos que con CCR5. Es posible que los péptidos presentes en las mezclas

no se encuentran en una concentración suficiente para poder bloquear esta

unión. Los compuestos individuales pudieron interferir la fusión de membranas

dependiente de CXCR4 presumiblemente porque se encuentran en una mayor

concentración. Por lo tanto los péptidos dd derivados del tamizado de X4

49



podrían inhibir un paso posterior al reconocimiento del correceptor, también

denotado por la inhibición tanto de cepas R5 como X4 con similares ICsosen los

experimento de replicación de HIV-1.

ALX 40-4C y T22 y los rr son polipéptidos con un alto número de D o L

Argininas que les confiere una carga neta positiva. ALX 40-4C 1° y T22 21, a

10pM y 3pM, respectivamente, no inhiben la fusión de membranas, entrada o

replicación de HIV-1 en ensayos que utilizan gp120 R5. Por el contrario, los

péptidos 5rr, 9rr y 13rr poseen actividad inhibitoria en todos los sistemas

ensayados dependientes de CCR5, pero mantiene la capacidad de inhibir la

unión de SDF-1q. Entonces, los péptidos rr podrían servir como modelo para el

desarrollo de péptidos catiónicos que sean capaces de bloquear

simultáneamente la interacción de gp120 con CCR5 y CXCR4; evitando así el

riesgo de promover el cambio de fenotipo viral de R5 a X4. Los compuestos que

solo bloquean CCR5 pueden ejercer una presión de selección que favorece la

aparición de cepas X4 que están asociadas a un aumento de la carga viral y

disminución del numero de células T CD4+.

Por otra parte, glucosaminoglicanos (gag), específicamente del tipo

heparán sulfato (HS) se unen tanto a gp120 54 como a gp41 55'56y son

necesarios para la infección de ciertas cepas virales. Las secuencias consenso

para proteínas que se unen a HS son: BBXB, XBBXBXy XBBBXXBBX(B es un

aminoácido básico y X es cualquier otro aminoácido). Además, casi todas la

quimioquinas estudiadas poseen motivos de unión a gag 57'59.Estos motivos

pueden ser encontrados en los péptidos rr, vislumbrando así, otra posible forma

de interferir en el proceso de entrada de HIV-1. Las B-defensinas son también

'60,compuestos catiónicos con actividad antirretrovira no dependiente de

correceptores.

El péptido 13rr inhibió totalmente el efecto migratorio inducido por SDF

1d, el Iigando natural de CXCR4, en concentraciones similares a las

determinadas en los experimentos de entrada y replicación de HIV-1. Estos
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resultados coinciden con la naturaleza aniónica de los dominios extracelulares

de CXCR4 donde se SDF-1o. Por Io tanto, los péptidos rr funcionan como

antagonistas de SDP-10. Recientemente fue reportado el protagonismo de

CXCR4 en la migración de células metastáticas de cáncer de mama 61. EI eje

CXCR4-SDF-1d también juega un importante rol en la invasión del

rhabdomiosarcoma en Ia médula ósea, donde Ia metástasis puede ser

bloqueada por un inhibidor específico de CXCR4 62.Similares resultados fueron

obtenidos cuando se estudió Ia metástasis producida durante el desarrollo del

cáncer de pulmón de células no-pequeñas 63. Los inhibidores de CXCR4

también fueron encontrados beneficiosos en modelos animales para asma y

artritis reumatoide 6466. Por lo tanto los péptidos rr podrían tener múltiple

aplicaciones terapéuticas además de inhibiciónde Ia replicación de HIV-1.
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Capítulo 2

Disección de la especificidad de un clon T CDB+
específico para HIV-1Gag7ms



Introducción

Más de veinte años después del descubrimiento del agente causante del

SIDA, el virus de Ia inmunodeficiencia humana (HIV),aún no existe una vacuna

capaz de controlar Ia pandemia. HIV y otros virus que establecen infecciones

crónicas, generan una ineficiente respuesta inmune, incapaz de eliminar el virus.

La respuesta inmune específica generada por HIVestá compuesta por linfocitos

B que generan anticuerpos, linfocitos T ayudadores CD4+ y linfocitos T

citotóxicos CDS+ (CTL). Para generar o re-estimular esta respuesta inmune

artificialmente (vacunación) se usan partículas (virus inactivado o pseudo-virus),

proteínas recombinantes, péptidos sintéticos, vectores recombinantes (vaccinia,

cannary pox, adenovirus, MVA, etc), virus vivos atenuados, inmunización

mediada por DNA y también combinaciones de proteínas y vectores, ambos

recombinantes 1.

Recientemente fueron publicados los resultados de AidsVax, el primer

estudio clínico de fase III que usa como inmunógeno Ia glicoproteína de

membrana de HIV de tipo 1 (HIV-1),gp120, generada en células de ovario de

hamster. AidsVax fue diseñada para generar anticuerpos neutralizantes

específicos para dos cepas de HIV-1 del subtipo B, el más prevalente en

Norteamérica, Europa 2 y en 90% de las infecciones contraídas por contacto

homosexual en nuestro país 3. AidsVax falló al no reducir el número de nuevas

infecciones en el grupo que recibió la vacuna comparado con el placebo 4.

La alta variabilidad antigénica presente en diferentes aislamientos de HIV

1 es uno de los mayores problemas que presenta el desarrollo de una vacuna.

No obstante, ciertos epitopes de CTL mantienen un alto grado de

reconocimiento cruzado entre diferentes clades 5. Por Io tanto, el descubrimiento

de péptidos agonistas de CTLcomo potenciales componentes de una vacuna ya

sea terapéutica o profiláctica para el tratamiento de Ia infección por HIV-1es de

capital importancia.
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CTLs reconocen péptidos de entre 8 y 10 aminoácidos derivados de

proteínas presentes en el citoplasma. Estos péptidos, se encuentran embebidos

en la superficie del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC-1). El

complejo péptido-MHC presente en la superficie de la célula blanco es

reconocido por el receptor T (TCR) de las CTLs. De esta manera, las CTL

pueden producir Ia lisis directa de las células infectadas, como así también

liberar citoquinas que a través de diferentes mecanismos colaboran con el

control de la infección.

Ha sido demostrado en reiteradas oportunidades que la respuesta inmune

llevada a cabo por CTL es de importancia crucial para el control de la infección

por HIV-15. Por ejemplo, el 5% de la cohorte de prostitutas de Nairobi presentan

una fuerte respuesta citotóxica específica y protectiva, que las mantienen HIV-1

7. Otras evidencias de Ianegativas, a pesar de estar expuestas al virus

importancia de la respuesta inmune celular están dadas por la coincidencia en la

aparición de CTLs y la desaparición de la viremia en la primer fase de Ia

infección; y más tarde, la desaparición de CTLs correlaciona con el avance final

de la enfermedad 3‘9.Por otra parte, el aislamiento de mutantes de escape de

CTLs, también demuestra que la respuesta inmune celular puede constreñir la

replicación viral 1°.Por último. cuando se transfieren CTL específicas para HIV-1

en pacientes infectados, éstas mantienen su función Iítica in vivo, relocalizan

adyacente a células infectadas en los nódulos linfáticos y se detecta una
reducción transitoria de los niveles de células CD4+activamente infectadas en Ia

periferia 11.

Aunque la infección primaria por HIV-1 está asociada con una vigorosa

respuesta inmune celular citotóxica, generalmente no es suficiente para

erradicar el virus. EI deterioro de Ia respuesta CD4+ puede ser una de las

razones de esta deficiencia 6'12'13 Otras causas que pueden afectar una

apropiada respuesta citotóxica para eliminar el virus incluyen: 1) La disminución

de Ia densidad de MHC-1en la superficie celular producida por las proteínas Nef

‘4 y Tat15 de HIV-1; 2) gp120 HIV-1 induce producción y liberación del Iigando
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de Fas induciendo Ia apoptosis en las CTLs que expresan Fas 16; 3) La

inducción de CD4 en células naïve CDB+,las hace susceptibles a ser infectadas

por HIV-1 17;4) gp120 también pude inducir apoptosis en células CDB+ por un

mecanismo dependiente de TNF-ll 18.

Las CTLs pueden reconocer a través del TCR un alto número de

19 este fenómeno tendría relevancia en cuadros pato-fisiológicos:

22,23 24 I 25,26 y

enfermedades autoinmunes 27. Así, la identificación y caracterización de la

pépüdos

selección positiva o negativa en el timo anergia , escape vira

población de péptidos naturales y artificiales que pueden estimular un específico

clon de CTLs, puede ser explotada para moldear Ia respuesta inmune.

Los péptidos heteroclíticos son agonistas capaces de inducir una

activación mayor en células T a Ia provocada por el péptido natural. Estos

péptidos suelen tener sustituciones en los residuos de anclaje al MHC, en el

caso de no poseer los residuos óptimos en estas posiciones, o también pueden

tener sustituciones en los residuos relevantes para el reconocimiento del TCR.

Estos análogos son sumamente importantes para el desarrollo de vacunas, ya

que pueden inducir respuestas inmunes más fuertes que el péptido natural. EI

grupo de Alessandro Sette 2°, estudiando péptidos monosustituídos, demostró

recientemente que análogos heteroclíticos pueden inducir CTLs fisiológicamente

relevantes y de alta avidez que reconocen péptidos nativos generados

endógenamente por células tumorales. La gran mayoría de los péptidos
heteroclíticos descubiertos hasta el momento contienen sustituciones de uno o

dos aminoácidos de la secuencia natural del péptido. Las bibliotecas sintéticas

combinatorias, (BSC) permiten identificar un panel de agonistas peptídicos que

incluye ligandos con modificaciones en las posiciones relevantes para el MHC

y/o el TCR, y es el único método capaz de revelar péptidos con sustituciones

múltiples que tienen muy poco parecido al péptido natural. Por otra parte, Franco

et al. reportaron recientemente que Ia generación de CTLs no requiere de la

ayuda de células T CD4+,cuando el péptido inmunogénico se une al MHC-1 con

alta afinidad 21. Debido a la Iinfocitopenia CD4+ que se desarrolla en las
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personas HIV-1+, una vacuna peptídica que incluya péptidos inmunógenos

específicos que se unen al MHC con alta afinidad podría generar CTLs aún en

pacientes con bajos niveles de células T CD4".

El promiscuo reconocimiento de péptidos de virus heterólogos por células

T podría tener importantes consecuencias, como Ia amplificación de la

protección contra sucesivas infecciones con diferentes virus, inducción de

autoinmunidad 2° y modificación del pool de células T de memoria 29. Por

ejemplo, dos péptidos sin evidente homología de secuencia, derivados de

diferentes proteínas del virus de la influenza fueron reconocidas por el mismo

CTL clon en complejo con el mismo MHC 3°. Más recientemente, este fenómeno

de reactividad cruzada fue puesto en evidencia entre epitopes específicos de

virus diferentes en tres diferentes reportes. En 1994. Selin et al. publicaron

experimentos que demostraban Ia reactividad citotóxica cruzada entre virus de la

coriomeningitis linfocítica crónica (LCMV). Phichinde virus (PV) y vaccinia. En

sucesivas infecciones con diferentes virus. fue observada una re-expansión de

los clones con reactividad cruzada 3‘. Asimismo, realizando sucesivas

infecciones con LCMVy PV, se demostró cómo una infección previa modifica la

jerarquía de las células T presentes en un individuo e identificaron los epitopes

responsables del fenómeno 32. CTLs específicas para el epitope

inmunodominante del virus de la Influenza A, neuraminidasa231, también

reconocen un péptido del virus de la hepatitis C (HCV) 33. De esta manera, la

historia infecciosa de cada individuomoldea la respuesta inmune celular que es

capaz de montar.

EI primer epitope elegido para generar péptidos heteroclíticos y estudios

de reactividad cruzada fue Gag P1777435,SLYNTVATL (SL9) 34. Gag es una de

las proteínas de HIV-1que genera una mayor respuesta inmune cruzada entre

diferentes clades. Por Io menos el 71% de los individuos HLA-A"0201+y HIV-1+

tienen en circulación CTLs que reconocen el péptido SL9 35. Este epitope es

también importante porque aún en cuadros clínicos de alta carga viral, no se

detecta aparición de variantes de escape 36.También, existe una correlación
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negativa entre Ia carga viral y los niveles de células marcadas con tetrámeros

asociados a SL9 12.

En sintesis, en este capítulo se utilizaron BSC para diseccionar el

mecanismo por el cual células T CDB+son funcionalmente activadas y

mantenidas y profundizar el conocimiento de la calidad de la respuesta

inmune humana frente a agentes infecciosos. Se identificaron péptidos

capaces de estimular CTL especificas para HIV-1 Gag77.os, más

eficientemente que los péptidos virales presentes durante la infección

natural. Por otra parte, péptidos derivados de proteínas de virus

heterólogos fueron identificados como agonistas específicos del CTLclon

161jXA14específico para HIV-1Gagnas.



Estrategia y Métodos

Nomenclatura de los aminoácidos:

Para este trabajo se utiliza el código de una letra para denominar a los 20

aminoácidos naturales: A, L-alanina; C. L-cisteína; D, L-ácido aspártico; E, L

ácido glutámico; F, L-fenilalanina; G, glicina; H, L-histidina; I, L-isoleucina; K, L

lisina; L, L-leucina; M, L-metionina; N. L-asparragina; P, L-prolina; Q, L

glutamina; R, L-arginina; S, L-serina; T. L-treonina; V, L-valina; W, L-triptofano;

Y. L-tirosina.

Medios de cultivo

RPMl-10: RPMI-1640 suplementado con 10% suero fetal bovino, 2mM L

glutamina, 10mM HEPES, 50uM B-mercaptoetanol, 5U/ml penicilina y 50ug/ml

estreptomicina.

Células presentadoras de antígeno (APC):

La células T2 son un híbrido B-T Iinfoblastoide, HLA-A*0201+, CD7+ y HLA DR-.

T2 fueron usadas como APC en todos los ensayos realizados y fueron

mantenidas en RPMl-10.

Clones de CTLs

161jXA14, 115iB12, 115iB10 y 115iB19 son clones de CTLs CDB", que

reconocen específicamente HIV-1 Gag p1777.85en el marco de HLA-A*0201 y

fueron aisladas de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de

diferentes pacientes HIV-1+.Todos los clones utilizados fueron generados en el

laboratorio del Dr. Bruce Walker del Massachusetts General Hospital. En breve,

PBMCs de personas HIV-1+.enriquecidas en células CDS‘ después de eliminar

con un método inmuno-magnético las células CD4+, fueron estimuladas con el

péptido SLYNTVATL(SL9), presentado en PBMCs autólogas irradiadas. Este

ciclo de estimulación antigénica específica fue repetido. Y la especificidad de la

línea celular fue confirmada usando un ensayo de citotoxicidadespecífica contra
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células HLA-A*0201.Luego la línea celular fue estimulada inespecíficamente

con fitohemaglutinina (PHA) y PBMCs heterólogas irradiadas, para ser clonada

por el método de dilución limite. El clon de CTLs 161jXA14 fue derivado del

paciente 161j. Los otros clones fueron derivados del paciente 115i.

Los clones fueron expandidos de acuerdo al protocolo de Riddel et al. 37

con ciertas modificaciones. En breve. 0.5-1x106 CTLs fueron expandidas en un

volumen final de 4m| de RPMl-10, en presencia de 10x106 de PBMCs

alogeneicas de un dador normal HIV-1negativo y 30ng/ml de OKT3 (anticuerpo

anti-CD3) incubando en un pocillo de una placa de cultivo de tejidos de 12

huecos. Después de 1 día de incubación a 37°C 7% C02, la mitad del medio fue

reemplazado por medio fresco y con la adición de 300U/ml de interleuquina-2

(IL-2).Las células fueron incubadas en las mismas condiciones por 13 días más,

reemplazando medio fresco e IL-2para mantener una densidad celular de 0.5-1

X106células/ml. En el día 8 una alícuota de las células se usó para ensayar la

especificidad del clon durante la expansión, con un ensayo de citotoxicidad

usando el péptido natural como control positivo. Después de los 14 días de

expansión las células fueron re-expandidas, congeladas o se mantuvieron por un

máximo de 2 semanas conservando la densidad celular entre de 0.5-1 X106

células/ml con adición de 300U/ml de IL-2cada 3 días.

Ensayo de citotoxicidad:

La actividad citotóxica de los clones fue evaluada usando un ensayo de

liberación de Na251CrO4 3°. En breve, se utilizaron células T2 HLA-A*0201+.

crecidas a una densidad menor a 0.5X10‘5células/ml como APC. Las células T2

fueron incubadas por 1 hora con 100p| de N3251Cr04(1mCi/ml) a 37°C en 100u|

de RPMI-10, para permitir la entrada del cromo radiactivo al citoplasma. Luego

de dos lavados con 10ml de RPMl-10, estas células se usaron como blanco de

la actividad de los clones. En una placa de 96 pocillos de fondo en U, con un

volumen final de 200u| de RPMl-10 se mezclaron 104 células T2 marcadas con

51Cr con 2000 CTLs (efectorzblanco 1:5) y la correspondiente mezcla de la
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biblioteca (100ug/ml). Las placas fueron centrifugadas a 4009 por 2 minutos

antes de incubarlas por 37°C, 7% C02, por 4 horas. Después de la incubación,

las placas fueron centrifugadas nuevamente a 4009 2 min. La cuentas por

minuto (CPM) presente en 50ul de los sobrenadantes fue medida usando un

contador gamma Wallac 1470. El porcentaje de lisis específica se calcula de

acuerdo a la siguiente formula:

% Lisis Esp. =100X (CPM muestra-CPM espont.) °/o (CPM MAX-CPM

espont)

Donde CPM espont, son la cuentas liberadas espontáneamente sin péptido o

mezcla y CPM MAX,son las cuentas en el sobrenadantes después de Iisar las

células usando el detergente NP40 0.25% (VN).

El ensayo de citoxicidad realizado para determinar la actividad de los

péptidos individuales fue realizado en las mismas condiciones descriptas arriba

incubando en lugar de las mezclas de la biblioteca. diluciones de los péptidos.

La concentración de péptido que produce 50% de la actividad máxima (ECso)fue

calculada por medio de un programa de ajuste de curvas de gráficos científicos

(GraphPad Prism).

Biblioteca peptídica (0X3):

La biblioteca de L-nonapéptidos ensayada se encuentra amidada en el C

terminal y está organizada en forma de barrido posicional (BP) 39,tal como fue

descripto en la introducción general de este trabajo. La BSC, ordenada en

formato de barrido posicional (BP-BSC) está compuestas por 9 sub-bibliotecas,

cada una consiste en 20 mezclas separadas con una posición definida “0" y

ocho posiciones m definidas “X”(OXXXXXXXXa XXXXXXXXO),en total de 180

(9x20) mezclas (Figura 1). Todos los 20 aminoácidos naturales fueron usados

en las posiciones definidas sin embargo C fue omitidaen las posiciones m

definidas “X”para reducir el número de puentes di-sulfuro dentro de las sub

bibliotecas. Así, cada mezcla contiene 19°=1.9x109 diferentes péptidos

66



individuales y la BP-BSC contiene en total 3.8x1010 (20 X 198) nonapéptidos

diferentes, cada uno de ellos en aproximadamente la misma concentración,

52fM. Cada sub-biblioteca contiene los mismos péptidos, pero agrupados de

diferente forma de acuerdo a qué posición se encuentra definida. En estudios

preliminares se utilizó también

carboxilada en el C-terminal.

una biblioteca con la misma estructura, pero

Figura 1.
Bibliotecade nonapéptidos organizada en formato de barrido posicional

1 2 3 4 5 6 7 8 y

Análisis biométrico:

El análisis biométrico

compara la información

derivada del tamizado de BP

BSC con todos los

nonapéptidos de secuencias

solapadas, presentes en bases

de datos asignándoles un

puntaje y prediciendo su

capacidad estimulatoria para un
determinado clon de células T.

GenPept 1.7, la base de datos

Figura 2. Diagrama de flujo del análisis biométrico

| Tamizado de BP-BSC Figura 7 l

fl
Matrizbasada en la adividad de cada

mezcla de BP-BSC Figura 3

[L

Asignación de puntaje a cada péptido incluídoen
la base de datos Figuras 4 8. 5

Ü

Síntesis de péptidos individualesy
determinación de la actividad

utilizada, contiene las secuencias de proteínas
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organizadas en diferentes grupos: virales, bacterianas, humanas, etc. El

diagrama de flujode Ia figura 2 resume Ia estrategia a seguir. En primer lugar, se

generó una matriz basada en los resultados del tamizado. Cada posición de Ia

matriz adjudica un valor a un determinado aminoácido en una determinada

posición. Este valor se basa en el porcentaje de lisis obtenido para la mezcla de

la biblioteca con ese aminoácido definido en esa posición (Figura 3). EI análisis

biométrico utiliza esa
_ _ . Figura 3. Matriz basada en la actividad de cada muestra

matriz para adjudicar derivadadel barridoposicional
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

1.92 1745 2.145 1.475 0.53 1.355 2.535 0.925
1.265 o es .136 0,495 oie7 0.525 4.275 0718 0.565

osa -2 13 -o47 435 4‘22 0.09 0.705 cas 0.355
4,135 cos .1395 .299 ¿za 4.555 4719 -oze 0.105

215 -o ass 7.10 0.215 .1 o 1.255 mas 0.425

1,535 1.315 1 44 0.90 rezs 0.415 0.665 o 795 1.615

.1 73 0.975 2.195 nos oca o 325 0.495 0.33 0779

2.35 0.93 .o 47 1.235 -o.125 ue .031 p.375 13.91

o 73 0,05 0.795 -o.73 4.51 4.345 4.335 p.915 43.19

0,35 0.99 1.775 0.14 0.7 0.565 0.305
. 1,2 1.145 0.525 0.93 2,305 -o.oa 0.945

p.195 osa 4.345 o 0.505 osos .074 1.315
osos .125 0.355 0.71 0‘24 o 4.10 0.135 0.07

0.14 o 9 4.075 4.475 .o.e75 4.1.93 -1.1s o 0.635

1 us 0.345 .o 14 -0.61 .027 0.115 0.195 0.02 1.585

0.54 001 0,565 oiae 2.665 0.31 2 195 2465

0.36 -1095 019 0.175 0.64 Aroa 1.39
oeos cos 4535 0.27 4.36 oe 0.635 0745
o 17 cres -o235 0315 .155 4.545 esas 4.32 1.315

0815 43.715 0415 0.13 07015 0.51 0.14 area

un puntaje a todos

los nonapéptidos de

todas las proteínas

presentes en la base

de datos GenPept

1.7, moviendo la

ventana de puntaje
de a un aminoácido

(Figura 4).

<E<-|VI:UD'02!I'¡—IO11IIIDO>

_. A .. UI N 0|U

Puntaje

SL9 S L Y N T V A T L 69.11

Figura 4. Adjudicación de puntaje a cada nonapéptido presente en la base de datos

iAmanIcldo [75 ao as sol

Ip1lpzlpalPAIPslpslmlpelpsj Puntaje—- ELRISILIYINITIVIAITILIYCVHo—
[1.54275] 4.35I 0.31[15.62]434 [19.31[9742I 2.46I ———+ 59.11

IP1JP2LP3 LPleSIPGJP7lPBJP9I
fl E LRSILLYLNLTJVIAITILIYIC VHQ ——

[210.72 I cas |01BI-1.36I1.36l-1.m|0.31Iovse| ———> -o_14

LP1I P2Lpalpalpslpslmlpalpgl
— E LRS LIYLNITIVIAITILJYICIVH o —

[0.62 lose [0.19 I 0.27l 0.33losa [0.57 [0.14[o.57| ———> 2.01

De esta manera, todos los nonapéptidos de la base de datos son

ordenados de acuerdo a Ia sumatoria del puntaje adjudicado a cada uno de sus
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Figura 5 Péptidos con mayor puntaje de la base de datos viral

Orden Punta‘le

aomwowauma

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | _ Protelna
73 26 S L F N T V A T I 276155 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 RNA p17
70 78 S L F N T A A T I 276281 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 RNA p17
68 92 L L Y M T S A T l UBGSOOPestrvrrus type 1 noncytopathic genomic RNA. complete
GB29 T A F I T T A T l M009721 Feline calicivirus isolate V66/97 capsid protein
67.58 S L Y N T I A T l 279576 Human ¡mmunodeficiency virus type 1 gene coding tor matrix protein
66 02 V V F Q T S A T l X17403 Human herpesvirus 5 Human cytomegalovirus strain A0169. complete
65 59 D R A I T V A T I UBBB45Turnip yellow mosaic Virus variant DS. virion protein (VP) gene.
64 95 A l Y T T G A T l U29999 Human Immunodeficiency virus type 1 isolate 091-m.gp V3 region(env) m
64 94 A F Y A T G A T l U69442 Human ¡mmunodeficiency vrrus type 1 HIV-1 patieankgp gene. C4 c3 region
64,34 L V Y P T A A T l M30594 Murine adenovirus type 1 Mouse adenovirus type 1 E3 region

aminoácidos. que es predictor de su capacidad de estimular el clon T utilizado

para el tamizado (Figura 5). La lista de péptidos incluye además de su

secuencia, un número de identificación de acceso a la secuencia original,

proteína y organismo del cual derivan. EI código de cada péptido se usa para

acceder, a través de Internet y el sitio Entrez/Pubmed del Instituto Nacional de

Salud de los Estados Unidos, a toda la información disponible sobre esa

secuencia.

Estrategia:

La estrategia utilizada
Figura 6.

para Ia identificación de
lTamizado de la biblioteca lnuevos péptidos agonistas de im

Ia actividad citotóxica de

células T se encuentra Pépüdos
deñvados

Pépfidos
. — derivados

Deconvolucnón del anáüfls
biométricoi

l

Ensayo de péptidos individuales

resumida en la Figura 6. En

breve, los datos obtenidos del

tamizado de Ia biblioteca,

sirvieron para generar dos
diferentes colecciones de

péptidos. Un criterio de deconvolución consistió en elegir los aminoácidos

favoritos para cada posición del péptido, de acuerdo a la actividad producida por

cada mezcla de la biblioteca. Los aminoácidos cuyas mezclas correspondientes

generaron la mayor actividad en una dada posición son seleccionados para

generar una primera colección de péptidos. La segunda forma de analizar los

análisis biométrico, consistió en encontrarresultados del tamizado, el
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nonámeros presentes en bases de datos de proteínas que son capaces de

estimular el clon de CTLs. Asi, se generó una segunda colección de péptidos. Si

el epitope del clon de CTLs es desconocido, este sistema puede ser de

incalculable valor para identificarlo. Finalmente, ambos grupos de nonapéptidos,

derivados de las actividades máximas y de Ia base de datos, fueron ensayados

por su capacidad de generar actividad citolítica en las mismas condiciones que

el tamizado y también en diferentes clones con Ia misma especificidad.

Predicción de la unión a HLA-A*0201:

SYFPEITHI es una base de datos que permite identificar motivos en

secuencias peptidicas y determinar su probabilidad de unión a diferentes MHC.

Desde 1999, es posible hacer predicciones de unión, accediendo a través del

sitio wwwsfipeithide. Esta página permite determinar la fuerza de unión de una

determinada secuencia de aminoácidos a un determinado MHC de clase I o Il.EI

algoritmo utilizado evalúa cada aminoácido de la secuencia peptidica y le

adjudica un valor arbitrario de 1 a los aminoácidos preferidos levemente y un

valor de 15 a los residuos considerados de anclaje. La asignación de estos

valores está basada en la frecuencia de los respectivos aminoácidos en Iigandos

naturales, artificiales y/o epitopes de células T.



Resultados:

Tamizado de la biblioteca de nonapéptidos:

Dado que los clones utilizados reconocen un péptido natural de HIV-1

compuesto por 9 aminoácidos, una biblioteca de nonapéptidos fue usada para

escrutar Ia actividad citotóxica en presencia del clon de CTLs 161jXA14,

específico para Gag p1777-85.Para determinar cuál es Ia biblioteca más

apropiada para analizar Ia especificidad del clon 161jXA14, primero se

ensayaron sólo dos posiciones (2 y 4) de dos diferentes bibliotecas de

nonapéptidos (cuatros sub-bibliotecas) que difieren en sus carboxi terminales;

una Io tiene carboxilado y Ia otra amidado. La lisis específica generada cuando

se usó Ia biblioteca de nonapéptidos amidados fue mayor con respecto a Ia

biblioteca carboxilada, por lo tanto la primera, fue utilizada para identificar las

secuencias agonistas del clon (dato no presentado). Las 180 mezclas que

componen la BP-BSC de nonapéptidos (OXa-NHZ)fueron ensayadas a 100pg/ml

en duplicado por su capacidad de generar lisis específica de células blanco

cargadas con Na251CrO4en presencia del clon 161jXA14. Este ensayo fue

repetido entre 3 y 6 veces para cada posición. En la figura 7 se presenta el

promedio de todos los resultados del tamizado; cada gráfico representa una sub

biblioteca con una posición definida (P1, P2, .....P9) y cada barra representa Ia

lisis específica generada por cada mezcla y los corchetes el desvío estándar.

Las barras amarillas corresponden a la mezcla que posee el aminoácido definido

para esa posición en SL9. Las actividades producidas por cada muestra

oscilaron entre 0% y 30% de lisis específica. La barra horizontal representa el

valor promedio de lisis específica de cada sub-biblioteca.
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Figura 7. ActIVIdadcitotoxnca del clon 161JXA14con la biblioteca de L-nonapetidos
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Los péptidos presentados en el marco dei HLA-A*0201con alta eficiencia,

poseen aminoácidos específicos en las posiciones 2 y 9. Estos aminoácidos

poseen alta hidrofobicidad que permiten el anclaje del péptido al MHC. SL9

contiene L en ambas posiciones. El perfil inducido por el clon para Ia posición 2,

muestra claramente Ia preferencia por péptidos con L o M. Estos dos

aminoácidos son los reportados en Ia literatura como mayoritariamente
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encontrados en la posición 2 de péptidos presentados en eI marco del HLA

A*0201 4°. Para la posición 9, los aminoácidos favoritos para el anclaje son

mayoritariamente L o V también hidrofóbicos. En los resultados obtenidos de la

sub-biblioteca P9, Ia mezcla con I (XXXXXXXXI) definida produjo mayor

actividad. Por Ia similar estructura química que comparte con L, L—>Ise

considera una substitución muy conservadoras 2°.Cabe destacar que en las dos

posiciones de anclaje (2 y 9), Ia actividad de las mezclas con aminoácidos con

carga, resultaron significativamente más bajas, confirmando hallazgos previos 41.

En Ia posición 6 también se encontró actividad en las mezclas con V

(XXXXXVXXX),que es considerado un residuo de anclaje auxiliar para HLA

A*0201. SL9 3Y—>Fy 6V—->|son mutaciones encontradas en el virus aislado del

paciente 161j 36.Este reemplazo fue también observado en la reactividad de las

mezclas F (XXFXXXXXX)y Y (XXYXXXXXX)de Ia sub-biblioteca definida para

Ia posición 3.

Aunque muchas mezclas de Ia sub-biblioteca P1 indujeron considerable

actividad, la mezcla que contiene S (SXXXXXXXX)resultó entre las dos más

activas. S es el aminoácido que se encuentra en Ia posición 1 de SL9.

Similarmente, en Ia sub-biblioteca P4 muchas mezclas, en general con residuos

definidos no polares, mostraron actividad citolítica específica.

Sorprendentemente, el residuo de SL9 correspondiente a esta posición es N que

es polar, y su mezcla correspondiente (XXXNXXXXX),no indujo actividad. EI

resto de las sub-bibliotecas (P3, P5, P7 y P8) resultaron consistentes con la

secuencia de SL9 y mostraron notable actividad asociada a un limitado número

de mezclas. Finalmente en 7 de las 9 posiciones, las mezclas más activas

corresponden a los aminoácidos presentes en el péptido natural, SL9 (Figura 7.

barras amarillas).



Deconvolucióngenerada de las mezclas más activas:

Basandose en la Tabla1_

Aminoácidos seleccionados para cada posición

P1IP2IP3|P4|P5IP6|P7IP8IP9
nonapéptidos, se F M F T .T V A T. I

sintetizaron 32 péptidos. S Y S A S

actividad de las mezclas

de la biblioteca de

Para las posiciones 1, 3, 2X1X2X2X1X2X1X1X2= 32
4, y 9 se eligieron los

_ ,_ _ Tabla 2. Péptidos derivados de
aminoaCIdos correspondientes a las ¡as mezclas más acfivas

dos mezclas que produjeron mayor pept'“ SUST'TUC'MGS# P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 #

actividad citolítica específica. En 1 F M F I T V A T I -NH2 5_ 2FMFlTVATS-NH25
cambio, un solo amrnoacudo fue 3 F M F T T A A T T _NH2 6

elegido para las posiciones 2, 5,7y8, 4 F M F ' T A A T S 'NH2 6
5 F M F s T v A T I —NH2 5

basándose en la menor cantidad de 6 F M F s T v A T s —NH25

I t. T t,t. 7FMFSTAATI-NH26
mezcas ac Ivas y as carac erISIcas 8 F M F S T A A T S _NH2 6

físico-químicas de los aminoácidos 9 F M Y ' T V A T ' 'NH2 4__ _ 1OFMYITVATS-NH24
definidos en ellas. Finalmente V, S, y 11 F M y l T A A T I -NH2 5.. 12FMYITAATS-NH5

n I m cha 2
A, fuero as e s que IndUJeron 13 F M Y s T V A T I _NH2 4

mayor actividad en la posición 6.Vfue 14 F M Y S T V A T S -NH2 4T I _ 15FMYSTAATI-NH25
elegida por ser la mezcla mas activay 16 F M Y S T A A T S _NH2 5

su reconocida función de anclaje para 17 S M F ' T V A T ' 'NH2 4183MFlTVATS-NH24
HLA-A*0201; el segundo aminoácido 19 s M F l T A A T I —NH2 5

T.d t ..,f AZOSMFITAATS-NH25
eegi o para esa posrcnon ue , 21 S M F S T V A T T _NH2 4

debido a su mayor hidrofobicidad 22 S 'V' F S T V A T S 'NH2 4l _ 238MFSTAATI-NH25
(posrcron de anclaje secundario) 24 s M F s T A A T s -NH2 5

25 s M Y I T v A T I -NH2 3n
comparado co Sque es polar (Tabla 26 s M Y I T v A T S _NH2 3
1). Con todas las combinaciones 27 S M Y I T A A T I -NH2 4_ ZBSMYITAATS-NH24
posrbles de estos aminoaCIdos se 29 S M Y S T V A T T _NH2 3

sintetizaron 32 péptidos con el carboxi 3° S M Y S T V A T S 'NH2 331SMYSTAATI-NH24
terminal amidado de acuerdo a Ia 32 s M Y s T A A T s -NH2 4



biblioteca usada para el tamizado. En la Tabla 2, se encuentran listados todos

los péptidos numerados del 1 al 32, con residuos en rojo se identificaron los

aminoácidos correspondientes a SL9 y se incluyó además el número de

sustituciones con respecto a SL9 (#33).

Deconvolución generada del

análisis biométrico:
Figura 8. Distribución del puntaje de los péptidos

de origen viral

La matriz generada con los

resultados del BP-BSC con el clon

161jXA14 fue utilizada para

adjudicar puntaje a cada uno de

los nonapéptidos en las proteínas

Virales ¡nCIUÍdaS en GenPept .153 .57 25 115 207 299 390 431 573 664
puntaje hlomólrlco

Así se obtuvo una lista ordenada

por puntaje estimulatorio, de más de 22 millones de nonapéptidos, incluídos en

102.359 proteínas virales. La distribución de los 22 millones de péptidos muestra

claramente que muy pocos péptidos poseen alto puntaje, sólo 10.000 péptidos

tienen un puntaje mayor a 48 (Figura 8). El péptido nativo, HIV-1 Gag77-a5,se

ubicó en la posición 116 con un puntaje de 59.11 (Tabla 3). Los nonapétidos que

obtuvieron el mayor puntaje fueron sustituciones dobles y triples de SL9,

derivadas de Ia región Gag p1777-35de HIV-1 y aisladas de pacientes HIV-1+

(Tabla 3). Esto indica que si Ia especificidad del clon hubiese sido desconocida,

la identidad del epitope y la correspondiente especie viral asociada podrían

haber sido desenmascaradas. Con mayor puntaje que SL9 se ubicaron 45

diferentes secuencias derivadas de proteínas de HIV-1y 68 entre las primeras

300 secuencias. Estos resultados sugieren una alta probabilidad de reacción

cruzada en una cohorte de diferentes individuos. El siguiente paso consistió en

la síntesis de péptidos individuales con alto puntaje. Fueron sintetizados un total

de 67 péptidos, los 50 con mayor puntaje y todos los pertenecientes a proteínas

de HIV-1con mayor puntaje que SL9 (116) (Tabla 3).
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Tabla 3. Análisis biométrico del clon 161jXA14
Péptidos seleccionados de la base de d atos viral

Orden Puntaje Unión a

Pept. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 #mbs Biam Biom HLA’O201 Especie de origin
33 s L Y N T V A T L -NH2 0 116 59.11 31 Human immunodeficiency vims type 1 HIV-1 RNA p17 region

34 S L F N T V A T I -NH; 2 1 73.26 29 Human immunodeficiency virus type 1 HN»1 RNA p17 region

35 S L F N T A A T I -NH; 3 70.78 25 Human immunodeflciency virus type 1 HIV-1 RNA p17 region
36 L L Y M T S A T I -NH2 4 3 68.92 25 pestivims type 1 Pestivirus type 1 noncytopathic
37 T A F I T T A T l -NH3 6 4 68‘30 19 Feline calicivirus Fellne calicim'rus isolate V66197

38 s L Y N T I A T l —NH2 2 5 67.59 29 Human immunodeficiency virus type t Human
39 V V F Q T 5 A T l "NH; b’ 6 66,02 18 human nerpesurus :vHuman cytomegalovrrus strain A0169
40 D R A I T V A T l -NH¡ 5 7 65‘60 17 Tumip yellow mosaic virus Tumip yellow mosaic virus
41 A I Y T T G A T l -NH2 5 8 64.96 23 Human immunodeficiency virus type 1 Human
42 A F Y A T G A T I -NH2 5 9 64‘94 15 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 patient l,
43 L V Y P T A A T l -NH2 5 10 64.84 21 Murine adenovirus type 1 Mouse adenovirus type 1 E3
44 T I Y H T L A T l -NH¡ 5 11 64.67 25 Bacteriophage A511 Bacteriophage A511 orf1, orf2. cps.
45 R D F S T F A T l -NH2 6 12 64 20 13 unldentified entomopoxvirus Amsacta entomopoxvirus
46 I L F L T V A T L -NH; 3 13 64.17 31 Newcastle disease virus Newcastle disease virus HN

47 G A A G T N A T l «NH; 6 14 64 04 21 Nudaurelia capensis omega M‘ruscapsid protein

43 R R A L T T A T l -NH? 6 15 63.50 16 Human rotavirus Human rotavirus mRNA tor VP6,

49 L M F V T V A R l -NH7 6 16 63.50 25 Cercopithecine herpesvirus 9 Cercopithecine hemeswms

50 I M D L T D A T l -NH; 6 17 63‘43 22 gallid herpesvirus 1 Gallid herpesvirus 1 genes for

51 T G L K T V A T l -NH7 5 1B 63.42 18 Pseudomonas aeruginosa phage phi CTXPseudomonas

52 l E H G T T A T l -NH2 6 19 63.25 18 Dengue virus type 1 Dengue virus type 1 clone

53 F V I L T S A T I —NH2 6 20 63.18 19 Airican swine fever vims African swine (ever virus,

54 P Q Y S T S A T I -NH2 5 21 63,16 10 Macaca mulatta madinovirus 17577 Macaca mulatta

55 I V S T T S A T I -NH3 6 22 63.12 18 tomato ringspot úrus Tomate ringspot vims isolate

56 T K A A T A A T I —NH2 6 23 63.04 14 Paramecium bursaria Chlorella virus 1 Paramecium

57 l P P H T S A T I -NH¡ 6 24 62‘94 14 salmonid herpesvirus 1 Salmonid herpesw'rus 1 DNA

58 V G F A T V A L l -NH2 6 25 62.93 16 human herpesu'rus 5 Human cytom egalovirus DNA for UL33

59 Q E F I T V A A I -NH2 6 26 62.81 10 Bacteriophage RB70 Bactenophage RB70 DNA for DenV and

60 G Y M G T S A T l -NH2 6 27 62.80 16 Bacteriophage lambda Bacteriophage Iambda. complete

61 S V S L T l A T I -NH; 5 28 62.73 22 Influenza A virus lnfluenza virus type A genomic RNA

62 D R T V T V A T l —NH; 5 29 62.68 14 Tumip yellow mosaic virus Tumip yellow mosaic “‘an

63 T G H G T T A T l -NH¡ 6 30 62.63 16 Dengue Wrus type 1 Dengue vinis type 1 isolate

64 K I L A T s A T I -NH7 6 31 62.49 23 Slmlan parainfluenza vrus 41 P protein (RNA edited)

65 s P Y G T H A T I —NH¡ 4 32 62.46 17 Citrus tristeza vims Citms tristeza virus p346,

66 Q A S G T A A T l -NH; 6 33 62.45 18 Human immunodeficiency VÍI'UStype 1 HIV-1 isolate

67 S C F V T V A R l -NH2 5 34 62‘37 17 Simian foamy V'rus Simian foamy vims env gene.

68 s T G l T S A T l -NH2 5 35 62.36 18 Pelargonium Ieaf cun virus putative RNA polymerase,

69 G G A Y T H A T l »NH2 6 36 62‘24 14 human calicivirus Human enteric calicivirus (Manchester

70 S V S l T | A T I -NH2 5 37 62.19 22 influenza A Virus (AIQuaiI/Hong Kong/Gl/97 (H9N2))

71 T A G A T P A T I -NH2 6 38 62 18 16 Potato virus X Potato Vrus X coat protein gene, DY

72 S P Y D T L A T I —NH2 4 39 62‘17 20 Raccoonpox virus Raccoon poxvirus hernagglutinin gene.

73 s L F S T V A T L -NH2 2 40 62.17 31 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 RNA p17-¡>24

74 K S Y F T N A T I -NH7 5 41 62.15 13 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 isolate

75 L G T M T I A T I -NHZ 6 42 62.12 17 01 coliphage T4 Coliphage T4, complete genome: 7/1999

76 T E H G T I A T I -NH2 6 43 62.08 18 Dengue virus type 1 Sequence 1 from Patent W09322440;

77 N L A L T E A T l -NH¡ 5 44 62.07 24 beet soil-home virus Beet soiHJome virus genes tor

78 D Q S F T V A T l —NH2 5 45 62.06 14 Kaposi's sarcoma-associated herpesvinm Kaposi's
79 s V T L T l A T l -NH; 5 46 62.05 21 Influenza A V'rus H3N2 Influenza A vims H3N2

80 Q L L S T L A T I -NH2 5 47 62.02 28 Mumps virus Mumps virus genomic RNA for fusion

81 s S G S T T A T I -NH3 5 48 6200 16 bactericphage #D Bacteriophage #D gene tor

82 G l T A T L A T I -NH¡ 6 49 61‘99 24 Plutella xylostella granulovirus Plutella xylostella

83 s L F N T V A T L -NH2 1 49 61.91 31 Human immunodeficiency Wrus type 1 Huma

84 Q l T N T S A T l -NH3 5 62 61.11 19 Human immunodeficiency Wrus type 1 HN<1 isolate DH12

B5 S L F N T V A T T -NH; 2 67 60.84 25 Human ¡rnmunodeflciency virus type 1 Human

86 s L F N T l A l l -NH7 4 72 60759 27 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 strain C14

B7 K A L G T G A T l -NH2 6 73 60.54 21 Human Immunodeficiency virus type 1 HIV-1 isolate

88 T L N C T N A T I -NH2 5 75 60 42 23 Human immunodeficiency virus type 1 Human

89 S L F N T V A T H -NH2 2 78 60.24 21 Human immunodeficiency virus type 1 Human

90 L V G P T P A T I -NH2 6 65 60 07 20 Human immunodefioiency virus type 1 HIV-1 patient 7

91 T M N N T N A T l -NH¿ 5 87 60.02 21 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 strain C21

92 T L N C T D A T l -NH2 5 68 60.00 23 Human immunodeficiency virus type 1

93 s L F N T V A T V -NH2 2 89 59.90 31 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 isolate

94 S K N A T N A T I -NH7 5 90 59.90 15 Human immunodeficiency vims type 1 Human

V L F A T G A l I -NH; 6 95 59776 22 Human immunodeficiency vims type 1 Human

S L F N T V A T P -NHg 2 100 59.52 21 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 isolate CP9

S L F N T A A T L -NH2 2 101 59 43 27 Human immuncdeficiency virus type 1 HIV-1 clone

S L Y S T V A T L -NH2 1 104 59.37 31 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 RNA p17

A L F T T R A l I »NH2 6 110 59.25 23 Human immunodeficiency Virus type 1 Hum an

S L Y Y T V A T L -NH7 1 111 59.22 30 Human immunodeficiency virus type 1 Human



Actividadde compuestos Tabla4.
MW Actividadcitotóxicadepéptidosindividuales
OT¡g¡nal¿ con el clon 161jXA14 Ec50Pep123456789 #subs nM

33SLYNTVATL-NH20 01H
Los péptidos cuya 21 s M F s T v A T | .NH2 4 0010. . 13FMYSTVATl-NH24 003o

secuenCIa fue derivada de 11 F M Y T T A A T T _NH2 5 0039, . 15FMYSTAATl-NH25 0054
las mezclas mas activas, 19 s M F T T A A T T _NH2 5 0058

fueron ensayados en primer 7 F 'V' F S T A A T ' "‘“2 6 00‘3531SMYSTAATI-NH24 ooo,
lugar sobre el clon 5 F M F S T V A T I -NH2 5 OOTO_ T 298MYSTVATI-NH23 01m
161JXA14, el mismo usado 9 F M Y l T v A T l -NH2 4 0156. 3FMFlTAATl-NH26 0.221
para el tamizado de la 25 s M Y T T V A T T _NH2 3

biblioteca. Los péptidos 17 s M F I T V A T ' 'NH2 46FMFSTVATS-NH25
fueron ordenados por su 22 s M F s T v A T s .NH2 4.. 14FMYSTVATS-NH24
actiwdad y agrupados de 23 s M F S T A A T T _NH2 5
acuerdo a su actividad 8 F M F S T A A T S -NH2 6188MFITVATS-NH24
oitotOXIca con respecto a 30 s M Y S T V A T S _NH2 3

SL9 (Tabla 4). Se eligieron 16 F M Y S T A A T S -NH2 5__ . 12FMYlTAATS-NH25
arbitrariamente intervalos de 32 s M Y s T A A T S _NH2 4

un logaritmo: 0.02nM a 2° s M F l T A A T S 'NH2 51FMFlTVATl-NH25
Ü-ZZÑM, el rango al que 28 s M Y l T A A T s —NH2 4

pertenece SL9-1X; 0.23nM 27 s M Y ' T A A T ' 'NH2 44FMFlTAATS-NH26
a2.2nM, SL9-10X; 2.3nMa 10 F M Y I T v A T s —NH2 4

_ 24SMFSTAATS-NH25
22nM, SL91OOX, 23nM a 2 F M F T T V A T S _NH2 5

222nM, SL9-1000X , etc_ 26 s M Y I T v A T s .NH2 3 >1oo
, . l). <O.22nl\/I

De los 32 péptidos, 11 (#21,

#13, #11, #19, #15, #7, #31,
EC50>22.3nM

#5, #29, #9 y #3)

demostraron poseer actividad (EC50)en el rango SL9-1X. Todos estos péptidos

presentan entre 3 y 6 substituciones con respecto al péptido natural (SL9) y

tienen I en la posición 9. El cambio l—>Sen la posición 9 de anclaje, confirma la

predicción de la biblioteca donde la mezcla con l9 definida (XXXXXXXXl)
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Tabla 3. Análisis biométrico del clon 161jXA14
Péptidos seleccionados de la base de d atos viral

Orden Puntaje Unión a
Papt. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 #subs Biom Biom HLA'0201 Essecie de origen

33 s L Y N T V A T L -NH2 O 116 59.11 31 Human immunodeficiency virus type 1 HIV-1 RNA p17 region

34 S L F N T V A T l -NH2 2 1 73 26 29 Human immunodeflCIency virus type 1 HIV-1 RNA p17 region

35 S L F N T A A T I —NH2 3 2 70. 78 25 Human immunodeficiency Virus type 1 HIV-1 RNA p17 region
36 L L Y M T S A T l -NH2 4 3 68.92 25 pestivirus type 1 Pestivirus type 1 noncytopathic
37 T A F I T T A T l -NH2 6 4 68 30 19 Feline calicwirus Feline calicivirus isolate V66197

38 S L Y N T I A T l -NH2 2 5 67.59 29 Human immunodefiCIency w'rus type 1 Human
39 V V F Q T S A T I -NH2 6 6 66.02 16 human herpesvirus 5 Human cytomegalowus strain AD169
40 D R A I T V A T l -NH2 5 7 65.60 17 Tumip yellow mosaic vims Turnip yellow mosaic Vin.is
41 A l Y T T G A T l —NH2 5 8 84.96 23 Human immunodeficuency virus type 1 Human

42 A F Y A T G A T l —NH2 5 9 64.94 15 Human immunodefiCIency virus type 1 HIV-1 patient I,
43 L V Y P T A A T I —NH2 5 10 64.84 21 Murine adenovirus type 1 Mouse adenovirus type 1 E3
44 T l Y H T L A T I -NH2 5 11 64 67 25 Bacteriophage A511 Bacteriophage A511 orf1, orf2, cps.
45 R D F S T F A T I -NH2 6 12 64.20 13 "‘ "" " A ' '

l L F L T V A T L -NH2 3 13 64 17 31 Newcastle disease Virus Newcastle disease Virus HN

47 G A A G T N A T I -NH2 6 14 64.04 21 Nudaurelia capensis omega ViruscapSId protein

48 R R A I. T T A T I -NH2 6 15 63.50 16 Human rotaVIrus Human rotavirus mRNA for VP6.

49 L M F V T V A R I -NH2 6 16 63.50 25 ' h .y .2...“ 9 ’ herpesvims

50 I M D L T D A T I -NH2 6 17 63.43 22 gallid herpesvirus 1 Gallid herpesvirus 1 genes for

51 T G L K T V A T I -NH2 5 18 63.42 18 Pseudomonas aeruginosa phage phi C‘IXPseudomonas

52 I E H G T T A T I —NH2 6 19 63.25 18 Dengue virus type 1 Dengue virus type 1 clone

53 F V I L T S A T I -NH2 6 20 63 18 19 African swme fever virus African swune fever vims,

54 P Q Y S T S A T I -NH2 5 21 63 16 10 Macaca mulatta madinovirus 17577 Macaca mulatta

55 I V S T T S A T I -NH2 6 22 63.12 18 tomato ringspot virus Tomato nngspot virus isolate
56 T K A A T A A T I -NH2 6 23 63.04 14 Paramecium bursaria Chlorella virus 1 ParameCium

57 I P P H T S A T l -NH2 6 24 62.94 14 salmonid herpesvirus 1 Salmonid herpesVirus 1 DNA

58 V G F A T V A L l -NH2 6 25 62.93 16 human herpesvirus 5 Human cytomegalovirus DNA for UL33

59 Q E F I T V A A I -NH2 6 26 62.81 10 Bacteriophage R870 Bacteriophage R870 DNA for DenV and

60 G Y M G T S A T I -NH2 6 27 62.80 16 Bacteriophage Iambda Bacteriophage Iambda, complete

61 S V S L T I A T l -NH2 5 28 62 73 22 Influenza A virus Influenza virus type A genomic RNA

62 D R T V T V A T l —NH2 5 29 62.68 14 Turnip yellow mosaic virus Turnip yellow mosaic vian

63 T G H G T T A T I -NH2 6 30 62 63 16 Dengue virus type 1 Dengue virus type 1 isolate

64 K l L A T S A T | -NH2 6 31 62749 23 Simian parainfluenza virus 41 P protein (RNA edited)

65 S P Y G T H A T I —NH2 4 32 62 46 17 Citrus tristeza Virus Citrus tristeza virus p346.

66 Q A S G T A A T I -NH2 6 33 62 45 18 Human immunodeflciency virus type 1 HIV-1 isolate

67 S C F V T V A R I »NH2 5 34 62.37 17 Simian foamy virus Simian foamy Virus env gene‘

68 S T G I T S A T I -NH2 5 35 62.36 18 Pelargonium Ieaf curl virus putative RNA polymerase‘

69 G G A Y T H A T I —NH2 6 36 62724 14 human calicivirus Human enteric calicivirus (Manchester

70 S V S l T I A T l -NH2 5 37 62 19 22 influenza A Vlms (AIQuail/Hong Kong/G1/97 (H9N2))

71 T A G A T P A T I -NH2 6 38 62 18 16 Potato VirusX Potato wus Xcoat protein gene, DY

72 S P Y D T L A T l -NH2 4 39 62 17 20 Raccoonpox Virus Raccoon poxvirus hemagglutinin gene.

73 s L F S T V A T L -NH2 2 40 62 17 31 Human immunodeñciency virus type 1 HIV-1 RNA p17-p24

74 K S Y F T N A T l «NHz 5 41 62 15 13 Human immunodeficiency Virus type 1 HIV-1 isolate

75 L G T M T I A T l —NH2 6 42 62 12 17 01 coliphage T4 Coliphage T4, complete genome; 7/1999

76 T E H G T I A T l -NH2 6 43 62 08 18 Dengue virus type 1 Sequence 1 from Patent W09322440;

77 N L A L T E A T I -NH2 5 44 62‘07 24 beet sell-Dome Vims Beet soil-bome virus genes for

78 D Q S F T V A T I —NH2 5 45 62 06 14 Kaposi's sarcoma-associated herpesvn'us Kaposi's

79 S V T L T l A T l -NH2 5 46 62 05 21 Influenza A virus H3N2 Influenza A M'rus H3N2

60 Q L L S T L A T I —NH2 5 47 62 02 28 Mumps Virus Mumps Virus genom ic RNA for fu5ion

81 S S G S T T A T I -NH2 5 43 62 00 16 bactenophage #D Bacteriophage #D gene for

82 G I T A T L A T I -NH2 6 49 61 99 24 Plutella xylostella granulovirus Plutella xylostella

83 S L F N T V A T L -NH2 1 49 61 91 31 Human immunodeflciency vian type 1 Human

84 Q I T N T S A T l -NH2 5 62 61 11 19 Human immunodeficiency Virus type 1 HIV-1 isolate DH12

85 s L F N T V A T T -NH2 2 67 60 84 25 Human immunodefiCIency Virus type 1 Human

86 S L F N T l A l I -NH2 4 72 60 59 27 Human immunodefiCIency Virus type 1 HIV-1 strain C14

87 K A L G T G A T I -NH2 6 73 60 54 21 Human immunodefiCIency virus type 1 HN»1 isolate

88 T L N C T N A T l —NH2 5 75 60. 42 23 Human immunodeficienoy Virus type 1 Human

89 s L F N T V A T H -NH2 2 73 60 24 21 Human immunodefiCIency Vian type 1 Human

90 L V G P T P A T I -NH2 6 85 60 O7 20 Human immunodeficienpy Virus type 1 HIV-1 patient 7

91 T M N N T N A T l -NH2 5 87 60 02 21 Human immunodeficiency Virus type 1 HIV-1 strain C21

92 T L N C T D A T I -NH2 5 88 60 OO 23 Human immunodeficiency Virus type 1

93 S L F N T V A T V -NH2 2 89 59 90 31 Human immunodeficiency Virus type 1 HI\I»1 isolate

94 S K N A T N A T I —NH2 5 90 59 90 15 Human immunodefiCIency virus type 1 Human

95 V L F A T G A | l -NH2 6 95 59 76 22 Human immunodefiCIency Vims type 1 Human

96 S L F N T V A T P -NH2 2 100 59 52 21 Human immunodefiCIency Virus type 1 HIV-1 isolate CP9

97 S L F N T A A T L -NH2 2 101 59 43 27 Human immunodefiCIency Virus type 1 HIV-1 Clone

98 S L Y S T V A T L -NH2 1 104 59 37 31 Human immunodefiCIency virus type 1 HIV-1 RNA p17

99 A L F T T R A I l -NH2 6 110 59 25 23 Human immunodeñciency virus type 1 Human

100 S L Y Y T V A T L -NH2 1 111 59 22 30 Human immunodeficiency Virus type 1 Human
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Actividadde compuestos Tabla4.
MW Actividadcitotóxicadepéptidosindividuales

. . - ECo“ mal: con elclon161jXA14 so
_g—_ Pep1 2 3 4 5 6 7 8 9 #subs nM33SLYNTVATL-NH20

Los péptidos cuya 21 s M F s T v A T I —NH2 4. . 13FMYSTVATI-NH24
secuencra fue derivada de 11 F M Y T T A A T T _NH2 5, . 15FMYSTAATI-NH25
las mezclas mas activas, 19 S M F T T A A T I _NH2 5

fueron ensayados en primer 7 F 'V' F S T A A T ' 'NHZ 631SMYSTAATI-NH24
lugar sobre el clon 5 F M F S T V A T I -NH2 5_ _ 298MYSTVATI-NH23
161JXA14, el mismo usado 9 F M v l T v A T I —NH2 4

_ 3 F M F I T A A T I -NH2 6

para el tamizado de Ia 25 s M Y T T V A T T _NH2 3.. ,. 17SMFITVATI-NH4
biblioteca. Los peptidos 2

6 F M F S T V A T S -NH2 5

fueron ordenados por su 22 s M F s T v A T s -NH¡,_ 4.. 14FMYSTVATS-NH24 3
actrvrdad y agrupados de 23 S M F S T A A T I _NH2 5 _3_
acuerdo a su actividad 8 F M F S T A A T S -NH2 6 4188MFITVATS-NH24 5
CitotOXIca con respecto a 30 S M Y S T V A T S _NH2 3 .5:

SL9 (Tabla 4). Se eligieron 16 F 'V' Y S T A A T S 'NHz 5 5_. T 12FMYITAATS-NH25 6
arbitrariamenteintervalos de 32 S M Y S T A A T S _NH2 4 8

un logaritmo: 0.02nM a 2° S M F ' T A A T S 'NHZ 5 11'.1FMFITVATl-NH25 12
0.22nM, el rango al que 28 s M v I T A A T s -NH2 4 13

27 M I - V
pertenece SL9-1X; 0.23nM s Y T A A T l NH2 4 174FMFlTAATS-NH26 17
aZ.2nM, SL9-10X; 2.3nM a 1o F M v I T v A T s —NH2 4 18

_ 24SMFSTAATS«NH2 5 24
22nM, SL9-1OOX, 23nM a 2 F M F I T V A T S _NH2 5 30

222nM, SL9-1000X , etc. 26 S M Y I T V A T S -NH2 3 >100
l _ SL91X=EC50<0.22nM

De los 32 peptidos, 11 (#21,

#13, #11, #19, #15, #7, #31, 100X=23nM< ECso<22W
EC50>22.3nM

#5, #29, #9 y #3)

demostraron poseer actividad (EC50)en el rango SL9-1X. Todos estos péptidos

presentan entre 3 y 6 substituciones con respecto al péptido natural (SL9) y

tienen I en Ia posición 9. EI cambio I—>Sen Ia posición 9 de anclaje, confirma la

predicción de la biblioteca donde Ia mezcla con l9 definida (XXXXXXXXI)
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produjo más actividad que la mezcla con 89 definida (XXXXXXXXS). Por

ejemplo, el péptido #21 sólo difiere en la posición 9 con el péptido #22(9l—>S),

pero es suficiente para aumentar la EC50de 0.01nM a 1.2 nM. Este fenómeno se

observa en todos los péptidos de esta colección que tienen I en Ia posición 9. La

naturaleza hidrofóbica de I, concuerda con el perfil requerido para el aminoácido

presente en esta posición de anclaje del péptido.

Los 67 péptidos individuales derivados del análisis biométrico fueron

ensayados en el clon 161jXA14 (Tabla 5.). Los péptidos fueron agrupados de

acuerdo a su actividad citotóxica con respecto a SL9, en intervalos de un

logaritmo de Ia misma manera que fue descripto en el párrafo anterior (Figura

9.). Los cinco péptidos del grupo SL9-1X poseen secuencias derivadas de Gag

p1777-85HIV-1. Similarmente, en el grupo SL9-10X, 4 de 6 péptidos pertenecen a

Gag p1777_85.Estos 9 péptidos contienen entre 1-3 substituciones con respecto

a SL9. Las substituciones fueron de carácter conservador o semi-conservador

con respecto a SL9 en las posiciones 3 (F—>Y),6 (V—+A,V—>I)y 9 (L—>l,L—>V);

en cambio las substituciones encontradas en la posición 4 son consideradas

semi (N—+S),o no conservadoras (N—>Y)2°. Nuevamente, los aminoácidos en la

posición de anclaje juegan un rol trascendental, los péptidos #85, #89 y #96

Figura 9. Actividad de los péptidos derivados del analisis biométrico en 161jXA14

¡:1 N0 Gag77-85
— Gag77-85

16 + HLAA'0201

14 v 30

é 12 - 25 E
.a O

tg 10 20 as 8 ' 3
o 15 tu

2 6 s
É 4 ‘ 105

2 ' 5

0 - 0

SL91X X10 X100 X1000 X10000
Actividad relativa a SL9

SL9 1X = E050 < 0.22nM

10X = 0‘23nM < EC50 < 22nM

100X = 2.3nM < EC50 < 22nM

1000X = 23nM < E050 < 222nM

10000X = E050 > 223nM
La unión a HLAA*0201fue determinada por el algoritmo predictivo
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pierden parte de su actividad al modificarse el aminoácido de la posición 9

(comparar con péptido #83), aunque estas sustituciones son consideradas semi

conservadoras (Tabla 5).

La reactividad cruzada del TCR fue confirmada por el reconocimiento

específico de 5 péptidos derivados de virus heterólogos que estimularon con

ECsos menores a 25nM el clon 161jXA14. En el grupo SL9 10X, dos péptidos,

derivados de (#36) Pestivirus de tipo 1 y (#46) virus de Newcastle fueron

capaces de estimular el clon 161jXA14 con EC5os menores a 1nM. Con menor

actividad, los péptidos derivados de (#39) Citomegalovirus humano (CMV),(#37)

Calicivirus felino, y (#81) bacteriófago #D se ubicaron en el grupo SL9 100X

(Tabla 5). Es la primera vez que se encuentra reactividad cruzada entre un clon

CTL especifico para HIV-1y secuencias peptídicas de virus heterólogos.

Tabla 5. Actividad de los péptidos derivados del análisis biométrico con el clon 161jXA14
Puntaje Unión a

Pept. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Biom HLA'0201 Especie de origen
33 s L v N T v A T L -NH2 o 59.11 31 HlV-1 ARN región gag p17

34 S L F N T V A T l -NH2 2 73.26 29 HlV-1 ARN región gag p17

83 S L F N T V A T L -NH2 1 61.91 31 HIV-1 región gag p17

93 S L F N T V A T V -NH2 2 59490 31 HIV-1 región gag p17
35 s L F N T A A T I -NH2 3 70.78 25 HIV-1 ARN región gag p17

38 s L Y N T I A T l -NH2 2 67.59 29 HIV-1 región gag p17
97 S L F N T A A T L -NH2 2 59.43 27 HlV-1 clon región gag p17

73 S L F S T V A T L -NH2 2 62.17 31 HIV-1 ARN región gag p17
98 S L Y S T V A T L -NH2 1 59.37 31 HIV-1 ARN región gag p17

100 S L Y Y T V A T L -NH2 1 59,22 30 HIV-1 región gag p17
36 L L Y M T S A T I -NH2 4 68.92 25 Pestivirus tipo 1 no-citopático
46 l L F L T V A T L -NH2 3 64.17 31 Virus de la enf. de Newcastle HN
39 V V F Q T S A T I —NH2 6 66.02 18 CMV humano cepa A0169
85 S L F N T V A T T -NH2 2 60.84 25 HIV-1 región gag p17

89 s L F N T v A T H -NH2 2 60.24 21 HIV-1 región gag p17

91 T M N N T N A T | -NH2 5 60.02 21 HIV-1 región env gp160

81 S S G S T T A T I -NH2 5 62.00 16 Bacteriófago #D

95 V L F A T G A l | -NH2 6 59.76 22 HIVv1 región env gp160

37 T A F I T T A T I —NH2 6 68.30 19 Calicivirus Felino aislamiento V66/97

96 S L F N T V A T P NH2 2 59.52 21 HIV-1 región gag p17

SL91X= EC50< 0.22nM

100X= 2.3nM < soso < 22nM

EC50 > 23nM
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Figura 10. Relación entre el puntaje biométrico y Ia actividad
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cambio, como era de esperar, la mayoría de los péptidos activos poseen un

mayor índice de pegado al HLA-A*0201que los no activos (Tabla 5 y Figuras 9 y

11). El uso del algoritmo de predicción de unión a HLA-A*0201 por Io tanto sirvió

para incrementar Ia probabilidad de encontrar péptidos de alta actividad.

Además, el 69% los péptidos con índice de unión a HLA-A*0201 mayor a 25

pertenecían a HIV-1 Gag77-85,en cambio sólo el 27% de Ia colección completa

(Figura 12).

80%

60%

40%

20%

0%

Figura 12. Frecuencia de péptidos derivados de HIV-1Gagnss

Colección completa

69%

27%

Indice HLAA*0201 >25
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Reactividad de péptidos en diferentes clones específicos para Gag77-asz

Para evaluar el nivel de reactividad cruzada de los nonámeros, se

utilizaron tres clones de CTLs CD8+ (115iB12, 115iB10 y 115iB19) aislados de

otro paciente HIV-1*con la misma especificidad por 161jXA14 por HIV-1 Gag77

35SL9 (ECsos: 0.11 - 2.5nM). La actividad citotóxica (EC50)de todos los péptidos

generados de acuerdo a los dos criterios de deconvolución fue determinada para

cada uno de los clones.

En primer lugar se estudiaron los péptidos derivados de las mezclas con

mayor actividad. La reactividad cruzada fue muy limitada. tan sólo 4 péptidos

(#21, #30, #29 y #11) de los 32 péptidos mostraron EC5os mayor a 2uM, en los

clones 115iB10 y 115812, sin embargo ninguno indujo lisis específica para el

clon 115iB19 a 20uM (Tabla 6). El péptido más activo en 161jXA14, #21,

también fue el más efectivo para inducir citotoxicidad en los clones 115iB10 y

115iB12; aunque 10 y 1000 veces menor a SL9.

Tabla 6. Reactividad cruzada de los péptidos derivados de las mezclas más activas
péptido sustl Unióna EcwnM

# P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 PB P9 # HLA'0201 161jXA14 115iB10 115iB19
21 S M F S T V A T | -NH2 4 27 0.002-0.02 20-200 >20000

30 S M Y S T V A T S -NH2 3 19 2-20 200-2000 200-2000 >20000

29 S M Y S T V A T l -NH2 3 27 0.02-0.2 2000 >20000

11 F M Y | T A A T | -NH2 5 22 0.02-0.2 2000 >20000

SL9 S L Y N T V A T L -NH2 0 31 0.02-02 2-20 0.2-2

Con el fin de poder comparar Ia inmunogenicidad de los diferentes

péptidos en presencia de diferentes clones en relación con SL9, la actividad de

cada péptido se expresó como un cociente entre Ia ECsode cada péptido y Ia de

SL9 en ese clon específico. Así, cocientes menores a uno corresponden a

péptidos más activos que SL9 y cocientes mayores a uno, a péptidos menos

activos. En Ia colección derivada del análisis biométrico, de los 11 péptidos con

alta actividad (EC50 péptido/EC50¡SLg¡<1O)en 161jXA14, 4 nonapéptidos fueron

reconocidos por 2 y hasta 3 de los otros clones en el rango SL9 10X(Tab|a 7).

Todos los péptidos con reactividad cruzada tienen índices predictivos de unión a

HLA-A*0201 mayor a 29. El péptido #38 con dos substituciones de SL9 (6V—>ly
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Tabla 7. Reactividad cruzada de los é tidos derivados del análisis biométrico
'EC50 péptido/Ecsolsm Puntaje Unión a

Peptr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 #subs 161jXA14 115iB12 115iB10 115iB19 Blom HLA‘DZM Bpecie de origen

33 S L Y N T V A T L -NH2 0 1.00 1.00 1 00 l 1_.0‘0 59.11 31 IHIV-1 ARN región gag p1734 S L F N T V A T I -NH2 2 " 73,26 29 HIV«1ARN región gag p17

83 S L F N T V A T L -NH2 1 61 91 31 HIV-1 región gag p17

93 S L F N T V A T V -NH2 2 59 90 31 HIV-1 región gag p17

35 S L F N T A A T l -NH2 3 70 78 25 HIV-1 ARN región gag p17

se s L Y N T I A T I <NH2 2 67.59 29 HIV-1 región gag p17

97 S L F N T A A T L -NH2 2 59.43 27 HlV»1 clon región gag p17

73 S L F S T V A T L -NH2 2 62.17 31 HIV-1 ARN región gag p17

98 s L Y s T v A T L -NH2 1 5937 31 HIV-1 ARN región gag p17

100 s L v Y T v A T L -NH2 1 59,22 30 HIV-1 región gag p17

36 L L Y M T S A T l -NH2 4 68 92 25 Pestivirusüpo 1 no—citopático

46 I L F L T V A T L -NH2 3 64717 31 Virus de la enf. de Newcaáie HN

39 V V F Q T S A T | -NH2 6 66,02 18 CMV humano cepa A0169

85 s L F N T v A T T —NH2 2 60.84 25 HIV-1 región gag p17

89 S L F N T V A T H -NH2 2 60.24 21 HIV-1 región gag p17

91 T M N N T N A T l —NH2 5 60702 21 HIV-1 región env gp160

81 S S G S T T A T l -NH2 5 62700 16 Bacteriófago #D

95 V L F A T G A I l -NH2 6 59.76 22 HlV-1 región env gp160

37 T A F I T T A T l -NH2 6 68.30 19 Calicivirus Felino aislamiento ves/97

96 s L F N T v A T P - 2 59.52 21 HIV-1 región gag p17

SL9 1X = E650 péptido/EC50¡SLg¡menora 2

SL9 iqox ='Ec¿¿ péptido/Ecsqsml entre 2'o.1yzoo - .
*Datos expresados en relación a la actividad de SL9 para cada uno de los clones

9L—>I)produjo EC50inferiores a las inducidas por SL9 en todos los clones. Cabe

notar, que las dos mezclas correspondientes a I en estas dos posiciones

mostraron actividad en el tamizado del clon 161jXA14. En la posición 6, l no fue

elegida para la sintesis de compuestos por estar ubicada en el cuarto lugar de

acuerdo a su actividad. La sustitución SL9 3Y—>F,afecta considerablemente la

actividad del clon 115iB19 (#83) y es considerada de anclaje secundario a HLA

A*0201. Y y F difieren solamente en un grupo OH, este cambio de polaridad

afecta el reconocimiento de ciertos TCR, cuyo efecto negativo parece

compensarse al menos parcialmente al introducir l o V en la posición 9 (#34 y

#93). Igual que para el clon 161jXA14, los aminoácidos en la posición de anclaje

afectan Ia actividad (comparar #85, #89 y #96 que pierden actividad al

modificarse el aminoácido de Ia posición 9, con respecto al péptido #83). La

actividad del péptido #100 (SL9 4N—+Y),no afectó dramáticamente la actividad

en ninguno de los clones con respecto a SL9, a pesar de la drástica diferencia

entre estos dos aminoácidos. Más adelante, se comprobará que este reemplazo,

4N—>Y,tiene efectos diferentes en diferentes familias de péptidos, confirmando

que estudios basados en mutaciones puntuales resultan más limitados que los
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que utilizan bibliotecas combinatorias. En cambio la reactividad del péptido #98

(SL9 4N—>S)se vio afectada por este cambio. Ambos aminoácidos S y Y poseen

grupos -OH, pero S es un residuo más pequeño que N y Y, denotando la

probable importancia del tamaño del aminoácido que participa en la sustitución.

Optimizaciónde péptidos para favorecer reactividad cruzada:

Basado en los resultados de reactividad cruzada de los péptidos

derivados del análisis biométrico. con el objeto de encontrar péptidos

heteroclíticos capaces de estimular diferentes clones específicos para SL9, se

generó un nuevo esquema deconvolutivo (Tabla 8). Para cada posición se

seleccionaron aminoácidos presentes en esa posición en péptidos activos en por

lo menos dos clones. De esta manera, se estudiarán todas las combinaciones

posibles de aminoácidos que resultaron activos. V para la posición 9 no fue

seleccionado por su alta similitud con I y L, reduciendo así a Ia mitad los

péptidos a sintetizar. Todos los péptidos de este nuevo grupo poseen índices de

pegado a HLA-A*0201mayor a 28.

Tabla 8. Aminoácidos seleccionados para cada posición

P1IP2IP3IP4IP5IP6IP7IP8IP9
s L F N T v A T L

Y Y I l

1X1X2X2X1X1X1X2X2 =16
Cinco de los péptidos de este nuevo esquema deconvolutivo ya se

encontraban sintetizados en el grupo de péptidos derivados del análisis

biométrico. Los nuevos péptidos fueron numerados de 1 al 11 de la serie 1503.

Todos los péptidos con N en Ia posición 4 fueron capaces de inducir actividad

citolítica mejor que SL9 en por lo menos dos clones. La sustitución 4N—>Yes

claramente deletérea para Ia actividad de los clones 115iB10 y 115iB12. Sin

embargo, en los péptidos 1503-4 y 1503-10 pudo ser compensada cuando se

incluyó l y L en Ia posición 6. Por el contrario, estos péptidos resultaron ser
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menos activos para el clon 161jXA14 por más de un logaritmo (Tabla 9). El

reconocimiento promiscuo de diferentes mezclas condice con los resultados del

tamizado del clon 161jXA14 para la posición 4 (Figura 7), denotando una mayor

tolerancia a substituciones específicamente para este clon. De esta manera, se

identificaron un grupo de nuevos péptidos de alta especificad capaces de ser

reconocidos en complejo con la molécula de MHC por diferentes clones

especificos para HIV-1Gagmss.

Tabla 9. Reactividad cruzada de péptidos optimizados
Iïc sopéptÍdO/EC50[5|_9]I

Péptido # # subst. 161jXA14 115iB12 '
33 s L Y N T V A T L 0

1503-9 s L F Y T v A T I 3
83 s L F N T v A T L 1 31

1503-1 S L Y N T V A T l 1 O 28 29

34 s L F N T V A T l 2 29

1503-5 s L Y Y T I A T I 3 28

1503-7 s L F N T I A T l 3 l 76 i 29

1503-11 s L F Y T l A T l 4 >1600 28

1503-8 S L F Y T V A T L 2 30

38 s L Y N T l A T l 2 29

15033 s L Y Y T v A T l 2 28

100 s L Y Y T V A T L 1 30

1503-10 s L F Y T l A T L 3 30

1503-6 s L F N T l A T L 2 31

1503-4 s L Y Y T l A T L 2 30

1503-2 s L Y N T I A T L 1 31

8L91X = EC»; péptido/EC-¡‘xi-¡a menor a 2

Datos expresados en relacron a la actrvrdad de SL9 para cada uno de los clones
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Discusión y conclusiones:

La identificación de nuevos péptidos de alta reactividad y especificidad

para CTLs es de capital importancia para el desarrollo de vacunas, tratamiento y

prevención de infecciones virales crónicas. Péptidos de entre 8 y 11

aminoácidos. embebidos en Ia superficie del Complejo Mayor de

Histocompatibilidad de clase 1 (MHC-l) son reconocidos específicamente por

CTLs, disparando diferentes mecanismos celulares que inducen Ia destrucción

de las células infectadas. Protocolos de vacunación en animales con péptidos

inmunogénicos para CTLs han sido utilizados en diferentes trabajos,

demostrando que ciertos péptidos pueden generar una respuesta inmune celular

que contribuye al control de la infección viral 42'43.En este capítulo, con el

objetivo de identificar péptidos inmunogénicos, se efectuó la disección de Ia

especificidad del clon de CTLs 161jXA14, especifico para HIV-1 Gag77.35usando

bibliotecas combinatorias peptidícas. Este análisis permitió identificar péptidos

naturales y artificiales (no naturales) capaces de inducir actividad citolítica

específica para el clon estudiado. Asimismo, algunos de estos compuestos

indujeron actividad citolítica en diferentes clones de CTLs también específicos

para HIV-1 Gag77.35,aislados de otro paciente HIV-1+.

En primer lugar se ensayó Ia reactividad del clon 161jXA14,que reconoce

especificamente el nonapéptido derivado de Ia proteína Gag77_35p17 de HIV-1

(SL9), en presencia de una biblioteca de nonapéptidos organizada en formato de

barrido posicional. El clon reconoció mezclas con posiciones definidas

correspondientes a la secuencia de SL9 en 7 posiciones (1, 2, 3, 5, 6. 7 y 8)

(Figura 7). Las posiciones de anclaje 2 y 9 resultaron de acuerdo a las

propiedades encontradas en los péptidos naturalmente procesados y eluídos de

moléculas de MHC HLA-A*0201 4°. Particularmente, para la posición 2, las

mezclas con L (XLXXXXXXX)o M (II XXXXXXX)fueron las que generaron

mayor actividad y para Ia posición 9 Ia mezcla más activa fue l (XXXXXXXXI).La

actividad de las mezclas con aminoácidos con carga en las dos posiciones de
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anclaje (2 y 9). resultaron significativamente más bajas, confirmando hallazgos

anteriores 41.

Con el objeto de identificar péptidos heteroclíticos, se generó una

colección de 32 péptidos derivados de las mezclas más activas del tamizado de

la biblioteca de nonapéptidos con el clon 161jXA14 (Tabla 4.). Nueve de ellos

reflejaron una actividad citolítica mayor al péptido natural de HIV-1 con

substituciones en hasta seis residuos. La máxima actividad fue inducida por el

péptido #21(EC50=0.01nM, Tabla 4), diez veces más potente que SL9

(EC50=0.11nM). Estos experimentos confirmaron que el TCR de un clon

"específico" para un epitope viral, es capaz de reconocer con alta afinidad, en la

superficie de Ia misma molécula de MHC, un alto número de péptidos con

numerosas modificaciones conservadoras y no conservadoras en la secuencia

19'44“. Además. el reconocimiento degenerado del TCR quedópeptídica

evidenciado al comparar Ia actividad (ECso)del péptido más activo (#21) que es

más de 100 veces mayor que la concentración de cada péptido en una mezcla

de la biblioteca (52fM), sugiriendo que la actividad detectada al ensayar las

mezclas fue disparada por varios péptidos. Este fenómeno también fue

observado en deconvoluciones de clones de células T CD4”? Además, el

péptido #21 fue capaz de activar por Io menos dos clones con la misma

especificidad para Gagnas aislados de otro paciente, aunque con actividad

mucho menor. Este reconocimiento es notable ya que el péptido #21 contiene 4

substirucines con respecto a SL9. Por Io tanto, estos péptidos contienen

secuencias óptimas para ser presentados en HLA*0201y ser reconocidos con

exquisita precisión por el TCR expresado por el clon 161jXA14 y mantiendo una

moderada reactividad frente a otros clones con la misma especificidad.

El análisis biométrico basado en el tamizado del clon 161jXA14. sirvió

para identificar varias secuencias derivadas de diferentes virus con significativa

actividad citotóxica. Los dos péptidos con mayor puntaje, derivados de bases de

datos virales, pertenecen a la región Gag77.35del HIV-1 aislado de pacientes

HIV+y contienen 2 y 3 substituciones con respecto a SL9. De los 11 péptidos
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más activos, nueve fueron derivados de HIV-168977.35.Esto demuestra que un

único clon es capaz de reconocer variantes naturales de la secuencia de SL9

presentes en aislamientos clínicos 5. Esta flexibilidad en el reconocimiento es

importante para el control de infecciones de virus con alta variabilidad como HIV

1 46. EI análisis biométrico también permitió identificar por primera vez péptidos

virales heterólogos capaces de estimular una respuesta citolítica en un clon

específico para el epitope de HIV-1 Gagnes SL9. Específicamente, péptidos

derivados del Pestivirus de tipo 1, virus de Ia enfermedad de Newcastle, proteína

de cápside de Citomegalovirus humano (HCMV), Calicivirus felino, y

bacteriófago (Tabla 5.) lograron estimular el clon 161jXA14 con EC50<25nM.

Infecciones son un fenómeno frecuente tanto en personas HIV“como

HIV’. Una de las más comunes es HCMV. En Estados Unidos, 82% de una

cohorte de pacientes HIV-1+ con enfermedad avanzada, resultaron sero

positivos para HCMV 47. En otra cohorte de niños HIV-1+en África la incidencia

fue del 100% 48.En cambio, la incidencia de HCMV en niños HIV-1 negativos de

clase media en Argentina fue del 46% 49. Sugestivamente, 13 años atrás fue

reportada Ia reactividad cruzada de sueros inmunes de Ia proteína de cápside de

HIV-1 Gag y Ia proteína mayor de cápside de HCMV, este fenómeno no se

encontró en sueros inmunes derivados de CMV de simios o de virus herpes

simple-1 humano (HSV-1). El péptido 39, identificado en este trabajo, pertenece

a Ia proteina mayor de Ia cápside de HCMV,posee 6 substituciones respecto a

SL9, fue reconocido aunque débilmente por 3 clones específicos para SL9. Esta

secuencia no se encuentra conservada en Ia familia herpesviridae, en

concordancia con los hallazgos de sueros inmunes 5°.Por lo tanto, la reactividad

cruzada a nivel de respuesta citotóxica inducida por el péptido #39, correlaciona

con Ia reactividad cruzada humoral de HCMV y HIV-1. Por otra parte, Ia

prevalencia de infecciones con Pestivirus, fue detectada en el 12.3% de los

pacientes HIV"estudiados en Europa y Zaire, especialmente en pacientes con
diarreas crónicas 51. El virus de Ia enfermedad de Newcastle es un

paramixovirus, que infecta habitualmente aves de corral. En humanos, sólo se
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han detectado anticuerpos en personas que trabajan en contacto directo con

aves 52.Además, 20% de los gatos domésticos tienen anticuerpos específicos

para FCV 53.Estas observaciones, evidencian la alta probabilidad de exposición

a estos agentes infecciosos antes o durante Ia infección por HIV-1. Así, la

respuesta inmune celular dirigida contra el epitope HIV-1 Gag77-35podría verse

afectada por infecciones previas o simultaneas con otros agentes virales. La

reactividad cruzada entre los péptidos derivados de diferentes virus no pudo ser

reproducida con similar actividad en otros clones con la misma especificidad,

demostrando una preferencia clonotípica. Existen aún muchas preguntas a

responder sobre estos péptidos para comprender su relevancia fisiológica. ¿Son

procesados y presentados en el correspondiente MHC? ¿Existe una mayor

frecuencia de células T de memoria que reconocen a SL9 en pacientes HIV-1'

CMV comparados con HIV-1'CMV? ¿Son capaces de reconocer a SL9, CTLs

generadas ¡n vivoo ¡n vitro inmunizando con péptidos homólogos?

Tanto la actividad como la reactividad cruzada (inter-clon), de los péptidos

derivados del análisis biométrico tuvieron una alta correlación con el índice

predictivo de unión al HLA*0201. La inclusión de esta información, disponible a

través de Internet, en combinación con el análisis biométrico, incrementará la

posibilidad de éxito en estudios de especificidad ulteriores sobre otros clones de

CTLs. En el análisis biométrico de un clon CDS" específico del antígeno de

melanoma, Melan-A, presentado en el marco de HLA-A*0201, también se

demostró una preferencia por péptidos con mayor índice de unión al MHC“. Sin

embargo, no fue predictivo de la reactividad frente a otros clones de Ia misma

especificidad como fue observado en este trabajo.

La reactividad de los péptidos frente a diferentes clones que reconocen el

mismo epitope natural (HIV-1 Gag77-35),es crítica para evaluar la potencial

utilidad de los mismos como componentes de una vacuna efectiva.

Presumiblemente los nonapéptidos derivados de las mezclas más activas,

poseen Ia conformación óptima para el TCR del clon 161jXA14, pero

evidentemente, estos cambios jugaron un rol negativo cuando un diferente TCR
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estuvo involucrado en el reconocimiento del complejo péptido-MHC. Similares

resultados fueron obtenidos en un estudio realizado en un clon específico para

CMV pp65495.50354. Por otra parte, el análisis biométrico permitió identificar 11

péptidos capaces de estimular entre 2 y 3 clones de CTLs específicas para el

mismo epitope. Las secuencias de los péptidos de la serie 1503, diseñados

específicamente para generar péptidos heteroclíticos con reactividad cruzada

para Gag77-35,no son secuencias naturales. Más de la mitad de los péptidos de la

colección 1503 tuvieron comportamiento heteroclítico en por Io menos un clon y

cuatro de ellos indujeron actividad en el rango SL9 10x en por Io menos dos

clones. Todos los péptidos con actividad mayor que SL9 en algún clon y con

reactividad cruzada. serán seleccionados para continuar estudios

inmunogénicos en ratones transgénicos para el HLA-A*0201y en ensayos de

estimulación in vitro de PBMCs de dadores sanos HLA-A'0201*. Los péptidos

con reactividad cruzada poseen una mayor afinidad por el TCR y/o MHC-1

manteniendo el reconocimiento universal por el epitope Gag77.35de HIV-1.

La disección de la especificidad de clones de CTLs HIV-1 Gag77.35

también sirvió para demostrar que cambios conservativos en residuos de

anclaje, cambian la estructura general del complejo péptido-MHC reconocida por

el TCR. Los residuos hidrofóbicos en el carboxi terminal y en la posición 2 del

péptido son los responsables de la formación de este complejo. Si se considera

que cada aminoácido contribuye independientemente a la unión tanto con el

MHCcomo con el TCR, sustituciones conservadoras, no deberían alterar o tener

efectos deletéreos en la actividad de un péptido. En los péptidos identificados

para 68977-35con sustituciones conservadoras en el residuo de anclaje 9 en SL9

(#38 y 1503-2, #100 y 1503-3), tuvieron efectos negativos en ciertos clones, pero

no en otros. Recientemente, fue reportado que cambios conservativos en los

residuos de anclaje al HLA*0201producen cambios en los residuos de contacto

al TCR en un clon de CTLs específico para p53 55. Por Io tanto las reglas

generales para sustituciones deben ser consideradas con suma precaución ya

que no se puede considerar a cada aminoácido independientemente de los
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otros. Modificacionesconservadoras en los residuos de anclaje pueden alterar la

conformación en el centro de la molécula y vice-versa. Sin embargo, fue

necesario utilizarcriterios de semejanza durante el proceso deconvolutivo de las

mezclas más activas, para reducir el número de péptidos en la colección

derivada de las mezclas más activas.

Recientemente fue descubierto que péptidos análogos de alta afinidad de

un epitope de EBV LMP2426434,aunque incapaces de generar una respuesta

específica por si mismos, sirvieron para aumentar la reactivación de CTL en

presencia del epitope natural a una concentración que per se no inducía

respuesta alguna 56. Estos análogos, denominados supra-agonistas, fueron

capaces de aumentar la activación de la quinasa de tirosinas ZAP-7Oinducida

por el péptido natural, así permitiendo reducir el umbral de concentración de

péptido natural necesario para la activación del clon. Algunos péptidos que

resultaron activos en un clon y no en otros (por ejemplo: #13, #15, #1503-9,

#1503-5, etc), podrían poseer este tipo de actividad supra- agonista para SL9.

En el futuro se harán estudios de fosforilación ZAP-7Oy se ensayarán protocolos

de vacunación en ratones transgénicos para el HLA-A*0201con diferentes

combinaciones de péptidos y se comparará la inmunogenicidad del péptido

natural per se y en conjunto con potenciales péptidos supra-agonistas.

En conclusión, Ia disección de Ia especificidad de CTL epitopes con BP

BSC es una herramienta útil para el descubrimiento de péptidos con reactividad

cruzada inter e intra clonal. La caracterización de la respuesta policlonal de

estos péptidos, como así también Ia reactividad cruzada de la respuesta

inducida, serán de capital importancia confirmar su relevancia como candidatos

para una vacuna para HIV-1. También, la identificación de péptidos reactivos

provenientes de diferentes especies virales, presenta un nuevo cuadro de

especificidad dinámica dentro del pool de células T dirigidas contra HIV-1Gagn
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Conclusiones generales



o BSC son herramientas útiles para Ia identificación de compuestos con

actividad biológica, aún en sistemas celulares complejos.

o Las bibliotecas de piperazinas y triaminas generaron diferentes patrones

de inhibición del evento de fusión de membranas dependiente de HIV-1,

asociadas a diferencias en su esqueleto molecular. Los compuestos

identificados sirven como punto de partida para el desarrollo de nuevos

antagonistas de Ia entrada de HIV-1con mayor actividad y menor toxicidad.

o La biblioteca de decapéptidos permitió identificar varios péptidos

inhibidores de Ia replicación de HIV-1. EI D-decapéptido 15dd, con leo 2-7pM,

inhibe la replicación de HIV-1 para todos los aislamientos virales ensayados,

incluyendo un aislamiento clínico resistente a AZT. Los péptidos 5rr, 9rr y 13rr,

con 6 a 7 aminoácidos básicos, inhiben la replicación de HIV-1 de virus R5 y

R5X4 in vitroy son los péptidos más activos en todos los ensayos dependientes

de CCR5 ensayados.

o Los péptidos 10rr, 13rr y 16rr compiten con alta afinidad con el anticuerpo

1265 (anti-CXCR4) y son antagonistas de Ia quiomiotaxis inducida por SDF-1o.

Estos péptidos tienen potencial utilidad en el tratamiento de metástasis, asma y

artritis reumatoide. Este mecanismo no estaría implicado en Ia inhibición de la

replicación de cepas HIV-1R5.

o Se identificó un panel de L-péptidos naturales y sintéticos inmunogénicos

para el clon 161jXA14 de células T citotóxicas CD8+ que reconocen

específicamente el péptido Gagnas de HIV-1 en el marco de HLA-A*0201.Los

péptidos más activos indujeron EC508hasta 10 veces menores que el péptido

natural. Estos agonistas tienen hasta 6 substituciones con respecto a Ia
secuencia de SL9.

o Un subgrupo de estos péptidos resultaron inmunogénicos frente a clones

con la misma especificidad por SL9, aislados de otro paciente HIVÏ
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o Se identificaron péptidos derivados de virus heterólogos que indujeron

actividad citotóxica en el clon 161jXA14,demostrando la potencial relevancia de

infecciones previas o simultáneas en el curso de la infección por HIV-1.
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ésar Boggiano Sylvie Blondelle Ph.D.
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o Introducción:

o Página 5 - El titqu de la figura 2 fue omitido

I Debe decic Entrada de HIV-1a la célula blanco.

o Página 14 —La referencia 10 está incompleta

' Debe decir: Brelot, A. N. Hoveker, M.Montes. and M.Allzon.

2000. Identification of residues of CXCR4 critical for human

immunodeficiencyvirus coreceptor and chemokine receptor

activities. J BiolChem. 275 (31): 23736-44

o Qagítulo 1:

o Página 37 - Leyenda de la figura 2

- Debe decir. Cada barra representa el porcentaje de

inhibición inducido por una mezcla determinada de la

biblioteca a 100 ug/ml. La línea horizontal representa el

promedio de inhibiciónde todas las mezclas de cada
sub-biblioteca. Las barras celestes indican las mezclas

más activasde da sub-bibliotecaseleccionadas para

la síntesis de los péptidos 1dd-16dd. Las barras rosadas
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indican las mezclas seleccionadas para la síntesis de los

péptidos 17dd-38dd. 0% es la inhibicióndetectada en

ausencia de las mezclas de la biblioteca. 100% de

inhibiciónes la fusión medida en presencia de T20 1uM

o con células efectoras que expresan Env lllb UNC.

o Página 38 - Leyenda de la figura 3

- Debe decir: Cada barra representa el porcentaje de

inhibicióninducido por una mezcla determinada dela

biblioteca a 100 ug/ml. La línea horizontal representa el

promedio de inhibiciónde todas las mezclas de cada

sub-biblioteca. Las barras celestes indican las mezclas

más activas de cada sub-bibliotecaseleccionadas para

la síntesis de los péptidos 1rr-16rr. 0% es la inhibición

detectada en ausencia de las mezclas de la biblioteca.

100% de inhibiciónes la fusión medida en presencia de

T20 1uM o con celulas efectoras que expresan Env Illb

UNC.

o Página 38 - Los títulos del eje Y de los gráficos están

incompletos

- Deben decir: % Inhibición

o Página 44 - El título de la Figura 9 fue omitido

- Debe decir".La unión del anticuerpo monoclonal 1265

anti-CXCR4 a PBMCs es inhibida por el péptido 13rr.

o Página 44 - La leyenda dela Figura 9 fue omitida

- El histograma representa el número de eventos (células)

correspondientes a intervalos de fluorescencia para FL-3



medido por oitometría de flujo. 1265 se encuentra

marcado con CY-Chrome.Cada color representa una

diferente concentración del péptido 13rr, pre-incubado

con las PBMCs.

o Página 45 —La leyenda dela Figura 11 fue omitida

o La migración de las células CCRF-CEM fue medida utilizando el

sistema Transwell® oon poro de 5pm. El indice quimiotáctioo fue

calculado de la siguiente manera: número de células transvasadas

/ número de células transvasadas en ausencia de SDF-1oz.Los

corchetes de cada barra representan ei desvio estándar. Las

células que atravesaron la membrana fueron cosechadas y
contadas en un hemocitómetro.

o Página 53 —La referencia 23 está incompleta

' Debe decir: Simmons, G., P. R. Clapham, L. Picard, R. E. Offord, M.

M. Roeenkllde, T. W. Schwartz. R. Buser. T. N.Wells, and A. E.

Proudfoot. 1997. Potent inhibitionof HIV.1 infectivityin macrophages

and Iymphocytes by a novel CCR5 antagonist. Science 276(5310): 276

279.

o Página 53 - La referencia 24 está incompleta

- Debe decir: Trkola, A, T. J. Ketas, K.A. Nagashima, L.Zhao, T.

Cillien, L. Morris, J. P. Moore, P. J. Madden, and W. C. Olson.

2001. Potent. bread-spectrum inhibitionof human immunodeficiency

virus type 1 by the CCR5 monodonal antibody PRO 140. J Virol.

75(2): 579-588.

o Página 54 - La referencia 35 está incompleta

- Debe decir: James. J. S. 2003. T-20: most expansiva AIDSdrug

ever at 525,000 per year? AIDSTreat News 3896-7.



o Página 55 - La referencia 45 está incompleta

Debe decir: Signoret, N.,J. Oldridge. A. Pelchen-Matthews, P. J.

Klasse, T. Tren, L. F. Brass, M. M. Rosenkllde, T. W. Schwartz, W.

Holmes, W. Dallas, M. A. Luther. T. N. Wells, J. A. Hoxie, and M.

Marsh. 1997. Forbol esters and SDF-1 induce rapid endocytosis and

down modulation of the chemokine receptor CXCR4. J Cell Biol. 139(3):

651-664

o Página 56 - La referencia 55 está incompleta

Debe decir: Roderiquez, G., T. Oravecz, M.Yanaglshita, D.C. Bou

Hablb, H. Mostowski, and M. A. Norcross. 1995. Mediation of human

immunodeficiency virus type 1 binding by interaction of cell surface

heparan sulfate proteoglycans with the V3 region of envelope gp120

gp41. J Virol. 69(4): 2233-2239.

o Página 56 - La referencia 60 está incompleta

Ca itulo 2:

Debe decir: Zhang, L., W. Yu, T. He, J. Yu, R. E. Caflrey. E. A.

Dalmasso, s. Fu, T. Pharn, J. Mei,J. J. Ho, W. Zhang, P. Lopez. and

D. D. Ho. 2002. Contribution of human alpha-defensin 1. 2. and 3 to the

anti-HIV-1 activity of CDBantiviral factor. Science 2986595): 995-1000.

o Página 72 - Leyenda de la figura 7 fue omitida

Debe decir: Cada barra representa el porcentaje de lisis

específica inducido por una mezcla determinada de la

biblioteca a 100 ug/ml. La línea horizontal representa el

promedio de inhibiciónde todas las mezclas de cada sub
biblioteca. Las barras amarillas indican las mezclas

correspondientes a la secuencia de SL9.

o Página 74 - Leyenda de la tabla 2 fue omitida



Debe decir: Las letras en rojo representan a los

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9.

o Página 76 —Leyenda de la tabla 3 fue omitida

Debe decir. Las letras en rojo representan a los

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9. La unión a HLA

A'0201 fue determinada por el algoritmo predictivo.

o Página 77 —Leyenda de la tabla 4 está incompleta

Debe decir: Las letras en rojo representan a los

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9. EC50es la

concentración de péptido necesaria para inducir50% de la
lisis máxima.

o Página 78 —Leyenda de la Figura 9 está incompleta

Debe decir. Cada barra representa ei número de péptidos

en el intervalo de E050descripto. ECsoes la concentración

de péptido necesaria para inducir50% dela lisis máxima. A

representa el promedio los valores de unión a HLAA'0201

de los péptidos incluidosen el intervan con su desvio

estándar (oorchete).

o Página 79 —Leyenda de la tabla 5 está incompleta

Debe decir: Las letras en rojo representan a los

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9. ECsoes la

concentración de péptido necesaria para inducir50% de Ia



lisis máxima. La unión a HLAA'0201 fue determinada por el

algoritmo predictivo.

o Página 80 - Leyenda de la figura 10 fue omitida

n Debe decir. Actividad citolítica inducida por el clon

161jXA14. EC50es la concentración de péptido necesaria

para inducir 50% de la lisis máxima. R es el coeficiente de

regresión de Pearson dela regresión lineal (línea negra).

o Página 80 - Leyenda de la figura 11 fue omitida

- Debe decir: Actividad citolítica inducida por el clon

161jXA14.ECsoes la concentración de péptido necesaria

para inducir 50% dela lisis máxima. La unión a HLAA'O201

fue determinada por el algoritmo predictivo. R es el

coeficiente de regresión de Pearson de la regresión lineal

(línea negra).

o Página 81 - Leyenda de la tabla 6 fue omitida

- Debe decir: Las letras en rojo representan a los

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9. La unión a HLA

A'0201 fue determinada por el algoritmo predictivo.

o Página 82 —Leyenda de la tabla 7 está incompleta

- Debe decir: Las letras en rojo representan a los

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9. E050es la

concentración de péptido necesaria para inducir50% de la

lisis máxima. Datos expresados en relación a SL9 de

acuerdo a: E050 del péptido/ E050del SL9 en el mismo clon.



La unión a HLAA'0201 fue determinada por el algoritmo

predictivo.

o Página 84 —Leyenda de la tabla 9 está incompleta

- Debe decir: Las letras en rojo representan alos

aminoácidos correspondientes a la secuencia de SL9. El

número de sustituciones es referido a SL9. ECsoes la

concentración de péptido necesaria para inducir50% de la

lisis máxima. Datos expresados en relación a SL9 de

acuerdo a la fórmula: E050 del péptido/ ECsodel SL9 en el

mismo clon. La unión a HLAA'0201 fue determinada por el

algoritmo predictivo.

o Página 92 - La referencia 23 está incompleta

' Debe decir: Hogquist, K.A., A. J. Tomlinson, W. C. Kieper, M.A.

McGarglll, M.C. Hart, S. Naylor. and S. c. Jameson. 1997.

Identification of a naturally occurn'ng Iigand for thymic positive selection.

Immunity 6(4): 389-399.


