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5INTRODUCTION

 

1.1. BIOSENSORS  

1.1.1. CONCEPT 

According to the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a biosensor 

is “a self‐contained integrated receptor‐transducer device, which is capable of providing 

selective  quantitative  or  semi  quantitative  analytical  information  using  a  biological 

recognition  element”  (Thevenot,  Toth  et  al.,  2001).  The  most  used  biological 

components are proteins, nucleic acids, membrane cells or  tissues, whereas  the signal 

transducers  are  generally  microbalances,  electrodes,  optical  components  and 

semiconductors (Villaverde, 2003; Scheller, Wollenberger et al., 2001). 

 

 

FIGURE 1. Schematic  representation of a  standard biosensor. The  signal 
produced by the physical transducer  is only transmitted when there  is a 
specific recognisement between the biological receptor and the analyte. 
Adapted from Villaverde A (Villaverde, 2003). 

 

1.1.2. CLASSIFICATION 

Biosensors can be classified in different ways, according to the label nature of the signal 

(Pejcic,  De Marco  et  al.,  2006),  the  transducer  used  (Pejcic,  De Marco  et  al.,  2006; 

Cooper, 2003;  Leonard, Hearty et al., 2007) or  the general  composition of  the  sensor 

(Villaverde, 2003).  
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1.1.2.1. LABELLING 

Pejcic  et  al  (Pejcic, De Marco  et  al.,  2006)  described  a  classification  regarding  to  the 

labelling of the molecules:  

 Labelled‐type biosensors are those on which a specific label is detected. Labelled 

biosensors are the most used nowadays. Fluorescence‐based biosensors, where 

a  fluorescence  signal  is  detected,  or  immunoassays  such  as  enzyme‐linked 

immunoassay (ELISA) where the analyte is detected through labelled antibodies, 

are clear examples of this concept.  

 Non‐labelled or  label‐free type biosensors are those sensors allowing the direct 

measurement of the biochemical reaction on the transducer surface without the 

presence of a label. Non‐labelled biosensors are under continuous development 

and they are acquiring great interest in recent years. The biosensor signal can be 

measured  by  Surface  Plasmon  Resonance  (SPR),  which  allows  detection  of 

protein‐protein interactions using only refractive waves (Gauglitz and Proll, 2008; 

Pejcic,  De  Marco  et  al.,  2006).  Other  important  biosensing  techniques  are 

acoustic wave devices or cantilevers  for detecting mass changes,  infrared wave 

(IR) technologies, for gas analysis and detection of pollutants in marine water, or 

ellipsometry,  a  method  for  characterizing  thin  layers  based  on  the 

superimposition of  the  reflected  light  from a  thin  layer  that has been  radiated 

with a polarized light (Gauglitz and Proll, 2008). Some of these technologies will 

be explained more in detail in the next chapter. 

1.1.2.2. TRANSDUCER 

The classification regarding the type of transducer is defined by the technology required 

to  produce  the  signal.  The main  types  of  biosensors  use  optical  and  electrochemical 

signals. However,  the use of  systems based on  the detection of acoustic and  thermal 

signals is increasing. 

 OPTICAL OR PHOTOMETRIC BIOSENSORS 

Optical or photometric biosensors are those based on the reception of  light that either 

has passed through the sample or has reflected back. The study of the electromagnetic 
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spectrum  can  provide 

information  about  the 

changes  in  the environment 

surrounding  the  analyte.  In 

1997, Collings et al  (Collings 

and Caruso, 1997) described 

the different types of optical 

measurement:  absorption; 

reflection;  fluorescence; 

chemiluminescence  and 

phosphorescence. 

Fluorescence measurements are of particular  interest  in biosensing because of  its high 

sensitivity.    In some  immunoassays, fluorochromes are used to  label molecules such as 

antibodies, to produce a fluorescence signal (Pejcic, De Marco et al., 2006). Nowadays it 

is also important the use of other techniques such as Surface Plasmon Resonance (SPR). 

This  technology  is based on  the absorption of  the photon energy by  the  free electron 

constellation  of  a  thin  noble metal  layer  (gold  or  silver)  and  its  conversion  into  an 

evanescent  field  (Habauzit, Chopineau et al., 2007). The binding of  the analyte  to  the 

receptor immobilized on the metal layer, induces a change in the refractive index of the 

dielectric medium, affecting  the generation of  the evanescent wave, and changing  the 

incident angle  (Figure 2). The change of the wavelength  induced by the binding of the 

analyte  is proportional to the quantity of retained analyte. The analyte  is  injected over 

the  surface and  the bound molecules  can be monitored  as  a  function of  time.  In  the 

same way, the dissociation of the complex can be monitored when a buffer is injected. 

Therefore,  this  technology  offers  the  possibility  to  follow  in  real  time  the  binding 

between both molecules (Berggard, Linse et al., 2007).  

Modern optical devices allowing direct,  time‐resolved monitoring of binding processes 

are low‐priced, offer simple technical setups, and are user‐friendly and robust (Gauglitz 

and Proll, 2008).  

FIGURE 2. Representation of a common surface plasmon resonance system.
Adapted from Habauzit et al (Habauzit, Chopineau et al., 2007). 
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 ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS 

Electrochemistry is one of the most promising methods in biosensing (Gauglitz and Proll, 

2008),  in which the biological recognition element (biochemical receptor)  is retained  in 

direct spatial contact with an electrochemical transduction element (Thevenot, Toth et 

al., 2001). The sensor contains three electrodes, including one used as a reference. The 

signal corresponds with the derived potential from ions but subtracting that one of the 

reference  electrode.  Main  advantages  of  this  transduction  are  the  low  cost,  high 

sensitivity,  independence  from  solution  turbidity,  easily  miniaturized/well  suited  to 

microfabrication,  low  power  requirements,  and  relatively  simple  instrumentation 

(Guilbault,  Pravda  et  al.,  2007).  These  characteristics make  electrochemical  detection 

methods  highly  attractive  for  the  monitoring  of  infectious  diseases  and  biological 

warfare  agents.  In  fact,  several  electrochemical  approaches  (i.e.,  amperometric, 

potentiometric,  impedance)  have  already  been  used  to monitor  emerging  infectious 

diseases (Pejcic, De Marco et al., 2006). 

Thevenot  et  al  (Thevenot,  Toth  et  al.,  2001)  classified  electrochemical  biosensors 

depending on their measurement mechanisms (Table 1). The method used depends on 

the  type  of  change  (redox,  ionic,  conductivity,  etc)  along with  the  properties  of  the 

analyte and matrix  (Pejcic, De Marco et al., 2006). The most widespread example of a 

commercial biosensor  is that one based on glucose oxidase enzyme (Updike and Hicks, 

1967), since sugars such as glucose are detected through amperometric measurements. 

Glucose  oxidase  enzyme  is  able  to  hydrolize  glucose  producing  gluconic  acid  and 

hydrogen peroxidase. The consumed oxygen needed for the reaction  is detected by an 

oxygen electrode and this is converted into a measure of glucose concentration (Updike 

and Hicks,  1967). Another  example  is  the detection of  viruses  through  amperometric 

measurements  (Los, Los et al., 2005). The basis of this system  is the use of an alkaline 

phosphatase (AP)‐catalyzed reaction that produces a redox active product detectable by 

an electrode. First, antibodies  immobilized on a chip bind the virus particles and then, 

the addition of a viral‐specific secondary antibody bound to the AP, allows the  indirect 

measurement  of  the  amount  of  viral  particles  present  in  the  sample  (Los,  Los  et  al., 

2005).    In  a  similar  way,  this  reaction  has  been  used  also  to  the  detection  of 
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oligonucleotides, but through the immobilization of molecular probes in magnetic beads 

(Gabig‐Ciminska, Holmgren et al., 2004). 

 

    TABLE 1. Types of electrochemical biosensors. Adapted from Thevenot et al (Thevenot, Toth et al., 2001). 

 

 

 PIEZOELECTRIC AND ACOUSTIC BIOSENSORS 

Piezoelectric  biosensors  are  based  on  the  use  of  crystals  able  to  suffer  an  elastic 

deformation when an electrical potential is applied. Through that potential, it is possible 

to obtain a characteristic resonance frequency. Thus, when analyte binds to the surface, 

there  is a detectable change. Piezoelectric materials have become popular because of 

the  inherent  simplicity, ease‐of‐use,  low‐cost and  speed  to obtain  the  results  (Uludag, 

Piletsky et al., 2007).  

In general, acoustic biosensors are based on a  type of piezoelectrical material, quartz 

crystal resonators. A high frequency voltage is applied to the quartz crystal to induce the 

crystal to resonate, and its resonance frequency is then monitored in real time.  Quartz 

crystal resonators can be used to characterize  interactions with peptides, proteins and 

immunoassay markers, oligonucleotides, viruses, bacteria and cells  (Uludag, Piletsky et 

al., 2007). Acoustic systems are not affected by refractive index changes, but are instead 

sensitive to the viscosity and density of the media (Uludag, Li et al., 2008).  

 

Measurement type  Transducer  Transducer analyte 
Potentiometric  Ion‐selective electrode (ISE) 

Gas electrode 
Glass electrode 
Metal electrode 

K+, Cl‐, Ca2+, F‐ 

Amperometric  Metal or carbon electrode 
Chemically  modified  electrodes 
(CME) 

H+, sugars, alcohols… 
Sugars,  alcohols,  phenols, 
oligonucleotides… 

Conductometric, impedimetric  Interdigitated  electrodes, metal 
electrode 

Urea,  charged  species, 
oligonucleotides… 

Ion charge or field effect  Ion‐sensitive  field  effect 
transistor  (ISFET),  enzyme  FET 
(ENFET) 

H+, K+… 
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 THERMOMETRIC BIOSENSORS 

Thermal biosensors measure  changes  in  temperature of  circulating  fluid  following  the 

reaction  of  a  suitable  substrate  with  immobilized  enzyme  molecules.  Thermometric 

biosensors have several applications such as measure of enzyme activity, fermentation 

monitoring,  etc.  However,  problems  related  to  stability  and  fluid  handling  are  still 

avoiding  the  development  of miniaturized micro‐thermometric  systems  (Ramanathan 

and Danielsson, 2001; Ramanathan, Rank et al., 1999).  

1.1.2.3. SENSOR COMPOSITION 

Apart  from  biosensors  composed  by  a  receptor  and  a  transducer  as  two  different 

molecules or systems, protein‐only biosensors are composed by a single molecule able 

to detect the analyte and transduce the signal (Villaverde, 2003). 
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1.2. PROTEIN-ONLY BIOSENSORS 

Protein‐only  biosensors  are  generally  enzymes  including  both  the  receptor  and  the 

transducer  in  the  same polypeptide chain  (Ferraz, Vera et al., 2006; Villaverde, 2003). 

The  main  advantage  of  this  type  of  sensors  is  that  it  does  not  require  a  chemical 

coupling between  the  receptor and  the signal  transducer, since  the whole molecule  is 

biologically  produced  in  a  single  step.  Furthermore,  protein  engineering  procedures 

allow  the  improvement  and  the  design  of  new  proteins with  the  capability  to  detect 

essentially molecules of interest in medicine and industry (Ferraz, Vera et al., 2006). 

Insertional protein engineering also allows a more versatile  combination of  functional 

modules  for  the  construction  of  highly  responsive mosaic  proteins  exhibiting  unusual 

conformational versatility upon  ligand binding  (Doi and Yanagawa, 1999b; Ostermeier, 

2005).  Obviously,  a  proper  design  of  the  protein  is  necessary  to  promote  a  good 

exposure of the inserted receptor to the analyte, allowing a better interaction between 

them. These procedures are usually based on site directed peptide  insertion (Feliu and 

Villaverde, 1998; Hiraga, Yamagishi et al., 2004; Charbit, Ronco et al., 1991; Martineau, 

Guillet  et  al.,  1992; Manoil  and Bailey,  1997; Coeffier, Clement  et  al.,  2000; Aris  and 

Villaverde, 2004; Bckstrom, Holmgren et al., 1995) but a previous  identification of   the 

solvent‐exposed permissive  sites  is  required. The  recombinant enzymes are  in general 

stable, they can be produced in big amounts in bacterial systems, are easy to purify and 

its detection assay is rapid and simple (Feliu, Ferrer‐Miralles et al., 2000). 

According  to  the  different  peptides  introduced  into  the  protein,  we  can  distinguish 

between cleavage‐based platforms and allosteric platforms.  

1.2.1. CLEAVAGE-BASED PLATFORMS 

These biosensors are proteins displaying protease target sites. Cleavage‐based platforms 

include proteins  that  can  either be  activated when  they  are  cleaved by  removal of  a 

repressing  domain,  or  inactivated  (Pufall  and Graves,  2002). When  the  protein  has  a 

fluorochrome bound to a quencher, the effect of a protease could induce the removal of 

the quencher allowing the observation of fluorescence (Zhang, 2004). Dual fluorescence 
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can also be observed  if there  is no  interaction between two different fluorochromes of 

the same cleaved molecule (Blackman, Corrie et al., 2002) (Figure 3).  

The  insertion  of  specific  protease  target  sites  on  the  protein  surface  can  be  a  good 

option  for  the  development  of  new  biosensors.  If  the  protein  is  cleaved,  it  can  be 

observed  either  by  changes  in  its  electrophoretic  pattern,  or  in  activity.  It  has  to  be 

taken  into  account  that  the  regions  close  to  the  insert  can  influence  peptide 

conformation and, as a consequence probably digestion efficiencies  (Benito, Mateu et 

al., 1995).  

 

FIGURE 3. Summary of the different types of cleavage‐based platforms. P: effector 
protease. Adapted from Ferraz et al (Ferraz, Vera et al., 2006). 

 

It  is known  that many natural proteins are proteolitycally activated by  the  removal of 

self  inhibitory  protein  domains.  In  fact,  targeted  proteolysis  is  a  biological  principle 

regulating  many  complex  cellular  events  (Ehrmann  and  Clausen,  2004;  Goulet  and 

Nepveu, 2004; Hilt, 2004). In this context, Geddie et al (Geddie, O'Loughlin et al., 2005) 

obtained a set of p53 variants that were activated upon the regulatory element removal. 

This element  corresponded with  the  carboxy‐terminus  fragment of p53.  The  cleavage 

was mediated by either the lethal factor (LF) or the human immunodeficiency virus (HIV) 

protease (Geddie, O'Loughlin et al., 2005). Moreover, protein p53 is able to interact with 
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specific  DNA  sequences,  making  it  detectable  by  electrophoretic  analysis  (Geddie, 

O'Loughlin et al., 2005).  

It  is  also  common  the  use  of  fluorophors  to  detect  the  cleavage.  For  example,  one 

approach  is  the  use  of monomers  of  rhodamine  fused  to  the  extremes  of  a  protein 

containing  a  cleavage  site  for  a  protease.  Rhodamine  monomers  have  a  high 

fluorescence. However, when two rhodamine monomers stack with each other and they 

are physically  close and  suitably oriented,  there  is a  complete  loss of  fluorescence by 

self‐quenching. Thus, when the protease divide the protein in two parts, separating both 

molecules  of  rhodamine,  a  high  fluorescence  signal  appears  (Blackman,  Corrie  et  al., 

2002).  In the same way, this system can also give  information about the  interaction of 

two proteins  labelled with this  fluorophore  (Hamman, Oleinikov et al., 1996) since the 

signal disappears when there is an interaction. Fluorescence also stands out when using 

a  protein  containing  two  molecules  emitting  fluorescence  at  different  wavelengths. 

When  a protease  cleaves  the protein,  changes  in  the  Fluorescence Resonance Energy 

Transfer (FRET) spectra are observed (Kohl, Heinze et al., 2002; Zhang, 2004). 

Another example of cleavage‐based platforms  is the use of the cI  lytic repressor of the 

E.coli lambda bacteriophage, which has been engineered to contain different target sites 

for  proteases  from  HIV  (Goh,  Frecer  et  al.,  2002),  hepatitis  C  virus  (HCV)  (Martinez, 

Cabana et al., 2000) and severe acute respiratory syndrome (SARS) viruses(Martinez and 

Clotet, 2003). When  there  is a coexpression of  the cI repressor and  the protease,  lytic 

lambda cycle is promoted and it is clearly observed by plaque counting. This can be used 

for the analysis of new protease inhibitors and also to quantitatively analyse the activity 

of proteases from mutant viruses emerging  in patients treated with antiviral, protease‐

targeted drugs (Parera, Clotet et al., 2004a). 

1.2.2. ALLOSTERIC PLATFORMS 

In  allosteric  sensors,  the  interaction  between  the  sensor  and  the  analyte  induces 

functional  changes  in  the  biosensor,  generating  a macroscopically  detectable  signal, 

either  improving or  inhibiting  its activity. Allosteric platforms can be activated through 

the  interaction  with  either  another  protein  by  oligomer  formation,  with  the  ligand 
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(Geddie, O'Loughlin  et  al.,  2005),  by  proper  folding  of  the  protein  (Kohn  and  Plaxco, 

2005; Huidobro‐Toro, Lorca et al., 2008) or by true allosteric modulation (Benito, Feliu et 

al., 1996; Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001; Brennan, Christianson et al., 1995; Doi and 

Yanagawa, 1999a). There are  some enzymes on which  the  interaction with  the  ligand 

produces inactivation, probably by steric hindrance of the active site (Figure 4). 

 

 

FIGURE  4.  Schematic  representation  of  allosteric  platform  types.  L:  Ligand. 
Adapted from Ferraz et al(Ferraz, Vera et al., 2006). 

 

Allosterically modulated biosensors are based on  the capability of a  ligand  to produce 

conformational modifications into the sensor. This property is not exclusive of proteins, 

since engineered ribozymes can also be allosterically activated by ATP (Breaker, 2002). 

All  allosteric  enzymes  that  catalyze  the  formation  of  easily  detectable  products  are 

potential  biosensors  (Villaverde,  2003). Natural  allosteric  enzymes  cannot  be  directly 

used as biosensors because most of their modulators are in general devoid of analytical 

interest. Hence, protein engineering has been of great  importance to modify allosteric 

and  non‐allosteric  enzymes  to  induce  an  allosteric  response  to  new  effectors  by 

insertion  of  appropriate  receptor  sites.  Therefore,  it  is  necessary  to  identify  the  best 

places to accomodate the insert, which are permissive sites where the inserted segment 

does  not  disturb  irreversibly  the  enzyme  activity  (Cabana,  Fernandez  et  al.,  2002; 

Villaverde,  2003; Webb,  2007).  Several  proteins  such  as  β‐galactosidase  (Benito  and 

Villaverde, 1994; Benito, Feliu et al., 1996), alkaline phosphatase (Brennan, Christianson 
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et  al.,  1995),  β‐lactamase  (Legendre,  Soumillion  et  al.,  1999)  and  green  fluorescent 

protein (GFP) (Doi and Yanagawa, 1999a) have been engineered in this way.  

The main effectors of the allosteric activation are antibodies (Cabana, Fernandez et al., 

2002).  The  use  of  antigenic  sites  as  inserts  into  the  protein‐only  biosensors  makes 

possible  the application of  this  type of sensors  for  infectious diseases  (Benito, Feliu et 

al., 1996; Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001; Brennan, Christianson et al., 1995; Doi and 

Yanagawa,  1999a).  Villaverde  et  al  found  that  β‐galactosidases  containing  arginine‐

glycine‐aspartic  (RGD)  were  activated  by  anti‐peptide  antibodies  but  not  by  RGD‐

targeted integrins (Feliu, Ferrer‐Miralles et al., 2002; Alcala, Feliu et al., 2001). This fact 

indicates differences in the binding of both molecules, suggesting that antibody binding 

is  a  major  force  in  sensor  activation.  Sometimes,  the  presence  of  an  anti‐peptide 

antibody inhibits the enzyme activity, such as in alkaline phosphatase and β‐lactamase.  

The main  limitation of allosteric biosensors  is the slight difference between the sensor 

signal  and  the  background.  Higher  activation  factors  would  be  desirable  for  fine 

analytical  applications  where  a  wide  dynamic  range  is  required.  However,  further 

exploration  of  these  sensors  could  improve  the  sensing  signal  to  allow  the  proper 

development of efficient allosteric sensors.  

1.2.2.1. β-GALACTOSIDASE 

β‐galactosidase  from  Escherichia  coli  (β‐D‐galactoside  hydrolase,  E.C.  3.2.1.23)  is  an 

enzyme  involved  in the heterotrophic growth of the bacteria, being the responsible for 

the degradation of  lactose.  It  is also able  to degrade  lactose analogues  such as ortho 

nitrophenil β‐D‐galactopyranoside  (ONPG)  or  chlorophenol  red β−D‐galactopyranoside 

(CPRG),  rendering  a  coloured  product,  Fluorescein  β‐D‐galactopyranoside  (FDG) 

producing a fluorescent signal or GalactonR, with a luminescent product. This enzyme is 

composed  by  four  subunits  of  approximately  116  KDa  each  (Jacobson,  Zhang  et  al., 

1994).  It has been widely used  as  a  reporter enzyme  in  gene expression  (Casadaban, 

Martinez‐Arias  et  al.,  1983),  as  a marker  for  gene  cloning  and  plasmid  construction 

(Sambrook, Fritsch et al., 1989), as a partner in fusion proteins (Yang, Veide et al., 1995) 

and as a tag for process monitoring (Benito, Valero et al., 1993). Furthermore, due to its 
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ability  to  respond  allosterically  to  antibodies,  it  is  useful  to  the  development  of 

enzymatic  biosensors  (Villaverde,  2003).  The  simple  quantitative  enzymatic  assays, 

tolerance  to  foreign  polypeptide  fusions  and  reactivation  of  inactive mutants  are  the 

main characteristics that make β‐galactosidase useful for the design of biosensors (Feliu, 

Ferrer‐Miralles et al., 2000).  This issue will be developed later in the chapter 1.5. 

1.2.2.2. ALKALINE PHOSPHATASE  

Alkaline phosphatase (AP; EC 3.1.3.1) catalyzes alkaline hydrolysis of a great number of 

different phosphoric acid esters.  It  is a homodimer of 94000 Da  containing 4Zn2+ and 

2Mg2+  metal  ions  (Brennan,  Christianson  et  al.,  1995)  important  in  catalysis  and 

stabilization of the structure. Alkaline phosphatase  is highly used as enzymatic  label  in 

immunoassay for determining herbicides, pesticides, different active organic compounds 

and proteins (Muginova, Zhavoronkova et al., 2007; Brennan, Christianson et al., 1995).  

Insertion of an HIV peptide  from envelope glycoprotein gp120 and a Hepatitis C virus 

(HCV) peptide into the vicinity of the active site of the alkaline phosphatase, rendered a 

fully active enzyme. The addition of specific anti‐peptide antibodies induces an inhibition 

up to 40‐50% of the enzyme activity (Brennan, Christianson et al., 1995). Furthermore, 

protein  variants  able  to  respond  enzymatically  to  antibodies  were  generated  by 

insertion of  two  independent point mutations.  The  fact  that enzymatic modulation  is 

altered from inhibition to activation by single amino acid changes in the active site of AP 

supports  an  allosteric mechanism  due  to  structural  alterations  in  or  surrounding  the 

active site upon antibody binding rather than the antibody mediated steric blocking of 

the active site (Brennan, Christianson et al., 1994).  

Using three different types of alkaline phosphatases  isolated from E. coli and  intestinal 

alkaline phosphatases of animal origin, Muginova et al (Muginova, Zhavoronkova et al., 

2007)  analyzed  the presence of  zinc  and magnesium  in urea  and  insulin preparations 

using a colored compound derived from p‐nitrophenyl phosphate (NPP) as an  indicator 

of  the  reaction.  Interference of  the  sample  ions with Zn2+ and Mg2+  from  the enzyme 

produced  alterations  in  alkaline  phosphatase  activity,  producing  an  inhibitory  effect 

(Muginova, Zhavoronkova et al., 2007).  
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1.2.2.3. β-LACTAMASE 

β‐lactamases are enzymes responsible for the resistance to β‐lactam antibiotics, such as 

penicillin and cephalosporin. They have a four atom ring called β‐lactam, the origin of its 

name.  Legendre  et  al  (Legendre,  Soumillion  et  al.,  1999)  modified  genetically  a  β‐

lactamase obtaining enzymes which  activity was  inhibited when exposing  the binding 

site of  specific anti‐prostate antigen antibodies and  streptavidin. However, one of  the 

clones  they  obtained  (P66L4‐06)  responded  to  the  antibody  PSA66  enhancing  its 

catalytic activity up to 1.7 fold (Legendre, Soumillion et al., 1999). In another work, these 

authors  developed  an  engineered  β‐lactamase  library  responsive  to  other molecules 

such as horse spleen ferritin and β‐galactosidase (Legendre, Vucic et al., 2002). 

Binding of metal ions to allosteric sites distant from the active site of the enzyme can act 

also as an allosteric regulator. Mathonet et al (Mathonet, Barrios et al., 2006) described 

several  β‐lactamase  mutants  exposing  binding  sites  to  Zn2+,  Cu2+  and  Ni2+  in  loops 

remote  to  the active  site. Metal binding  induced a  local conformational change and a 

possible broader transmission of new conformational constraints, affecting the enzyme 

activity.  A  different  response  was  obtained  depending  on  the  ion  used  and  on  the 

mutant.  However,  in  all  of  them  an  enzymatic  inhibition  was  observed  (Mathonet, 

Barrios et al., 2006). 

1.2.2.4. GREEN FLUORESCENT PROTEIN 

Green Fluorescent Protein (GFP) has a molecular mass of 26.9 KDa and it is folded as 11‐

stranded β‐barrel that spontaneously generates  its own  fluorophor  (Wachter, 2007).  It 

was discovered four decades ago in the jellyfish Aequorea Victoria and since then, it has 

been used  in a wide range of applications, such as reporter protein for many purposes 

and  biosensing.  It  has  been  used,  for  example,  for  the  detection  of  protein‐protein 

interactions  fusing  two different  fluorescent proteins with  two proteins of  interest  for 

the measure of resultant wavelength through FRET technology (Chudakov, Lukyanov et 

al., 2005). 

This protein was  also used  as  an  allosteric  sensor by Doi N et  al  (Doi  and  Yanagawa, 

1999a)  who  inserted  a  TEM‐1  β‐lactamase  in  a  solvent  exposed  region  near  the 



 

INTRODUCTION 18 

fluorophore of the protein. When the engineered GFP  interacted with the β‐lactamase 

inhibitory protein  (BLIP), an  increase of  fluorescence without  changes  in  the emission 

spectrum was observed (Doi and Yanagawa, 1999a).  

 

 

In Table 2 and as a summary, there are some examples of protein‐only biosensors either 

based on cleavage platforms or in allosteric platforms.  



 

TABLE 2. Examples of either cleavage‐based platforms or allosteric proteins obtained by insertional mutagenesis. Adapted from Ferraz et al (Ferraz, Vera et al., 2006). 

Holding 
protein 

Strategy  Insert  Analyte  Sensing 
mechanism 

Signal (factor, 
when activated) 

Application 
(proved or 
suggested) 

References 

β‐
galactosidase 

Site  directed 
insertion 

FMDVa  and 
HIV  antigenic 
peptides 

Anti‐peptide 
antibodies 
and  immune 
sera 

Allosteric  Enzymatic  activity 
up‐shift  

Diagnosis   (Benito,  Feliu et al., 1996; Cazorla,  Feliu et 
al., 2002; Feliu, Ferrer‐Miralles et al., 2002; 
Feliu, Ramirez  et  al.,  1998;  Ferrer‐Miralles, 
Feliu  et  al.,  2001;  Ferrer‐Miralles,  Feliu  et 
al., 2000) 

β‐
galactosidase 

Site  directed 
insertion 

HIV  protease 
substrate 

HIV protease  Cleavage 
mediated 
inactivation 

Enzymatic  activity 
down‐shift  or 
electrophoretic 
analysis 

Antiviral drug 
design and 
screening  

(Vera, Aris et al., 2005; Baum, Bebernitz et 
al., 1990) 

Alkaline 
phosphatase 

Site  directed 
insertion  

HIV  antigenic 
peptide 

Anti‐peptide 
antibodies 

Probably  steric 
hindrance 

Enzymatic  activity 
down‐shift 

Diagnosis  (Brennan, Christianson et al., 1994) 

Alkaline 
phosphatase 

Site  directed 
insertion  plus 
site  directed 
mutagenesis 
of  the  active 
site 

HIV  and  HCV 
antigenic 
peptide 

Anti‐peptide 
antibodies 

Allosteric  Enzymatic  activity 
up‐shift  (up  to  2.5‐
fold) 

Diagnosis  (Brennan, Christianson et al., 1995) 

GFP  Site  directed 
insertion 
followed  by 
random 
mutagenesis  

TEM1  β‐
lactamase 

TEM1  β‐
lactamase 
inhibitor 

Allosteric  Fluorescence 
emission  up‐shift 
(not determined) 

Drug  design 
and screening 

(Doi  and  Yanagawa,  1999a;  Doi  and 
Yanagawa, 2002) 

EGFP  Amino  acid 
replacement 

LPS/LA‐
binding motif 

Bacterial LPS  Quenching  Fluorescence 
emission down‐shift  

Quality 
control 
(endotoxin 
detection) 

(Goh, Frecer et al., 2002) 

TEM  β‐
lactamase 

Random 
insertion  and 
phage‐
mediated 
selection 

Random 
peptides 

Anti  PSA 
antibodies 

Allosteric  and 
steric  hindrance 
upon  the  specific 
construct 

Enzymatic  activity 
down‐ or up‐shift (up 
to 1.7‐fold) 

Diagnosis  (Legendre, Soumillion et al., 1999) 



 

 

p53  Site  directed 
insertion  plus 
site  directed 
deletion 

LF,  HA  and 
HSV  antigenic 
peptides 

Anti‐peptide 
antibodies 

Dimerization  Electrophoretic 
mobility  up‐shift  (up 
to 100‐fold) 

Diagnosis  and 
screening 

(Geddie, O'Loughlin et al., 2005) 

p53  Site  directed 
insertion 

HIV  and  LF 
protease 
substrates 

HIV protease 
and LF 

Auto‐inhibitory 
domain removal 

Electrophoretic 
mobility  up‐shift  (up 
to  >  100‐fold)  or  in 
situ  hybridisation  (2‐
fold) 

Screening  (Geddie, O'Loughlin et al., 2005) 

cI  lambda 
repressor 

Site  directed 
insertion 

HIV,  HCV  and 
SARS protease 
substrates 

HIV,  HCV 
and  SARS 
proteases 

Cleavage 
mediated 
inactivation 

Phage  plaques 
counting  (up  to  50‐
fold) 

Antiviral  drug 
design  and 
screening 

(Martinez,  Cabana  et  al.,  2000;  Martinez 
and  Clotet,  2003;  Parera,  Clotet  et  al., 
2004b) 

MBP  Site  directed 
insertion 
eventually 
followed  by 
punctual 
mutagenesis 

Zinc  binding 
sites 

Zinc  Allosteric  Fluorescence 
emission  modulation 
(up to 8‐fold) 

Not  specified, 
presumably 
wide 

(Marvin and Hellinga, 2001) 

MBP  Random 
insertion 

TEM‐1  β‐
lactamase 
segment 

Maltose  and 
other sugars 

Allosteric  Enzymatic  activity 
up‐shift  (up  to  1.7‐
fold) 

Not  specified, 
presumably 
wide 

(Guntas and Ostermeier, 2004) 

DHFR  Site  directed 
insertion 
eventually 
followed  by 
punctual 
mutagenesis 

FKBP 
macrolide‐ 
binding 
protein  and 
ERα  ligand 
binding 
domain 

FK506  and 
estrogen 

Binding‐
promoted 
thermostability 
and  consequent 
genetic 
complementation 

Growth  of 
temperature‐
sensitive yeast under 
non‐permissive 
temperatures  (up  to 
2.5‐fold) 

Drug  design 
and screening 

(Tucker and Fields, 2001) 

FynSH3  Deletion  none  Proline‐rich 
peptide 
ligand 

Ligand  induced 
protein folding 

Tryptophan 
fluorescence increase 
(up to 15‐fold) 

Not  specified, 
presumably 
wide 

(Kohn and Plaxco, 2005) 

GFP‐DsRed 
fusion 

Modular 
fusion 

TEV  protease 
substrate 

TEV 
protease  

Cleavage 
mediated 
fluorescent  tag 
separation  

Dual  fluorescent 
emission yield 

Antiviral  drug 
design  and 
screening 

(Kohl, Heinze et al., 2002) 
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1.3. BIOSENSOR APPLICATIONS 

Over  the  last  years,  biosensors  have  become  an  important  tool  for  detection  of 

molecules in many fields. There are several examples of biosensor applications, such as 

detection of  ions by electrochemical and optical biosensors;  sugars, alcohols, phenols, 

urea  or  oligonucleotides  by  electrochemical  biosensors  (Thevenot,  Toth  et  al.,  2001; 

Gabig‐Ciminska,  Holmgren  et  al.,  2004);  interactions  between  peptides,  proteins, 

immunoassay markers,  oligonucleotides,  viruses,  bacteria  and  cells    through  acoustic 

(Uludag, Piletsky et al., 2007) or optical biosensors  (SPR)  (Berggard, Linse et al., 2007); 

temperature  measuring  in  enzymatic  processes  such  as  fermentation  through 

thermometric biosensors (Ramanathan and Danielsson, 2001); or determining presence 

of  herbicides,  pesticides,  active  organic  compounds  and  proteins  (Muginova, 

Zhavoronkova  et  al.,  2007;  Brennan,  Christianson  et  al.,  1995)  by  protein‐only 

biosensors. Detection of environmental pollutants as well as benzotriazoles, dioxane and 

algal toxins in water (Richardson, 2007), detection of adulteration and contamination of 

milk and milk powder (Haasnoot, Marchesini et al., 2006), or the detection of explosives 

(Singh, 2007), are only some examples of other applications of biosensors. In spite of the 

wide  range  of  possibilities,  nowadays  is  becoming  more  and  more  important  the 

development of biosensors for the detection of molecules in public health. One example 

is the detection of markers for cancer diagnosis. For example, Sarkar et al developed a 

prostate cancer marker biosensor based on an immunoassay joined to an amperometric 

system (Sarkar, Pal et al., 2002).  

There  is  an  urgent  need,  specially  in  developing  countries,  for  new  health‐related 

technologies  (Chin,  Linder  et  al.,  2007).  In  particular,  early  and  accurate  diagnosis  of 

diseases  would  improve  the  individual  health  as  well  as  that  of  the  general  public, 

permitting prompt and proper treatment of the patients,  limiting the spread of disease 

in  the  population  and  minimizing  the  waste  of  public  resources  on  ineffective 

treatments (Chin, Linder et al., 2007). The international community, specially the Global 

Fund  (www.theglobalfund.org), has been  addressed  a  strong  investment  to HIV/AIDS, 

malaria  and  tuberculosis  treatment  and  diagnosis.  There  are  other  infections  also 

important  such  as  lower  respiratory  infections, diarrheal diseases  (rotavirus,  cholera), 
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childhood‐cluster diseases (diphtheria, measles, pertussis, tetanus) and tropical diseases 

(lymphatic filiariasis, dengue, Chagas disease, leishmaniasis, guinea worm, etc.). 

In table 3 is shown a summary of some of the diagnostic technologies used nowadays for 

several  infectious diseases affecting humans and animals. Most of them correspond to 

the  group  of  emerging  infectious  diseases,  an  especially  important  group  in  the  last 

years (Pejcic, De Marco et al., 2006).  

Optimal  biosensor  prototypes  would  have  to  work  both  inside  and  outside  the 

laboratory to allow testing in places without qualified personnel. The concept of Lab‐on‐

a‐chip appears due to the necessity of portable devices of small size,  low requirement 

for samples and rapid analysis (Chin, Linder et al., 2007). 
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TABLE 3.  Examples of different used  techniques  to detect  infectious diseases, detection  limit and  the  reference 
where it is described. Modified from Pejcic et al (Pejcic, De Marco et al., 2006). 

ANALYTE  BIOSENSOR FORMAT  DETECTION 
LIMIT* 

REFERENCE 

RT‐PCR for HIV RNA  10 RNA copies  (Vet, Majithia et al., 1999) 
Conventional PCR  50 RNA copies  (Dube,  Sherman  et  al.,  1993; 

Branson, 2007) 

HIV 

Immunoassays  NA  (Ausubel,  Kingston  et  al.,  1987; 
2005a) 

Enzyme‐label 
immunoassay 

11.1 ng ml–1  (Gong, Gong et al., 2007) Newcastle 
disease 
  Sandwich enzyme‐label 

immunoassay 
2 ng ml–1  (Lee, Thompson et al., 1993) 

Forest–Spring 
encephalitis 

Sandwich gold‐label 
immunoassay 

10–7 mg ml–1  (Brainina, Kozitsina et al., 2003) 

Methylene blue probe, 
PCR & DNA 

NA  (Meric, Kerman et al., 2007) 

Osmium complex probe, 
PCR & DNA 

NA  (Ju, Ye et al., 2003)  

Enzyme label 
immunoassay 

50 fM  (Purvis, Leonardova et al., 2003) 

Immunoassay  8 ng ml–1  (Tang, Yuan et al., 2004) 

Hepatitis B 
 
 

Nucleic acid  0.01 µg ml–1  (Zhou, Liu et al., 2002) 
Hepatitis A  Immunoassay  NA  (Gomara, Ercilla et al., 2000) 
Various 
toxins 

Immunoassay  ng ml–1  (Rowe‐Taitt, Golden et al., 2000) 

Immunoassay  NA  (Renard, Belkadi et al., 2003) 
Nucleic acid  Picomolar  (Kwakye  and  Baeumner,  2003; 

Zaytseva, Montagna et al., 2005) 

Dengue 
 

Immunoassay  µg ml–1  (Tai, Lin et al., 2005) 
*NA: not available.
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1.4. HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS: A DIAGNOSIS TARGET 

1.4.1. BIOLOGY 

HIV belongs to the family Retroviridae, group of Lentivirus. There are two types of HIV 

affecting  humans:  HIV‐1  and  HIV‐2,  but  there  are  other  viruses  inside  this  group 

affecting other primates  such  as  Simian  Immunodeficiency Virus  (SIV).  There  are  also 

specific Lentivirus on non‐primates; Maedi‐Visna‐Virus (VMV) in sheep, Caprine arthritis‐

encephalomyelitis virus  (CAEV)  in goat, Bovine  Immunodeficiency Virus  (BIV)  in cattle, 

Feline Immunodeficiency Virus (FIV) in cat and Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) in 

horse.  Lentivirus  virions  have  a  size  between  80‐130  nm,  an  enveloped  icosahedral 

capsid and two copies of +ssRNA (10Kb) (Joag, Stephens et al., 1996).  

HIV is about 120 nm and its RNA is covered by a nucleocapsid composed of 2000 copies 

of  the  viral  protein  p24.  RNA  is  bound  to  several  proteins  important  for  virus 

multiplication such as proteases, reverse transcriptase (RT), ribonuclease and integrase. 

The nucleocapsid is surrounded by a matrix composed of the protein p17 and also of the 

viral envelope, composed by lipids and 

proteins  involved  into  the  infection of 

new  cells.  These  proteins  are  gp120 

and  gp41,  both  deriving  from  the 

polyprotein gp160 and codified by  the 

gene  env  (2005b)  (Figure  5).  As 

detailed in table 4, HIV has in total nine 

genes  codifying  all  these  proteins, 

being  the  main  ones  env  (envelope), 

gag  (capsid  and  matrix)  and  pol 

(polymerase). 

gp120

gp41

HIV‐1 RNA 
(2 copies)

Viral envelope

Capsid (p24)

Matrix (p17)

Encapsidated
viral proteins
RT, integrase

FIGURE 5. HIV virion  composition. Adapted  from  Simon et al
(Simon, Ho et al., 2006). 
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TABLE  4.  Genes  encoded  in  HIV  genome,  products  and  function.  Adapted  from  Prous  Science  web  page 
(http://www.ttmed.com/sinsecc.cfm?http://www.ttmed.com/sida/texto_art_long.cfm?id_dis=212&id_cou=20&id
_art=1356&comecover=y&id_dis=212&id_cou=20). 

Genes  Name  Product 
(precursor) 

Viral protein  Function 

gag   p55  p17  Myristoylated protein from viral matrix. 
        p24  Main protein from viral capsid. 
        p7  Nucleocapsid  protein.  Viral  RNA 

packaging. 
        p6  Nucleocapsid  protein.  Vpr  binding.  Viral 

encapsidation. 
pol  p160  p10  Protease:  Gag  and  Gag‐Pol  polyprotein 

postranslational processing. 
        p50  Reverse transcriptase. 
        p15  RNase H. 
        p31  Integrase. 
env   gp160  gp120  Envelope  glycoprotein  (surface).  Viral 

interaction with CD4 receptor and cellular 
co receptors. 

Structural 

        gp41  Envelope  glycoprotein  (transmembrane). 
gp120  anchoring  and  fusion  of  viral  and 
cell membrane. 

tat       Tat (p14)  Transcription activator. Regulatory 
rev       Rev (p19)  RNA  transport  between  nucleous  and 

cytoplasm. 

nef       Nef (p27)  Negative  regulation  of  the  presence  of 
CD4 and MHC‐I in the cellular membrane. 
Interference  in  the  activation  of  T 
linfocytes.  Estimulation  of  virion 
infectivity. 

vpr       Vpr (p15)  Nucleous  transport of  the preintegration 
complex. Blocking of the cellular cycle. 

vpu      Vpu (p16)  Increase of  the delivering of  virions  into 
the infected cell. 

Accesory 

vif      Vif (p23)  Infectiosity of extracellular virions. 

 

 

 

 



 

 

INTRODUCTION 26 

HIV can infect a variety of immune cells such as CD4+ T cells, macrophages and microglial 

cells.  Infection  is  produced  through  the  external  glycoprotein  gp120  and  the 

transmembrane protein gp41, which form the spikes on the virion’s surface. Binding of 

these  spikes  to CD4  receptor  and  subsequent  interactions between  the  virus  and  the 

chemokine co‐receptors, generally CCR5 and CXCR4, trigger  irreversible conformational 

changes (Simon, Ho et al., 2006). The first 

step  after  this  interaction  is  the 

introduction of the viral core  into the cell 

cytoplasm.  Viral  genome  is  then  reverse 

transcribed  into DNA  by  the HIV  reverse 

transcriptase.  The  viral  protein  integrase 

in  conjunction  with  host  DNA  repair 

enzymes  insert  the viral genome  into  the 

host  chromosomal DNA. After  that,  virus 

particles  can  be  produced  using  the 

cellular  machinery  in  combination  with 

virus  driven  transcription.  Viral  proteins  are  assembled  in  proximity  of  the  cell 

membrane and virions expulsed through a vesicular pathway without the lysis of the cell 

(Figure 6).                           

1.4.2. STAGES OF HIV INFECTION 

HIV infection can be divided in different stages (Alcami, 2004) (Figure 7): 

1. Primary acute HIV infection. It can be asymptomatic or it can produce influenza 

or mononucleosis‐like symptoms;  fever, headache, pharyngitis etc. After 2 or 3 

weeks the patient is totally recovered. Primary infection is characterized by high 

plasma viremia,  low CD4+ T cell and absence of HIV‐1 antibodies. However, this 

phase is followed by a rapid immune response able to control viral load. 

2. Asymptomatic  infection  or  clinical  latency.  This  stage  starts  after  a  strong 

immune response that reduces the number of viral particles in the blood stream. 

During this phase HIV  is active within  lymphoid organs, where numbers of virus 

FIGURE 6. Viral replication cycle. Adapted from Simon et 
al(Simon, Ho et al., 2006). 
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particles  become  trapped  in  the  follicular  dendritic  cells  (Burton,  Keele  et  al., 

2002).  Along  several  years,  the  level  of  CD4+  T  cells  goes  down  gradually. 

However, viral load is maintained. In fact, despite the absence of symptoms, HIV‐

1  is  dynamically  replicating  along  the  disease  course.  In  a  chronically  infected 

patient,  the  total number of virions produced can reach 1010 particles per day 

(Simon, Ho et al., 2006). There  is a  low percentage of patients maintaining  the 

level of cells stable, who are called non‐progressors patients.  

3. Symptomatic  stage/AIDS. This  is  the  final  stage of  the  illness.  In general, AIDS 

appear after 10‐12 years after infection, when cell mediated immunity is lost. It is 

characterized by a  level of CD4+ T cells under 200 per microliter and viral  load 

higher  than  100000  viral  RNA  copies  per ml  of  plasma.  At  this  point,  several 

opportunistic  microbes  produce  infections  such  as  pneumonia,  tuberculosis, 

candidiasis, etc. Reactivation of Herpes  virus producing eruptions, Epstein‐Barr 

induced lymphomas and even tumours can also appear. As a consequence of the 

lack of immune response and the opportunistic infections, the patient dies. 

 

As  it  is  shown  in  figure  7,  the  risk of  transmission  varies  along  infection, being more 

pronounced  in the first and the  last stages.  It  is also noticeable the gradual  increase  in 

viral diversity along  the stages due  to  the high and continuous  replication of  the virus 

(Simon, Ho et al., 2006). 
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FIGURE 7. Representation of the time course of HIV  infection. Plasma viremia (top) 
and  cell  number/titre  (bottom)  in  relation  to  the  course  of  infection.  Adapted 
from Simon et al (Simon, Ho et al., 2006). 

 

1.4.3. IMMUNE RESPONSE 

1.4.3.1. CELLULAR RESPONSE 

As it has been described above, immediately after infection an increase of the viral load 

followed by a strong response of CD4+ T cells is observed. CD4+ T cells are responsible for 

the  first drop of the viral  load helping B cells or cytotoxic cells, secreting  lymphokines, 

growth factors or other facilitatory molecules. However, after a few weeks, CD4+ T cells 

are gradually being infected and its number decreases slowly. 

Antigen‐specific  immune  responses  include  also  cytotoxic  T  lymphocytes  (CTL), which 

lyse cells expressing a foreign antigen. Although some CTLs can be CD4+, normally they 

are CD4‐, CD8+. CTLs  are  activated  by  the  interaction with  cells  expressing  the Major 

Histocompatibility  Complex  (MHC)  type  I, which  are  able  to  recognize  viral  proteins, 

internalize,  process  and  expose  them  on  their  surface.  In  the  case  of  CD4+  T  cells, 
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activation  is  produced  through MHC  type  II.  So,  the  range  of  epitopes  to which  an 

individual is able to respond is MHC‐restricted (Coffin, Hughes et al., 1997). 

During the process of the infection there is an increase of CD8+ T cell titer in response to 

the lack of CD4+ T cells. This phenomenon is called Homeostasis and is maintained until 

two years preceding AIDS  (Margolick, Munoz et al., 1995). CTL activity  is dependent  in 

part on the help providing by CD4+ T cells. For this reason, the decline in CD8+ T cells can 

be due to the strong drop in number and functionality of CD4+ T lymphocytes. Moreover, 

CD8+ T cells rapidly respond to antigenic stimuli, generating large clones (Maini, Casorati 

et al., 1999). 

It  has  been  described  that  CD8+  CTLs  have  a  role  in  the  regulation  of  the 

infection(Benito, Lopez et al., 2004). However, it is difficult to analyze the effects of CTLs 

in a  laboratory due to the  lack of animal models that can be  infected by the virus. The 

most used model nowadays  is  rhesus macaques  infected with SIV or  chimeric HIV/SIV 

viruses (Ambrose, KewalRamani et al., 2007). 

In  1998  Hay  et  al  (Hay  and  Rosenberg,  1998)  described  that  “nonprogressors  have 

persistent, vigorous, virus‐inhibiting CTLs whose response  is broad and adaptable”. On 

the contrary, rapid progressors of AIDS develop a CTL response unable to adapt to viral 

changes (Hay and Rosenberg, 1998). Other authors observed that there  is a correlation 

between the quality and magnitude of the CTL response in infected individuals and the 

rate of progression; in fact, CTL levels correlate with low viraemia levels (Cao, Qin et al., 

1995).  

Moreover,  it has been described that treatment during primary HIV  infection  improves 

the  clinical  course  and  increases  the  CD4+  T  cell  count  compared  to  individuals who 

remain untreated (Kinloch‐De Loes and Perrin, 1995). 

Sester et al  (Sester, Sester et al., 2000) developed a system to detect gag‐specific CD4 

and  CD8  T  cell  responses. When  the  quantity  of  T  cells  in  untreated  patients  versus 

treated ones was analyzed, a higher amount of CD8+ T cells than CD4+ T cells was found. 

Therefore, antiretroviral treatment induced a strong drop in the quantity of CD8+ T cells 

(Sester,  Sester  et  al.,  2000).  Lichterfeld  M  et  al  talks  about  the  immune  response 
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generated  against  viral  proteins  (Lichterfeld,  Yu  et  al.,  2005).  Proteins  inducing more 

strongly  specific CD8+ T  cell  response  are early expressed HIV proteins, being  the nef 

derived  protein  the most  important  inducer.  There  is  also  a  response  against  other 

proteins produced  later  in the development of the  infection, such as those codified by 

gag and env genes. Furthermore, antiviral efficiency of CTLs can vary depending of the 

exposed protein.  It seems that proteins encoded by gag gene are associated with viral 

control  during  chronic  phase  of  infection,  whereas  nef  or  env  have  no  effect 

(Geldmacher, Currier et al., 2007; Heeney and Plotkin, 2006). Specific CD4+ and CD8+ T 

cell  responses  can be obtained when a viral  lysate or gp140  is pulsed  in a  cell  line of 

dendritic cells (Aline, Brand et al., 2007).  

Finally,  the analysis of CTLs  in HIV‐1  infected children  just before and after  treatment 

shows that there is a drop in HIV‐specific CTLs and IFN‐gamma‐producing lymphocytes in 

patients that respond to highly active antiretroviral therapy (HAART) in comparison with 

non responders and non treated patients (Zhang, Zhao et al., 2006). 

1.4.3.2. HUMORAL RESPONSE 

Adaptative  humoral  response  of  the  immune  system  is  based  on  the  production  of 

antibodies by B cells. Naïve B cells are first recovered by immunoglobulins type IgM, but 

upon  interaction with  the  antigen  and  after  activation  by  T  helper  cells,  there  is  an 

irreversible differentiation producing an isotype switching, which allows the production 

of other specific types of immunoglobulins. 

Several antibody responses against HIV have been observed in recent studies. The most 

effective  antibodies  are  those  able  to  neutralize  the  virus, which  have  the  ability  to 

prevent  infection of host cells by  the  infectious pathogen. The definition of  the action 

and  targets of neutralizing antibodies  is of considerable  importance  for understanding 

the mechanisms of clinical latency and disease progression and for the development of 

prophylactic vaccines and immune‐based therapies (Coffin, Hughes et al., 1997). 

On HIV, the region inducing the majority of neutralizing antibodies is that composed by 

gp41‐gp120 (Broliden, von Gegerfelt et al., 1992), specifically, this region comprises the 

variable region V3 of the surface glycoprotein gp120 (Young, Teal et al., 2004) and the 
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constant region C4 of gp120, responsible for the binding with the CD4+ T cell. There are 

also other  types of neutralizing antibodies,  including  those  recognizing V1, V2, V5, C2, 

and gp41 epitopes (Coffin, Hughes et al., 1997). Recent studies on the viral escape of HIV 

from  CV‐N  (Cyanovirin),  a  carbohydrate  binding  agent  useful  as  an  antiviral  drug, 

described several mutants of the virus with a major sensitivity to neutralizing antibodies. 

Normally,  the  neutralizing  epitopes  of  the  viral  envelope  glycoprotein  gp120  are 

recovered by glycans, avoiding the proper recognition of these sites. The loss of glycans 

on the surface due to the escaping from CV‐N, produce mutants on which antibodies can 

respond.  Specifically,  an  increase  of  the  neutralization  sensitivity  to  CD4  binding  site 

(CD4BS) antibodies, V3‐loop directed antibodies and CD4‐induced antibodies is observed 

when there is a deglycosilation of specific residues of gp120 (Hu, Mahmood et al., 2007). 

Recent studies (Sheppard, Davies et al., 2007; Cavacini, Kuhrt et al., 2003) analyzed both 

the binding and the neutralization potency of several antibodies, normally produced  in 

in vitro  systems but also  those derived  from  sera of  infected patients.  In  this context, 

Sheppard et al developed a  library of human monoclonal antibodies anti‐HIV by means 

of  a mouse model.  These  antibodies  bound  efficiently  conformational  gp41  epitopes 

(Sheppard, Davies et al., 2007) and one of them was weakly neutralizing. Predominant 

antibody isotype in sera was analyzed by Cavacini et al (Cavacini, Kuhrt et al., 2003) and 

a higher neutralizing activity was obtained with  IgG1  immunoglobulins. Furthermore, a 

comparison  between  sera  antibodies  and  in  vitro  produced  antibodies  was  done, 

reflecting  important differences between  them  regarding  to  the neutralizing ability.  It 

was  described  that  a  human  monoclonal  anti  CD4BS  IgG3  antibody  was  more 

neutralizing than others corresponding to the isotype IgG1 (Cavacini, Emes et al., 1995). 

Other  isotype‐related  HIV  studies  have  been  developed.  For  example,  correlation 

between  the  amount  of  IgG2  reactive with  gp41  and  long‐term  nonprogression was 

observed(Ngo‐Giang‐Huong,  Candotti  et  al.,  2001).  Khalife  et  al  studied  the  isotypic 

response  against  structural proteins  (env, gag, pol) observing  a polyisotypic  response 

against gag‐products, including IgM, IgG1, IgG3 and IgA and a response to env‐products 

restricted to IgG1 (Khalife, Guy et al., 1988). 
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Recent studies have been also  focused on  IgE. An  inhibition effect of purified  IgE  from 

sera  of  HIV‐infected  children  on  the  production  of  HIV‐1  in  vitro  was  observed  by 

Pellegrino et al (Pellegrino, Bluth et al., 2002). Moreover, HIV‐1 seropositive patients had 

significantly  higher  IgE  levels  than  HIV‐1  seronegative  subjects,  suggesting  IgE  as  a 

marker of evolution of HIV disease  (Miguez‐Burbano, Shor‐Posner et al., 1995) and an 

effective method  to detect HIV‐1  infection  in  adults  (Fletcher, Miguez‐Burbano et  al., 

2000). HIV‐infected children with elevated  IgE  levels had  lower  IgG3  levels and higher 

IgG4  levels than non‐infected children. As the disease progressed, HIV‐1 patients failed 

to  produce  IgG3,  but  IgG4  antibodies  remained  unaffected.  IgG4  antibodies  have  no 

known role in the defense against HIV‐1 infection but they may increase during disease 

progression (de Martino, Rossi et al., 1999; Becker, 2004). Finally, a high amount of HIV‐

specific  IgM  antibodies was  found  early  after HIV‐infection  (Muller  and Muller, 1988; 

Joller‐Jemelka, Joller et al., 1987).  

It has been described  that during  the HIV  infection,  the  first  viral‐directed  antibodies 

that  appear  are  those  against  the  viral  nucleocapsid  (p24  and  p17)  and  then  those 

against the viral envelope (gp41 and gp120) (Lottersberger, Salvetti et al., 2003; Janvier, 

Baillou et al., 1991).   

1.4.4. VIRAL ESCAPE 

It  is known  that,  the  immunological  system  is not able  to  fight effectively against HIV 

infection,  and  this  is  due  to  the  development  of  different  strategies  of  the  virus  to 

escape  from  the  immune  response.  In  fact,  apart  from  viral  latency,  viral escape  and 

antibody neutralization are the most  important determinants  in the dynamics of HIV‐1 

infection and progression to AIDS (Wei, Decker et al., 2003).  

Despite of the strong anti‐HIV CTL response, which is important in the initial control and 

in the suppression of the viral  load, the virus  is able to generate mutants  in  important 

epitopes, escaping  from  that cells and avoiding  its completely elimination  (Klenerman, 

Wu  et  al.,  2002).  However,  this  is  not  the  only  viral  system  to  escape  the  immune 

system. The virus  is able to mask neutralizing epitopes of the gp41‐gp120 glycan shield 

through the modulation of the N‐linked glycosilation pattern (Wei, Decker et al., 2003; 
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McCaffrey, Saunders et al., 2004; Koch, Pancera et al., 2003; Hu, Mahmood et al., 2007). 

Hu et al demonstrated resistance to the inhibitor cyanovirin by loss of the glycan shields 

in the C2‐C4 region of gp120 (Hu, Mahmood et al., 2007). 

In the same line, the virus is able to substitute single amino acids from gp41 and gp120 

to  avoid  the  effect  of  inhibitors  or  antibody  mediated  neutralization.  Maeda  et  al 

analyzed  the  regions  involved  in  the  increase  of  sensitivity  to  CXCR4  inhibitors, 

concluding that a single amino acid substitution  from arginine to serine  (R308S)  in the 

V3 region of gp120 produced an escape mutant (Maeda, Yusa et al., 2007). This type of 

substitutions can also inactivate remote epitopes by long distance structural alterations 

that are  transmitted within  (Park, Vujcic et al., 1998; Park, Gorny et al., 2000; Zhang, 

Bouma  et  al.,  2002;  Watkins,  Buge  et  al.,  1996).  Such  conformational  camouflage 

indicates  a  high  extent  of  flexibility  of  gp41‐gp120  complexes, which  allows  protein 

domains to reorganize upon receptor binding (Myszka, Sweet et al., 2000). 

1.4.5. INCIDENCE AND DIAGNOSIS 

According to the last report from the World Health Organization (WHO‐UNAIDS), in 2007 

there were  estimated  33.2 million  of  infected  people  and  2.1 million  people  died  of 

AIDS‐related  illnesses.  Furthermore,  there were  2.5 million  of  new  HIV  infections  in 

2007,  with  1.7  million  (68%)  of  these  occurring  in  sub‐Saharan  Africa  (Table  5) 

(http://data.unaids.org/pub/EPISlides/2007/2007_ epiupdate_en.pdf). 

The high incidence of the infection makes necessary the use of technology to detect HIV. 

A quick, cheap and fine detection will assure treatment and care of the patients avoiding 

new  infections  and  promoting  those  essential  resources  will  be  used  effectively  by 

targeting ART on people who really need treatment. 
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TABLE 5. Data extracted from the last update of the global AIDS report 2007 (www.who.org). 

  People living with 
HIV 

New infections 
2007 

AIDS deaths 2007 

Sub‐Saharan Africa  22.5 million  1.7 million  1.6 million 

South and South East 
Asia 

4 million  340,000  270,000 

East Asia  800 000  92,000  32,000 
Latin America  1.6 million  100,000  58,000 
North America  1.3 million  46,000  21,000 

Western & Central 
Europe 

760 000  31,000  12,000 

Eastern Europe & 
Central Asia 

1.6 million  150,000  55,000 

Middle‐East & North 
Africa 

380,000  35,000  25,000 

Caribbean  230,000  17,000  11,000 
Oceania  75,000  14,000  1,400 
Total  33.2 million  2.5 million  2.1 million 

    

 

Nowadays, a great variety of HIV tests are available. However, due to the sophisticated 

equipment  that  some  of  them  require,  it  is  impossible  their  use  in  places with  low 

resources  such as Sub‐Saharan Africa and South and South East Asia where  there  is a 

high HIV incidence (Table 5). For example, one of the most widely used techniques is the 

ELISA  test  (2005a).  However,  it  is  necessary  to  have  automatic  pipettes,  incubators, 

readers,  etc,  and  skilled  technicians  to  operate  the  equipment.  Ultrasensitive  p24 

antigen  detection  also  requires  equipment  and  consumables  too  expensive  for many 

countries. More and more, HIV PCR  tests and other nucleic acid detection  techniques 

are  being  used  in  all  over  the  world  due  to  the  fact  that  they  are  becoming  less 

expensive, more automated and  faster  in producing  results. The problem again  is  the 

necessity of equipment and personnel in these countries (1998). 

Simple/rapid HIV tests are the solution for the HIV detection in laboratories with limited 

facilities. Advances in technology have led to the development of a wide range of these 

tests, such as agglutination, immunodot and immunochromatographic membrane tests. 

All of them are presented in a kit form, where needed reagents are included and where 
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the use of special equipment is not necessary. Furthermore, its use can be extended to 

all  over  the  world  (extracted  from  Weekly  epidemiological  report  (1998)  and 

http://www.who.int/hiv/topics/vct/en/index.html).  

Since 2002, the Food and Drug Administration (FDA) in the United States has approved 6 

different rapid HIV tests.  All of them are based on the detection of anti‐HIV antibodies 

and  present  sensitivities  and  specificities  comparable  to  those  of  conventional 

immunosorbent  assays  (EIA)  (table  6):  OraQuick  ADVANCE  Rapid  HIV‐1/2  (OraSure 

Technologies, Inc., Bethlehem, PA), Uni‐Gold Recombigen HIV test (Trybity Biotech, Bray, 

County Wicklow,  Ireland), Reveal G3 Rapid HIV‐1 Antibody Test (MedMira, Bayers Lake 

Park, Halifax, Nova Scotia), the Multispot HIV‐1/HIV‐2 Rapid Test (Bio‐Rad  laboratories, 

Redmond, Washington),  the  Clearview  Complete  HIV  1/2  Assay  (Chembio  Diagnostic 

Systems) and the HIV 1/2 Stat‐Pak Assay (Chembio Diagnostic Systems) . In spite of being 

very  good  tests,  results  need  to  be  confirmed  by  Western  Blot  or  indirect 

immunofluorescence assays. Other  important HIV test useful for the early detection of 

HIV  infection  is  Aptima HIV‐1  RNA  qualitative  assay  (Gen‐Probe).  It  is  based  on  RNA 

detection  and  requires  4.5  hours  to  give  a  result while  the  rest  of  tests  give  a  value 

between 5‐20 minutes (Branson, 2007).  

 

TABLE 6. Diagnostic characteristics of rapid HIV tests approved by the US FDA(Branson, 2007). 

Assay, by specimen analyzed  Sensitivity (95%)  Specificity (95%) 

Whole blood     

OraQuick ADVANCE Rapid HIV‐1/2  99.6 (98.5‐99.9)  100 (99.7‐100) 

Uni‐Gold Recombigen HIV test  100 (99.5‐100)  99.7 (99.0‐100) 

HIV 1/2 Stat‐Pak Assay  99.7 (98.9‐100)  99.9 (98.6‐100) 

Clearview Complete HIV 1/2  99.7 (98.9‐100)  99.9 (98.6‐100) 

Serum or Plasma     

Reveal G3 Rapid HIV‐1 Antibody Test  99.8 (99.2‐100)  99.9 (98.6‐100) 

Multispot HIV‐1/HIV‐2 Rapid Test  100 (99.9‐100)  99.9 (99.8‐100) 
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1.5. β-GALACTOSIDASE AS A SIGNAL TRANSDUCER 

1.5.1. DESCRIPTION 

Protein β‐galactosidase from Escherichia coli (β‐D‐galactoside hydrolase, E.C. 3.2.1.23) is 

an  enzyme  codified  in  lacZ  gene  and  composed  by  four  subunits  of  116353 Da  non‐

covalently  bound  (Jacobson,  Zhang  et  al.,  1994).  It  is  a  hydrolytic  transglucosidase 

specific for the β‐D‐galactopiranoside configuration, and can act as a hydrolase as well 

as a transferase. Each monomer has an active site, although  it needs part of the other 

subunits to work being only the tetrameric form active (Jacobson and Matthews, 1992). 

Its structure was first described by Jacobson et al in 1994 (Jacobson, Zhang et al., 1994), 

two  years  after  its  crystallization  (Jacobson  and Matthews,  1992).  Each monomer  is 

composed by five different domains and disposed on space into two axes of symmetry. 

Two main  regions of  interaction between 

monomers  called  “long  interface”  and 

“activating interface”, where is located the 

active  site,  have  been  described. 

Moreover, there are several metal binding 

sites in β‐galactosidase crystal structure. A 

Mg2+  and  a  Na+  binding  site  have  been 

found  into  the  active  site  of  β‐

galactosidase and  it  is  important  to stand 

out that Mg2+ and Na+ are necessary for a 

maximal activity of the protein (Matthews, 

2005).  

β‐galactosidase  is  important  in  the metabolism of E.coli, being  the  responsible  for  the 

hydrolysis of the β‐1,4 bond of the lactose, to obtain glucose and galactose, allowing the 

use  of  this  sugar  as  a  carbon  source  (Jacob  and Monod,  1961).  It  also  catalyzes  the 

isomeration of lactose (galactosil‐β‐D‐(1,4)‐glucopiranose) to allolactose (galactosil‐β‐D‐

(1,6)‐glucopiranose),  the main  inductor of E.coli  lac operon  (Huber, Kurz et al., 1976). 

FIGURE  8.  Tridimensional  structure  of  β‐galactosidase.
Deported from a RasMol representation according to the
coordinates given by  Jacobson et al  (Jacobson, Zhang et
al., 1994). 
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Furthermore, β‐galactosidase hydrolyzes several lactose analogs chemically synthesized, 

mainly used for enzymatic assays. There are different types of substrates depending on 

the  obtained  product,  being  the main  group  the  colorimetric  ones.  In  all  of  them  a 

change  of  colour  is  observed  when  the  β‐galactosidase  catalyzes  the  reaction  of 

hydrolysis. Ortho nitrophenil β‐D‐galactopyranoside (ONPG), rendering a yellow product 

and  chlorophenol  red  β‐D‐galactopyranoside  (CPRG),  becoming  red  when  it  is 

hydrolyzed,  are  clear  examples  of  this  group.  5‐bromo‐4‐chloro‐3‐indolil‐β‐D‐

galactopiranoside  (X‐gal)  rendering a blue precipitate,  is also  important because  it has 

been widely used in cloning processes with E.coli (Sambrook, Fritsch et al., 1989). Other 

substrates  produce  a  fluorescent  signal  upon  β‐galactosidase  cleavage,  such  as 

Fluorescein β‐D‐galactopyranoside (FDG) and others produce light, such as GalactonR. 

Even with  slight modifications, β‐galactosidase  is a non  toxic,  soluble and  resistant  to 

proteolysis  protein. Besides,  it  is  easy  to  purify  by  affinity  chromatography  (Ullmann, 

1984) and  its production  is easily monitored by enzymatic assays (Benito, Valero et al., 

1993; Miller,  1972).  Resolved  tridimensional  structure  (Jacobson,  Zhang  et  al.,  1994) 

makes easier its use in cloning processes and, moreover, due to its tolerance to foreign 

polypeptide fusions, it is suitable to use in protein engineering procedures. 

In wild  type E.coli, β‐galactosidase production  is  regulated by  the  lactose operon  (lac 

operon)  (Ullmann,  2001)  (Figure  9).  Lac  operon  is  composed  by  structural  genes, 

encoding for the synthesis of proteins, and regulatory genes, to control the expression 

of  the  proteins.  Structural  genes  are  lacZ,  lacY  and  lacA,  encoding  β‐galactosidase, 

lactose permease and thiogalactoside transacetylase respectively. Protein production  is 

controlled  by  the  presence  of  a  repressor  encoded  by  lacI  gene, which  binds  to  the 

operator to repress the transcription of  lac genes. When an  inducer  is present, such as 

lactose or IPTG, the repressor is released allowing transcription of genes.  
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Nowadays, a high number of commercially available vectors for constructing lacZ fusions 

in vitro are available. These vectors have been used in cloning processes using lacZ gene 

as a  reporter gene, but also  in protein production procedures  to construct genetically 

engineered  proteins  (Ullmann,  2001).  Expression  vectors  are  indispensable  tools  to 

achieve a high protein production. There are several  types of vectors,  those on which 

protein  production  can  be  induced  by  an  inductor,  such  as  lactose  or  the  synthetic 

compound Isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside (IPTG), and thermo‐inducible vectors. 

The use of  IPTG has been  further  limited  in  industrial applications because of  its high 

cost  and  toxicity.  So,  thermo‐inducible  vectors  derived  from  heat‐sensitive  lacI  genes 

have  appeared  as  a  good  option  to  avoid  those  problems.  In  these,  the  increase  of 

temperature from 28 to 42ºC produces the inhibition of the repressor (Casadaban, Chou 

et al., 1980) and as a consequence, the expression of the protein.  In general, they are 

based on  the use of  the pR and pL  strong promoters of  lambda phage and  the  cI587 

repressor  protein  (Schauder,  Blocker  et  al.,  1987),  however  other  efficient  thermo‐

sensitive  vectors  have  been  described  by  Chao  et  al.,  who  developed  vector  series 

including a  lacIts with different mutations and the T7 A1 promoter  (Chao, Chern et al., 

2002). Normally, in all of them lacZ deficient E. coli strains are used to ensure the unique 

FIGURE 9. Illustration of the lac operon working in a repressed (a) and induced (b) 
state.  Adapted from encyclopedia of life sciences (Ullmann, 2001).  
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expression  of  the  desired  gene  and  to  prevent  the  production  of  wild  type  β‐

galactosidase.  

1.5.2. ALLOSTERIC PROTOTYPES 

As  described  in  the  chapter  1.2.2,  β‐galactosidase  is  an  enzyme  with  allosteric 

properties.  Interaction  with  other  molecules  can  modify  its  structure  regulating  its 

activity.  This  property  and  protein  engineering  as  a  tool  have  been  used  to  develop 

biosensors  that  respond  to  antibodies  directed  against  foot‐and‐mouth  disease  virus 

(FMDV) (Benito, Feliu et al., 1996; Feliu and Villaverde, 1998) and HIV (Ferrer‐Miralles, 

Feliu et al., 2001). Antigenic peptide insertions into specific and defined solvent exposed 

loops  from  β‐galactosidase  resulted  in  modified  enzymes  with  reduced  enzymatic 

activity. However,  in presence of specific anti‐peptide antibodies, the protein  increases 

its activity (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001; Feliu, Ramirez et al., 1998). This activation 

occurs  in  an  antibody  titre‐dependent  fashion  (Benito,  Feliu  et  al.,  1996).  Activation 

factor of β‐galactosidase sensors was defined as the percentage of the obtained product 

of  the  reaction  in  presence  of  antibody  related  to  the  product  obtained  without 

antibody (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001).  

First  studies  were  focused  to  find  the  optimal  expression  system  in  E.coli  for  the 

successful  production  of  recombinant  proteins  (Benito,  Vidal  et  al.,  1993).  Rec  A+ 

phenotype strains were selected due to the higher stability of the recombinant vector. It 

seemed  that  the expression of  the  recombinant proteins  in E. coli, activated  the RecA 

protein  increasing the copy number of recombinant vectors (Benito, Vidal et al., 1993). 

Several  approaches  with  β‐galactosidase  engineering  early  showed  different  effects 

depending on  the applied modification. Changes at  the N  terminal end of  the protein 

produced  fewer  effects  into  the  kinetic  constants  than  those  in  the  C  terminal  end. 

Furthermore,  insertions  in  several  permissive  sites  of  the β‐galactosidase  showed  big 

differences  in  specific  activity  between  β‐galactosidase mutants  (Benito,  Feliu  et  al., 

1996; Feliu, Ramirez et al., 1998). Those experiments took to the development of several 

protein  libraries exposing antigenic sites of virus, describing  the best  insertion sites  to 

have an optimal sensor response (Benito, Feliu et al., 1996; Feliu, Ramirez et al., 1998). 
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Three types of sensors to FMDV were described depending on the effect of the antibody 

binding  into  the  Kcat/Km  constants  (Feliu, Ramirez  et  al.,  1998):  Those  on which  the 

binding  of  a  specific  antibody  improved  the  substrate  binding  by  reducing  steric 

hindrance,  those  on  which  it  improved  the  catalytic  activity  by  structural  changes 

promoted by  the  antibody,  and  finally,  those on which both  features were  coexisting 

(Feliu, Ramirez et al., 1998). All these features allowed the design and development of 

improved enzymatic sensors.  

The  comparison  of  different  types  of  allosteric  biosensors,  allowed  to  know  if  those 

characteristics  could  be  extended  to  other  proteins.  β‐galactosidase,  alkaline 

phosphatase and β‐lactamase mutants were analyzed altogether  in order to define the 

molecular mechanisms  for antibody‐mediated modulation  (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 

2000). A correlation between the activation factor of each protein and the relative Kcat 

(Kcat obtained for the engineered protein regarding to the Kcat obtained  in the native 

enzyme) was done, obtaining a good correlation between  them. A  lower  relative Kcat 

implied  a  higher  activation  factor.  So,  enzymes with  lowered  Kcat  reached  a  higher 

activity after antibody binding  than  the  recombinant protein alone, and enzymes with 

Kcat  higher  than  the  parental  protein  showed  lower  activity  after  antibody  binding 

(Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2000). Taking into account these values and the presence of 

several  types  of  proteins,  it  was  concluded  that  the  theoretical  upper  limit  of 

reactivation of any protein  is  close  to 200%. As different proteins were  included,  this 

value seems to represent a common limit in the enzyme flexibility of different proteins. 

Theoretically, there is an impossibility to construct a β‐galactosidase insertional mutant 

with a Kcat higher than 2 fold that of the unmodified protein, representing a  limitation 

in sensitivity of analytical systems (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2000).  

Several  studies were  then  developed  trying  to  find  the  conditions  responsible  for  a 

better activation of allosteric proteins. Cazorla et al combined different concentrations 

of both enzyme and substrate and arrived to values of 500% of activation using a model 

of β‐galactosidase with  a  single  FMDV  insertion  (Cazorla,  Feliu  et  al.,  2002). Multiple 

peptide  insertions  in  β‐galactosidase were  also  studied.  Residues  134‐156  from  VP1 

capsid protein of FMDV were inserted in several sites of β‐galactosidase, exposing 1, 2 or 
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3  copies  per  monomer.  Antibody‐mediated  activation  factors  are  higher  in  β‐

galactosidase sensors with 8 insertions than others with only one per monomer (Cazorla, 

Feliu et al., 2002; Feliu, Ferrer‐Miralles et al., 2002). However, when 12  copies of  the 

same  peptide  are  exposed,  the  protein  became  instable  enough  to  avoid  the  proper 

effect of the antibody. Despite the limitation in the number of insertions; the increase in 

the  number  of  insertions  in  the  β‐galactosidase  from  1  to  2  per monomer  seems  to 

result in a global improvement of epitope presentation and antibody binding. Moreover, 

stability and specific activity of the enzyme are decreased. 

In further approaches, several β‐galactosidase proteins including the main immunogenic 

segments of  the protein gp41  (namely P1 and P2 epitopes)  from  the envelope of HIV 

were developed (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). Different sized peptides comprising 

amino  acids  579‐618  of  the  precursor  gp160  were  inserted  in  two  acceptor  sites 

(position  795  and  278)  of  β‐galactosidase.  In  all  of  them,  thermo‐inducible  vectors 

expressing lacZ gene under the control of the pR and pL promoters of lambda phage and 

the thermosensitive repressor cI587ts  (Casadaban, Chou et al., 1980) were used. These 

proteins were also characterized through calculation of Km, Kcat and kcat/Km, and the 

peptide  size  was  described  as  a  critical  point  to  a  better  activation  factor  (Ferrer‐

Miralles, Feliu et al., 2001). Kcat and Km were strongly affected by peptide  insertion  in 

an  apparently  opposite  fashion.  Moreover,  Km  value  increased  depending  on  the 

peptide size (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001; Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2000). 

Among all those proteins, the best response was obtained to the protein NF795gpC. This 

protein  is composed by  residues 579  to 613  from  the polyprotein gp160, precursor of 

gp41, including the linear epitope P1 and only a fragment of the conformational epitope 

P2. Analysis of P1 surface accessibility  through a model  revealed a bigger exposure of 

this protein than the others (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). 

Despite  of  the  high  variability  of  recombinant  proteins  developed,  the  maximum 

activation  values  obtained  by  the  binding  of  an  anti‐peptide  antibody  were  250%, 

similarly to the previous upper limit obtained.  

  



 

 

DEVELOPMENT OF ALLOSTERIC BIOSENSORS 
FOR THE DIAGNOSIS OF 

INFECTIOUS DISEASES 
 

 

 

 

2. OBJECTIVES 

 

 

 



 

45OBJECTIVES

 

 

The general aim of this work was the development and characterization of protein‐only 

biosensors  for  the  detection  of  infectious  diseases,  using  Human  Immunodeficiency 

Virus  as  a model  and  protein  engineering  as  the  technique  for  recombinant  protein 

development. The specific aims that have guided work in this thesis are: 

1. Characterization  of  the  previously  developed  HIV  biosensor  NF795gpC. 

Obtainment of  the optimal concentrations of protein and substrate  to obtain a 

better sensing response.  

2. Study  of  the  parameters  of  NF795gpC  activation  depending  on  the  substrate 

used  and  selection  of  the  optimal  substrate  regarding  sensitivity,  signal‐

background ratio, range of response and sensibility. 

3. Evaluation of the immunoreactivity and level of allosteric response of the protein 

NF795gpC testing different types of antibodies, either monoclonal or polyclonal. 

4. Functional characterization of the main isotypes of sera antibody subpopulations 

responsible for the activation of the protein.  

5. Immobilization of the biosensor into a surface and analysis of performance of the 

immobilized biosensor. 

6. Analysis  of  the  effect  produced  by  the  antiretroviral  treatment  in  the 

composition and function of antibodies activating the sensor. 

7. Development of new biosensors exposing other antigenic sites of HIV to improve 

the sensitivity of the test. 
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3.1. PUBLICATION I 

 

PROFILING THE ALLOSTERIC RESPONSE OF AN ENGINEERED β‐GALACTOSIDASE TO ITS 

EFFECTOR, ANTI‐HIV ANTIBODY 

Rosa M. Ferraz, Anna Arís and Antonio Villaverde 

Biochemical and Biophysical Research Communications, Vol. 314, No. 3, 854‐860 (2004) 

 

SUMMARY 

A previously developed  recombinant β‐galactosidase  called NF795gpC  showed a  good 

exposure of the  inserted peptide on the enzyme surface and among a series of related 

biosensor  prototypes,  it was  the  best  responder  in  presence  of  specific  anti‐peptide 

antibodies  (Ferrer‐Miralles,  Feliu  et  al.,  2001).  Maximum  activation  values  obtained 

were of 250% with an amount of protein NF795gpC of two pmol and a concentration of 

2mg/ml  of  ONPG.  Here,  and  similarly  to  the  previous  work  with  FMDV‐based 

sensors(Cazorla, Feliu et al., 2002) a wide range of substrate and enzyme concentrations 

were tested  in an attempt to  improve the sensor signal adjusting the assay conditions. 

Topographical maps  of  the  enzymatic  activity  and  activation  factors  were  built.  The 

analysis of  the plots gave  the optimal concentrations of both protein and substrate  to 

obtain  a  better  signal:background  ratio,  that  reached  values  up  to  4‐fold.  Different 

concentrations of a specific anti‐peptide antibody were also explored, showing that the 

antibody  was  not  the  topographical  definer  but  the  enzyme  and  substrate 

concentrations. Moreover, the use of a secondary antibody suggested that multivalent 

antibody  binding  and  the  consequent  enzyme  network  formation  enhance  allosteric 

activation. 
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3.2. PUBLICATION II 

 

ENHANCED MOLECULAR RECOGNITION SIGNAL IN ALLOSTERIC BIOSENSING BY PROPER 

SUBSTRATE SELECTION 

Rosa M. Ferraz, Anna Arís and Antonio Villaverde 

Biotechnology and Bioengineering, Vol. 94, No. 1, 193‐199 (2006) 

 

SUMMARY 

This paper explored the effect of six different β‐galactosidase substrates regarding the 

activation  and  allosteric  profile  of  the  protein  NF795gpC.  The  substrates  X‐gal  and 

lactose were discarded in the first assays. In the first case, the instability of the enzyme 

in the buffer required for X‐gal dissolution unabled to perform the assay. On the other 

hand,  lactose, the natural substrate of the protein, rendered glucose concentrations  in 

absence of antibody under  the detection  limits  in a  standard amperometric detection 

system. Thus, a comparative sensing analysis between the remaining substrates (ONPG, 

CPRG,  FDG  and  GalactonR)  was  done,  obtaining  the  parameters  that  define  sensor 

activation  profile  in  each  case.  Emission  of  light  and  fluorescence,  although  being 

themselves  highly  sensitive  signals,  did  not  result  into  detection  of  lower  analyte 

concentrations.  However,  colorimetric  substrates  showed  optimal  features  for  the 

activation assays. ONPG offered the  lower analyte detection  limit and CPRG the higher 

activation values and the wider activation range. These results prompted us to use CPRG 

for colorimetric sensing of specific antibodies in plasma samples for further assays. 
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3.3. PUBLICATION III 

 

HIGH‐THROUGHPUT, FUNCTIONAL SCREENING OF THE ANTI‐HIV‐1 HUMORAL RESPONSE 

BY AN ENZYMATIC NANOSENSOR 

Rosa M. Ferraz, Anna Arís, Miguel Ángel Martínez and Antonio Villaverde 

Molecular Immunology, Vol. 43, No. 13, 2119‐23 (2006) 

 

SUMMARY 

Neutralizing  antibodies  are  becoming  of  great  interest  in  therapy  and  vaccine 

development to HIV. Several studies describe that these antibodies are able to promote 

conformational perturbations of  the epitope  and  surrounding  areas.  In  this work,  the 

type of human antibodies acting as the most efficient sensor effector was  investigated 

by  exploring  the  relationship  between  antibody  titre  and  the  allosteric  response. 

Different specific anti‐HIV‐1 gp41 antibodies present  in sera samples  (namely  IgM,  IgE, 

IgA,  IgG1,  IgG2,  IgG3  and  IgG4) were  analyzed  regarding  their  ability  to  activate  the 

sensor, and  in consequence, to conformationally modify the epitope. Sensor activation 

was significantly dependent on IgG4 antibody subpopulation binding, showing a specific 

ability of this type of antibodies in promoting conformational modifications in the target 

site.  

The use of enzymatic nanosensors to high‐throughput analysis of antibodies in sera was 

proposed. 
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3.4. PUBLICATION IV 

 

ALLOSTERIC MOLECULAR SENSING OF ANTI‐HIV ANTIBODIES BY AN IMMOBILIZED 

ENGINEERED β‐GALACTOSIDASE 

Rosa M. Ferraz, Anna Arís, Gloria González, Josep López‐Santín, Antonio Villaverde and 

Gregorio Álvaro 

Enzyme and Microbial Technology, Vol. 41, Issue 4, 492‐497 (2007) 

 

SUMMARY 

Activation properties of the protein NF795gpC bound to a surface such as agarose were 

analyzed. This is an essential step in order to develop new and portable versions of the 

sensor, for the future implementation of optimized devices able to detect HIV infection 

in an easy and reliable way and by non‐skilled personnel. 

The  protein NF795gpC was  immobilized  into  an  agarose  support. Anti‐HIV  antibodies 

were  analyzed  in  this  situation  and  the  sensing  signals  compared  with  the  results 

obtained  in  the  common  assay. Higher  activation  values were obtained with  the  free 

enzyme, but  the  immobilized version exposed  to HIV‐infected patients sera, showed a 

sufficient  increase of activity  for  sensing purposes. Furthermore,  it was demonstrated 

that biosensor is stable enough to perform measurements at environment temperature.  
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4.1. PROTEIN NF795GPC AS A MOLECULAR BIOSENSOR  

4.1.1. SENSING OPTIMIZATION 

In a previous study by Ferrer‐Miralles et al (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001), a series of 

hybrid  recombinant  β‐galactosidase‐based  proteins  was  designed  and  synthesized. 

Different  sized  peptides  from  the  protein  gp41  of HIV,  including  the most  important 

antigenic peptides  (P1 and P2), were  inserted  in  two different permissive  sites of  the 

protein. Most of the proteins with insertions in between amino acids 795 and 796 of β‐

galactosidase, called NF795gpA, NF795gpC and NF795gpD, presented higher enzymatic 

activity than those  in between amino acids 278 and 279. Moreover, analysis of surface 

accessibility through the three‐dimensional structure analysis of those proteins showed 

that  NF795gpC  presented  the  best  surface  accessibility  of  its  inserted  peptide  P1, 

agreeing with the activation experiments on which this protein was the best responder 

to  the  presence  of  specific  antibodies.  This  enzyme  was  selected  for  a  large  scale 

comparison  of  the modulation  assay with  a  Food  and  Drug  Administration‐approved 

automated  standard HIV  detection method  (AxSYM).  There was  a  94%  of  agreement 

between  both  tests;  only  two  of  the HIV‐infected  patients  analyzed  resulted  as  false 

negative  and  one  negative  serum  gave  a  positive  result  (table  7).  Interestingly,  it 

presented the highest response of the negative set in the standard assay. After a deeper 

analysis  of  anti‐HIV  antibodies  specificity  from  those  false  negative  sera,  the  lack  of 

specific anti‐P1 antibodies and the presence of only antibodies specific to the epitope P2 

were observed (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). These results confirm the potential of 

recombinant‐epitope displaying β‐galactosidases as molecular sensors for the detection 

of specific antibodies in human sera (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001).  

In  spite of all  these promising previous  results, a  low  relation  signal: background was 

obtained in these initial analyses. The maximum value of NF795gpC activation was close 

to 250%, a value too low to develop an optimal sensor device. This result was similar to 

the upper threshold observed previously to this type of biosensors (Ferrer‐Miralles, Feliu 

et al., 2000), calculated with the correlation between the maximum activation factor of 
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different  protein‐only  biosensors  (β‐galactosidase,  β‐lactamase  and  alkaline 

phosphatase) and the relative Kcat value (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2000). Moreover, 

proteins with  lower Kcat value after protein engineering produced a higher activation 

factor.  

 

TABLE 7. HIV1/2 AxSYM method compared with NF795gpC enzymatic modulation  in a panel of 61 human serum 
samples. +++, 150 ≤ relative activity < 300; ++, 130 ≤ relative activity < 150; +, 110 ≤ relative activity < 130; ‐, relative 
activity < 110. ND, not done. AxSYM  reading above 1 are considered positive, and  readings below 1 are HIV1/2‐
negative. Adapted from Ferrer‐Miralles et al(Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). 

Serum 
HIV1/2 
AxSYM  NF795gpC  Serum 

HIV1/2 
AxSYM  NF795gpC 

60.0001  28.08  +  60.0002  0.41  ‐ 

60.0003  29.05  +++  60.0008  0.46  ‐ 

60.0004  32.90  +  60.0009  0.64  ‐ 

60.0005  26.20  +++  60.0020  0.74  ‐ 

60.0006  19.98  +++  60.0044  0.30  ‐ 

60.0007  24.85  ++  161198 01  0.34  ‐ 

60.001  35.30  +++  161198 02  0.55  ‐ 

60.0011  27.59  +++  161198 03  0.52  ‐ 

60.0012  26.58  +++  161198 04  0.42  ‐ 

60.0013  21.47  +++  161198 05  0.51  ‐ 

60.0014  34.43  +++  161198 06  0.49  ‐ 

60.0015  24.30  +++  161198 07  0.50  ‐ 

60.0016  17.61  +  161198 08  0.54  ‐ 

60.0017  11.14  +  161198 10  0.53  ‐ 

60.0018  18.96  ‐  161198 11  0.60  ‐ 

60.0019  23.70  +++  161198 12  0.30  ‐ 

60.0021  30.92  +++  161198 13  0.57  ‐ 

60.0022  41.11  ++  A8039 01  0.78  + 

60.0023  24.78  +++  A8039 02  0.35  ‐ 

60.0024  24.87  +++  A8039 03  0.47  ‐ 

60.0025  35.60  +++  A8039 04  0.47  ‐ 

60.0026  31.13  +++  A8039 05  0.50  ‐ 

60.0027  14.81  +  A8039 06  0.42  ‐ 

60.0028  15.07  ++  6022956  0.33  ‐ 

60.0029  14.60  ‐  6022982  0.29  ‐ 

60.003  24.53  +++  6023012  0.30  ‐ 

60.0038  21.38  +++  6117482  0.33  ‐ 

60.0039  21.91  +++  6117488  0.39  ‐ 

60.004  15.00  ++  6210075  0.30  ‐ 

60.0041  31.90  +++       

60.0042  31.49  +       

60.0043  24.48  +++       

Anti‐P1  ND  +++       
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It has to be taken into account that a higher concentration of protein does not result in a 

higher  response  in  presence  of  antibodies.  In  the  first  publication  presented  here,  a 

deep study of the optimal concentrations of enzyme and substrate was done, revealing 

that  the  concentrations  of  both  enzyme  and  substrate  were  critical  for  generating 

enhanced biosensing signals. Previously, a similar study was done by Cazorla et al but 

using proteins with one or more inserted fragments of FMDV (Cazorla, Feliu et al., 2002).  

In this case, a protein with only one copy of the epitope per monomer (called JX795A), 

as well as our case with the protein NF795gpC containing one copy per monomer but of 

a fragment of HIV, rendered a signal of 250%. However, when a protein with two copies 

of the insertion per monomer was used,  an activation factor up to 500% was obtained 

(Cazorla, Feliu et al., 2002).  

Topographical maps of  the enzymatic  response  combining different  concentrations of 

protein  and  substrate  were  constructed  (Paper  1,  Figure  3).  In  them,  the  obtained 

sensing  signal was  represented  as  different  colours  depending  on  the  percentage  of 

response.  First,  a  comparison  between  topographical maps  of NF795gpC  protein  and 

wild  type  β‐galactosidase  was  done  to  evaluate  the  impact  of  the  peptide 

accommodation on the enzyme performance (Paper 1, Figure 3E and 3F), revealing that 

the peptide insertion dramatically affected the activity of the enzyme. However, when a 

specific antibody was used in the assays, a clear increase of activity was observed (Paper 

1,  Figure 3D).  So,  the  insertion would have  instead enhanced  the molecular  flexibility 

required  for  signal  transduction  and  also  provided  an  allosteric‐binding  site  for 

molecular sensing in a sensitive surface of the enzyme. Flexibility of allosteric biosensors 

was  also  measured  when  comparing  the  time‐course  of  the  reaction  between  the 

enzyme  in  absence  of  antibody, which  after  10 minutes  of  reaction was  no  further 

processing substrate, and enzyme in presence of antibody, which arrived to a maximum 

of response only after 30 to 50 minutes (Paper 1, Figure 2). The flexibility of the enzyme 

would  allow  conformational modifications when  the  binding  of  the  specific  antibody 

occurs, permitting an improvement of the activation of the sensor. 

In a step further, and to evaluate the possible effect of the low antibody concentration 

on  the  sensing assay, we compared activation  factors obtained with a  low and a high 
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concentration of antibody (Paper 1, Figure 3B and 3G). Topographical maps obtained in 

both  cases  showed  a  similar  pattern,  excluding  the  antibody  concentration  as  a 

topographical  definer  and  confirming  enzyme  and  substrate  concentrations  as major 

controllers of the allosteric profile. 

The amount of antibody bound to NF795gpC, measured through an  indirect ELISA, and 

the resulting activation factor obtained by the enzymatic assay (Paper 1, Figure 1) were 

compared. It was observed that the amount of antibody giving the 50% of the maximal 

response in the enzymatic assay was higher than the antibody bound in the ELISA assay 

corresponding  to  the  50% of  the  total  antibody bound.  This  fact  indicated  a possible 

enhancement of activity due to the simultaneous binding of effector antibodies to more 

than one monomer of the protein. Thus, a molar excess of the antibody might stimulate 

the  allosteric  signal.  In  fact,  an  enhanced  activation  when  more  than  one  effector 

molecule binds the tetrameric enzyme was previously observed (Alcalá, Ferrer‐Miralles 

et  al.,  2002). However,  the molar  excess  of  antibody would  also  promote  oligomeric 

complexes  by  cross‐linking  the  enzyme.  The  possible  effect  of  the  formation  of 

oligomeric  complexes was  studied using a  secondary antibody  (Paper 1,  Figure 4). An 

enhancement  of  the  activation  factor  by  the  formation  of  those  complexes  was 

observed.  It  probably  occurred  by  the  modulation  of  the  adaptive  binding  to  the 

receptor site and the consequent conformational signal. 

Previous  studies  of  interaction  between  protein  and  antibody  suggested  that  some 

proteins need the bivalent capacity of the antibody to be activated whereas others can 

be activated only by the Fab fragment or monovalent antibodies (Feliu, Ferrer‐Miralles 

et  al.,  2002).  Here,  the  deep  exploration  of  the  biosensing mechanics  suggests  that 

multivalent antibody binding and  the consequent enzyme network  formation enhance 

allosteric activation (Paper 1, Figure 4, and Table 1). 

Analysis  of  the  crystal  structure  of  β‐galactosidase(Jacobson  and  Matthews,  1992) 

revealed that the 794‐803 loop did not directly contribute to the shape of the active site 

but interacted with residues in this site (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). Furthermore, 

substitutions  for Gly‐794 affect  the binding of  substrates  (Martinez‐Bilbao and Huber, 
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1996).  So,  it  is  not  unexpected  that  peptide  insertions  in  this  position  affect  kinetic 

constants.  In  fact,  previously  developed  β‐galactosidases  (Ferrer‐Miralles,  Feliu  et  al., 

2001)  containing  HIV‐peptides  had  Kcat  and  Km  values  strongly  affected  by  peptide 

insertion  in  an  apparently  opposite  fashion,  Km  value  increasing  depending  on  the 

peptide  size  (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001; Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2000). The 

three‐dimensional  model  of  NF795gpC  obtained  by  comparative  modelling 

computational analysis (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001)  indicates that some portions 

of the insertion interact with the residues Asn‐102 and Trp‐999, important for substrate 

binding. Unsuccessful approaches avoid the crystallization of this protein as well as the 

parental β‐galactosidase (Jacobson and Matthews, 1992).Moreover, the local secondary 

structure of  the  inserted peptide, which might  induce  a  local  rigidity  affecting  to  the 

conformation of the protein in the vicinity of the active site, could have also an effect to 

the substrate binding.  

Substrate binding can be influenced by several characteristics of the protein but it could 

be  also  influenced  by  the  type  of  substrate.  Since  the  modulation  of  substrate 

processing rate  is the sensing signal  itself, the specific substrate selected to determine 

the  signal  could  be  relevant  to  the  final  sensing  data.  So,  a  further  analysis  of  the 

reactivation of the protein NF795gpC was done using different types of substrates, with 

the aim to improve the resulting activation values and to determine which are the best 

substrates to do it. 

An  analysis  of  six  different  β‐galactosidase  substrates  was  done  in  the  second 

publication presented in the results. The objective was to define the main characteristics 

of every substrate regarding to sensitivity, activation range and sensor response. Since 

every  substrate  had  a  different  molecular  size  and  different  properties  it  was  not 

unexpected to find kinetic differences between them when the sensor was analyzed. 

The first substrate tested was X‐gal, being quickly discarded due to the instability of the 

protein in the buffer required for the X‐gal dissolution. Lactose, the natural substrate of 

the  protein, was  tested  since  there  are  commercial  amperometric  (personal  glucose 

blood  tester)  and  colorimetric  tests  to  determine  the  lactose  hydrolysis  product, 

glucose.  First  approaches  with  the  amperometric  system  revealed  slight  problems 
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regarding  to  the  sensing  signal.  Experiments  with  a  monoclonal  anti‐P1  antibody 

produced  57.6  ±  13.3  mg/dL  of  glucose;  however,  the  protein  without  antibody 

generated a value of glucose under the detection limits. Since human sera contain high 

amounts of glucose, different concentrations of both protein and substrate were tested 

similarly to the previous work with ONPG (Paper 1), trying to overcome sufficient basal 

levels  of  product  to  do  the measures. However,  only  those HIV‐immunoreactive  sera 

gave a slight response. The lack of a detectable signal coming from the protein without 

antibodies did not allow obtaining a quantitative result. On the other hand, the glucose 

colorimetric test using the monoclonal anti‐P1 antibody gave a maximal result close to 

200%, comparable to those obtained in the initial studies with β‐galactosidase and with 

ONPG (Benito, Feliu et al., 1996). Nevertheless, again higher concentration of glucose in 

sera masked the small amount of glucose produced by the protein. Hence,  lactose was 

also discarded for further assays. 

We  comparatively  analysed  chromogenic  (ONPG, CPRG),  luminogenic  (GalactonR)  and 

fluorometric  (FDG)  substrates.  Activation  factor  was  first  determined  with  different 

concentrations of specific monoclonal antibodies for each substrate (Paper 2, Figure 1) 

and the resulting plots were compared. Clearly, the activation profile was influenced by 

the substrate used and the equation constants on each case were also different (Paper 

2, Table 1). The equation values were obtained as theoretical, constraining to 100% the 

parameter regarding to the minimal activation factor that could be obtained in absence 

of antibody, and real, where no constrain was applied. In spite of observing a different 

behaviour for each substrate, in all of them the activation of the sensor was linear at low 

antibody  concentrations  and  it was modified  at  higher  concentrations.  The  extent  of 

linear  range was determined, obtaining  the widest  response with  the substrate CPRG. 

Moreover, among all substrates, ONPG was considered as the most sensitive because of 

its lower detection limit (Paper 2, Table 1). 

Comparison of real and theoretical results (Paper 2, Table 1) showed big similarities for 

all the substrates excepting for CPRG, where the real basal activity (background) was of 

61.26%. This value could represent an  important variability  in the sensing data for  low 

analyte  concentrations.  Taking  into  account  all  obtained  values  for  the  substrates, 
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namely  sensitivity,  signal‐background  ratio,  range  of  response  and  sensibility, 

chromogenic substrates were selected as the most promising for further experiments.  

Then,  several  sera  assays  were  done  with  CPRG  and  ONPG  and  again  equation 

parameters were calculated  (Paper 2, Figure 2 and Table 1). The activation profile was 

slightly  different  from  that  one  obtained  with  monoclonal  antibodies;  however  the 

relative properties of both substrates were maintained. CPRG was the substrate with a 

higher  activation  factor  and  the  substrate  with  the  widest  response.  Regarding  the 

detection  limits,  in  this  case,  CPRG  detected  the  lower  dilution  of  sera.  Again,  CPRG 

presented  a  poor  adjustment  of  the  basal  value  to  the  theoretical  value  of  100%, 

however  it was better  than  the previously obtained with monoclonal antibodies. Both 

topographical maps of the sensing reaction with CPRG and ONPG were also done (as in 

paper  1),  allowing  the  comparison  of  the  optimal  concentrations  of  protein  and 

substrate  giving  the maximum  response  (Paper  2,  Figure  3). Areas  allowing  amplified 

sensing  signals  were  not  coincident  between  both  substrates,  confirming  different 

properties between them. Moreover, when those topographical maps were done with a 

pool of sera, these sensing areas were found more widely extended although with lower 

activation values. Results  showed  that peak activation values were higher when using 

CPRG than ONPG. Finally, to evaluate the reproducibility of these results, five different 

sera were tested  for each substrate and again, higher activation values  for CPRG were 

obtained  (Paper  2,  Figure  4).  The  fact  that  other  authors  have  also  used  successfully 

CPRG  to  the  detection  of  β‐galactosidase  activity  but  in  blood  samples  (Pelisek  J., 

Armeanu S et al., 2000), would represent an advantage if the biosensor has to be used in 

field measurements. The properties shown by CPRG are optimal for the development of 

this type of assay, especially because of the enhanced signal: background ratio.  

  

4.1.2. ALLOSTERIC SENSING BY IMMOBILIZED NF795GPC 

For many diagnostic applications in both animal an human health, it would be desirable 

the  development  of  a  solid  phase  biosensor  version  useful  for  field  measurements 

where a large number of samples has to be analyzed and where sophisticated laboratory 
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resources are absent. The publication IV presented as a result in this thesis describes the 

immobilization  of NF795gpC  protein  into  a  support  to  evaluate  the  allosteric  sensing 

under these conditions. 

 Agarose was used as a support due to the previous experience of the group of Chemical 

Engineering of  the Autonomous University of Barcelona, with who we  collaborated  in 

this  study.  The  aim  was  to  determine  if  the  protein  was  reactivated  when  it  was 

immobilized and if it was stable in this situation. Previous studies have been focused on 

the  immobilization  of  non‐allosteric  β‐galactosidases with  biosensor  purposes  but  in 

other  supports  such  as  gold  layers  (Ball,  Puckett  et  al.,  2003)  or  silicon  surfaces 

(Betancor L, Luckarift HR et al., 2008).  

4BCL agarose properties allowed the proper  immobilization of the β‐galactosidase due 

to  its  suitable  porus  size  for  the  entrance  of  the  protein  and  the  convenient mass 

transfer during the reaction. First, a commercial β‐galactosidase, 4BCL agarose (Paper 4, 

Figure 1) and 10BCL agarose were  tested  (not shown).  Immobilization was based on a 

multicovalent attachment  to  the generated aldehyde  residues on  the support  through 

the amine groups  (Guisán, 1988; Alvaro, Fernandez‐Lafuente et al., 1990). Due  to  the 

lower  stability  of  the  engineered  enzyme  NF795gpC  under  the  alkaline  conditions 

necessary  for  immobilization, kinetics of activity at different pHs were done  (Paper 4, 

Figure 2). In spite of the optimal pH used in typical immobilization procedures (pH 10.1), 

a higher stability of the protein NF795gpC was observed at a pH 9.5, using this condition 

to develop the rest of assays (Paper 4, Figure 3).  

Furthermore,  stability of  the  immobilized enzyme was higher  than  that of  the  soluble 

version  (Paper  4,  Figure  5),  allowing  measurements  at  environment  temperature 

without  significant  loss  of  activity.  In  general,  this  immobilization method  allow  the 

stabilization  of  proteins  (Alvaro,  Fernandez‐Lafuente  et  al.,  1990;  Blanco  and Guisan, 

1989), as shown with penicillin G acylase (Alvaro, Fernandez‐Lafuente et al., 1990) and 

proteases (Blanco, Bastida et al., 1991). 

As previously described, the activation factor of the β‐galactosidase sensors depends on 

the amount of antibody  ((Benito, Feliu et al., 1996), so, different dilutions of a pool of 
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HIV‐immunoreactive  sera  were  used  to  determine  the  sera  concentration  giving  a 

maximal response (Paper 4, Figure 6). Although a higher activation factor was achieved 

by the soluble protein, the immobilized preparation was able to reach activation values 

around 200%. In spite of the lower sensitivity obtained with the immobilized sensor than 

that obtained with  the  free one,  the  sensing  signal was  good enough  to discriminate 

between  infected and non‐infected patients. Several HIV‐1  immunoreactive  sera were 

also  tested  with  the  immobilized  version  of  the  sensor  to  confirm  the  activation  in 

presence of analyte, obtaining positive values between 150 and 400% (Paper 4, Table 1). 

The biosensing principle described in this paper would allow comparing a serum sample 

with a  control  through a  colorimetric assay  in a  support. The  simple observation of a 

color change would give  the  result.  Its simplicity would allow  its use  in  regions where 

there  is a  lack of  technologies and  skilled personnel or as an  initial  test  that could be 

done at home. Until now, no other allosteric enzyme has been  immobilized to this aim 

and moreover,  in a stable and  functional way.  In spite of the wide range of rapid HIV‐

tests  that  has  been  described  recently  (Greenwald,  2006)  (see  chapter  1.4.5);  the 

simplicity of this one and the use of  inexpensive materials would allow a better use of 

the social funds assigned to this issue. 

 

4.1.3. CONSTRUCTION OF NEW ALLOSTERIC ENZYMES FOR ANTI-HIV ANTIBODY 

DETECTION 

As it has been described above, protein NF795gpC exposes correctly the epitope P1 from 

gp41 of HIV‐1, so only anti‐P1 antibodies can be detected  (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 

2001).  In  fact,  the  two  false  negative  sera  obtained when  the  comparison with  the 

AxSYM  system  was  done  (Table  7,  chapter  4.1.1),  gave  negative  results  to  anti‐P1 

antibodies  by  ELISA  test.  However,  the  presence  of  anti‐P2  antibodies was  detected 

(Ferrer‐Miralles,  Feliu et  al.,  2001). Only  a  sensitivity of  94% was obtained previously 

with this protein (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). So, the development of additional 

allosteric  proteins  exposing  other  immunogenic  epitopes of  the  virus, would  improve 

the  detection  of  several  specific  anti‐HIV  antibodies when  used  in  combination  (see 
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annex I). Using the new synthesized proteins together with the previously characterized 

NF795gpC, a more  complete device  could be developed. Hence,  several  immunogenic 

epitopes from HIV‐1 were carefully selected (Annex I, Table 8), including fragments from 

the HIV proteins gp120, gp41, p24 and p17. Other groups have also used combination of 

different antigenic sites to the antibody detection and diagnosis of HIV infection, such as 

Hashida et al, who developed a highly sensitive and specific  immune complex  transfer 

enzyme immunoassay combining the detection of antibodies to RT (retro transcriptase), 

p17, p24  and p24  antigen(Hashida, Hashinaka  et  al.,  1997; Hashida, Hashinaka  et  al., 

1996).  

The  insertion  of  the  new  antigenic  sites  in  permissive  solvent  exposed  loops  of  β‐

galactosidase was done with the same cloning protocol as before (Ferrer‐Miralles, Feliu 

et  al.,  2001),  in  order  to  compare  the  activation  of  these  proteins  and  NF795gpC. 

Plasmid  pJX795,  a  derivative  from  pJLA602  (Schauder,  Blocker  et  al.,  1987), was  the 

vector  used  for  the  cloning  processes,  using  its  restriction  site  BamHI  in  between 

residues 795 and 796 to drive the epitope insertions. The new synthesized proteins were 

called JX795‐MN, JX795‐IIIB, JX795‐B138, JX795‐p24 and JX795‐p17.  

In a first approach, the best concentrations of both protein and substrate were selected 

to  obtain  the maximal  signal:  background  ratio,  similarly  to  the  previous work  with 

NF795gpC  (Paper  1).  However,  CPRG  was  used  as  a  substrate  due  to  the  higher 

activation  values  (Paper  2).  Finally,  after  the  analysis  of  the  reaction  kinetics  of  each 

protein, 30 minutes was selected as the optimal time at which the maximum response is 

reached.  Once  the  conditions  were  established,  sera  from  different  patients  were 

analyzed. A different activation factor depending on the protein was observed (Annex I, 

Figure  10).  Three  proteins  containing  fragments  from  gp41  and  gp120  were  clearly 

activated  (NF795gpC,  JX795‐MN  and  JX795‐IIIB), whereas  those  containing  fragments 

from the capsid and matrix (p24 and p17) were less activated. As it has been described 

above,  the  HIV‐1  envelope  region  (gp41/gp120)  belongs  to  a  region  sensitive  to  the 

neutralization  by  antibodies,  and  this  neutralization  can  be  closely  linked  to  the 

conformational changes  induced by antibodies  (de Rosny, Vassell et al., 2004). So,  the 

observed activation in the proteins NF795gpC, JX795‐MN and JX795‐IIIB, could be due to 
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the effect of the antibodies on to the neutralizing region inserted in the proteins. Rosen 

et  al  studied  the  structure  by  nuclear  magnetic  resonance  (NMR)  of  neutralizing 

peptides  belonging  to  V3  loop  of  gp120  in  strains  IIIB  and MN.  Using  two  different 

specific antibodies and  the peptides  free  in solution, changes  in peptide conformation 

were  observed,  suggesting  an  induced  fit  produced  by  antibodies  (Rosen, Chill  et  al., 

2005). 

Ferrer‐Miralles et al analyzed the effect of the insertion of peptides with different sizes 

in the position 795‐796 of the β‐galactosidase (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). After 

analysis  of  kinetic  constants  and  activities,  an  optimal  length  of  35  amino  acids was 

found. Protein  JX795‐B138  is the only one containing a  fragment  lower than 35 amino 

acids  (Annex  I,  Table  8),  and  in  spite  of  being  part  of  the  gp120  protein  (Morrow, 

Williams et al., 1992) and having a neutralizing epitope (de Rosny, Vassell et al., 2004), 

there was no activation of the enzyme (Annex I, Figure 10).  

A  low activation factor was obtained with sera  in the enzymes containing fragments of 

the gag‐derived HIV‐proteins p24 and p17  (JX795‐p24 and  JX795‐p17)  (Annex  I, Figure 

10). Humoral  immune  response against p24 and p17 has been described  to appear  in 

early stages of HIV infection, moreover, its affinity to the epitope correlates with disease 

progression  (Chargelegue,  Stanley  et  al.,  1995;  Kozinetz, Matusa  et  al.,  2005) making 

them  suitable  as  prognosis markers  (Janvier,  Baillou  et  al.,  1991). High  levels  of  p17 

antibodies correlate with slower progression to AIDS (Fiorentini, Marini et al., 2004). In 

fact, p17 and p24 have been used  in HIV tests for an early detection of the  infection  in 

the window  period.  In  this  period  anti‐HIV  antibodies  production  is  just  starting  and 

normally they are under the detection  limits of HIV‐antibody tests (Hashida, Hashinaka 

et al., 1996). It has to be taken into account that as the disease progresses to AIDS, the 

level of  antibodies  to  the HIV‐1  gag proteins  falls progressively  (Allain,  Laurian  et  al., 

1991).  So,  the  low  activation  of  both  proteins  (JX795‐p24  and  JX795‐p17)  could  be 

maybe due  to  the analysis of HIV‐1  sera  samples  from patients  in advanced  stages of 

disease, where the level of anti‐gag antibodies is low. However, the lack of information 

about the stage of disease on which are those analyzed patients, avoid the confirmation 
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of  this hypothesis. Hence,  further analysis of activation of  these proteins would be of 

interest to know if there is recognition of early infection antibodies. 

The sensor activation capacity of antibodies present  in  five different sera samples was 

analyzed using the newly synthesized proteins (Annex I, Figure 11). Clear differences of 

activation levels were observed between proteins, demonstrating that different patients 

had different specific antibody composition in serum.  

Finally,  linear regression analysis between activation values and CD8+ (CD8), CD4+ (CD4) 

T cell count and viral load (VL) were obtained (Annex I, Table 9 and 10). Good regression 

parameters (p and r) were obtained when JX795‐B138 protein activation was compared 

with  the  level of CD4+ T cells  in sera  (p = 0.029). This correlation was also maintained 

when data was divided into two groups depending on whether the patients followed or 

not antiretroviral therapy (Annex I, Table 10).  

As it is described in Table 8 (Annex I), protein JX795‐B138 contains a fragment from the 

CD4  binding  site  in  gp120  (Morrow,  Williams  et  al.,  1992).  To  study  the  possible 

activation of  JX795‐B138 by CD4+  T  cells,  a  commercial  soluble  glycoprotein CD4 was 

used. Higher concentrations of the glycoprotein CD4 resulted in higher activation factors 

of  the  JX795‐B138,  although  the  activation  values  arrived only  to 120%. However, no 

activation of the protein NF795gpC in the same conditions was observed (Annex I, Figure 

12). So, it seems that the soluble CD4 glycoprotein is able to activate the protein JX795‐

B138. 

Finally, those sera classified as false negative by NF795gpC protein (60.0018 and 60.0029 

from Table 7) (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001) were analyzed using the new enzymes. 

Protein  JX795‐MN,  containing  a  neutralizing  fragment  from  gp120  HIV‐1‐protein, 

responded  positively  to  those  sera  generating  sensing  values  of  262.8%  and  151.4% 

respectively  (not  shown).  So,  the  use  of  other  immunogenic  epitopes  to  the 

development of new allosteric HIV‐1 sensors, allow the detection of other specific anti‐

HIV‐1  antibodies  and  improve  the  previous  sensitivity  obtained  with  the  protein 

NF795gpC.  

 



 

99DISCUSSION

4.2. PROTEIN NF795GPC AS A TOOL FOR THE SCREENING OF 

SPECIFIC ANTIBODIES  

As  explained  in  the  introduction,  HIV  has  several  mechanisms  to  escape  from  the 

immune system, such as changes in the glycosilation pattern or amino acid substitution 

producing conformational changes  in specific epitopes  (Wei, Decker et al., 2003; Park, 

Gorny et al., 2000; Zhang, Bouma et al., 2002). This conformational camouflage indicates 

a high flexibility of the region gp120‐gp41 (Myszka, Sweet et al., 2000). In the context of 

this plasticity, neutralization of HIV‐1 might be closely linked to the antibody‐promoted 

conformational perturbation of the epitope itself and surrounding areas of influence (de 

Rosny, Vassell et al., 2004). Moreover, the responsible for structural modifications is the 

antibody  and  not  specific  features  of  particular  gp120  epitopes  (Kwong, Doyle  et  al., 

2002). Protein NF795gpC  contains  the peptide P1  from  the env‐derived protein gp41, 

which is one of the most neutralizing epitopes of the virus (Broliden, von Gegerfelt et al., 

1992), in its native helical conformation (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). One copy of 

this peptide  is exposed  in every  subunit of  the protein, close  to  the active  site of  the 

enzyme.  Activity  of  the  engineered  β‐galactosidase  NF795gpC  is  affected  by  the 

insertion, however, adaptive interaction with specific antibodies induces conformational 

changes leading to an activation dependent on the antibody concentration (Benito, Feliu 

et al., 1996). Here, the sensor is proposed to be useful in the evaluation of the structural 

impact of HIV‐1 immune sera binding on the antigenic segment of gp41 and as a tool to 

study the properties of the HIV‐neutralizing antibodies. 

First, the correlation between the activation factor and antibody binding (measured by 

ELISA  and AxSYM)  (Paper 3,  Table 1) was  analyzed.  The  comparison of  the  activation 

factor  induced  by  immune  and  non‐immune  sera  of  patients  as  a  whole  and  the 

antibody  titer  gave  a  good  correlation.  Also,  activation  of  NF795gpC  was  linearly 

dependent  on  the  effector  antibody  concentration,  as  it  was  previously  described 

(Benito, Feliu et al., 1996). However, when  the analysis was done  taking  into account 

only  the  immune  sera,  no  correlation  was  observed.  This  indicated  that  the  mere 

interaction between the protein and the antibody is not enough to generate the sensing 

signal. Maybe different  types of antibodies have different abilities  in changing epitope 
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conformation.  In fact,  in studies by BIAcore technology with two monoclonal anti‐gp41 

antibodies with  indistinguishable affinity constants, different  level of  sensor activation 

was observed (Paper 3, Table 2). 

An analysis of the anti‐gp41 specific antibodies subpopulations from sera of HIV‐infected 

patients was done to identify which functional antibodies were promoting the activation 

of  the  sensor.  The  use  of  the  protein  NF795gpC  as  the  antigen  to  develop  several 

indirect ELISAs with secondary antibodies recognizing IgA, IgE, IgM, IgG1, IgG2, IgG3 and 

IgG4 antibodies, allowed the determination of the amount of specific antibodies of each 

isotype in sera. This data was compared with the sensor activation. The results showed a 

good correlation with the levels of IgG4 subpopulation (p = 0.023, n = 15) (Paper 3, Table 

3).  Moreover,  the  increase  in  the  number  of  sera  samples  resulted  in  a  better 

significance of the correlation (p = 0.001, n = 55). This indicated that among all the types 

of antibodies,  IgG4 were the most  involved  in sensor activation, suggesting an especial 

ability  in  promoting  conformational  perturbations  in  the  target  antigenic  site.  No 

correlation of the activation factor with clinical parameters (viral load, CD4+ and CD8+ T 

cell count) was found (Paper 3, Table 3). 

IgG4  isotype has an especial structure. Briefly,  it  is composed by a short bridge and  it 

does  not  have  covalent  interaction  between  heavy  chains.  The main  function  is  the 

interference with immune inflammation induced by complement‐fixing antibodies or by 

IgE antibodies  (normally  in allergies and helminth  infection)  (Aalberse and Schuurman, 

2002). IgG4 acts as a blocking antibody in allergic diseases and its titer increases during 

infection  by  viruses  such  as measles  (Isa, Martinez  et  al.,  2006;  Isa, Martinez  et  al., 

2002). And  it  is also  important  in pancreatitis, being used as a clinical marker(Hamano, 

Kawa et al., 2001). Regarding to HIV, it has been described that this type of antibodies in 

slow  progressors  of  AIDS  is  correlated with  the  level  of  CD8+  T  cells, while  in  rapid 

progressors, total IgG4 correlates with the level of CD4+ T cells (Abbas, Vasilescu et al., 

2005).  IgG4 against gag proteins (Klasse, 1996), but also against env proteins has been 

detected.  In  fact, most of  the  few  IgG2‐IgG4 reactions occur with  the peptide HIV env 

604‐625  (Klasse,  Blomberg  et  al.,  1990),  the  same  as  it  is  inserted  in  the  protein 

NF795gpC (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001). Moreover, IgG4 response tends to appear 
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after  prolonged  or  iterated  exposure  to  an  immunogen,  being more  common  in HIV 

infected sera from patients in late clinical stages of HIV infection (Ljunggren, Broliden et 

al., 1988).  

It  is widely  known  that HIV  generates  a major  neutralizing  response  of  specific  IgG1 

antibodies  (Klasse, Blomberg et al., 1990). The structure of  IgG1 and  IgG4  isotype was 

compared  (Aalberse and Schuurman, 2002) observing clear differences between them, 

but  a  similar  antigen  cross‐linking  capacity  when  using  mouse‐human  monoclonal 

chimeric  IgG1  and  IgG4  antibodies.  However,  polyclonal  IgG4  did  not  cross‐link  two 

antigens (Aalberse and Schuurman, 2002). IgG4 seemed to be less neutralizing than IgG1 

and IgG3 subtypes (Miranda, Duval et al., 2007). 

In  fact,  IgG4 antibodies have been already used commercially as antiretroviral agents, 

for example, in the patent WO/2005/063282, IgG4‐gp41 mimetibodies were synthesized 

to  function as antagonists of gp41  (2005c).  IgG4 have been also used as a method  to 

reduce the viral  load  in HIV (patent 20070026441). TNX‐355, a humanized IgG4 version 

of the anti‐CD4 monoclonal antibody  (mAb) 5A8, blocks  fusion events that occur post‐

attachment of gp120 to CD4 (Burkly, Olson et al., 1992). 

In a step further, the impact of antiretroviral treatment on the ability of sera to activate 

NF795gpC was analyzed (see annex II). It is known that HIV replication is required for an 

efficient production and maintenance of  significant  titers of anti‐HIV  IgG antibodies  in 

sera  (id‐Peralta, Grangeot‐Keros et al., 2006). As a consequence,  the administration of 

antiretroviral drugs has a dramatic, negative impact of the immunoglobulin composition, 

titer  and avidity  in  target  subjects  (id‐Peralta, Grangeot‐Keros et  al., 2006; Voltersvik, 

Albrektsen et al., 2003).  

As  in paper 3, the activation  factor of NF795gpC was determined with a series of sera 

(Annex  II, Table 1) and antibody composition (IgA,  IgE,  IgM,  IgG1,  IgG2,  IgG3 and  IgG4) 

was studied through indirect ELISA procedures using NF795gpC as antigen (Paper 3). So, 

a  parallel  study  of  both  binding  and  epitope  conformation  modification  ability  of 

antibodies was done. Now, the presence of an antiretroviral treatment was taken  into 

account, determining possible correlations between activation  factor of NF795gpC and 
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levels  of  each  subpopulation  of  antibodies  in  both  treated  and  untreated  patients 

(Annex  II,  Table  2).  Again,  when  sera  from  HIV‐infected  patients  were  analyzed, 

immunoglobulin  IgG4 was  the  responsible  for  sensor  activation. However, when  sera 

from non‐treated infected patients were analyzed, IgM became the main contributor of 

sensor  activation  (p  =  0.005;  Annex  II,  Figure  2A).  As  there  were  no  significant 

differences between  the  titer of  IgG4 and  IgM  (p = 0.96 and p = 0.48  respectively) on 

both  treated  and  untreated  groups  of  sera, we  concluded  that  antiretroviral  therapy 

(ART)  produced  an  impact  into  the  functionality  of  these  antibodies.  The  induced  fit 

promoted  by  IgM was  lost  during  drug  treatment  at  expenses  of  the  conformational 

modification promoted by IgG4.  Moreover, since the composition of antiretroviral drugs 

was variable  (Annex  II, Table 1) and because of the drop of antigenemia generated by 

the  ART  (Binley,  Trkola  et  al.,  2000),  the  change  of  contribution  of  specific  types  of 

antibodies could not be attributed to any specific drug and probably there is a functional 

adaptation of the humoral response. No correlation was observed between other clinical 

parameters (viral load, CD4 and CD8+ T cell count) and sensor signal. 

Only  some  authors  have  studied  the  occurrence  of  specific  IgM  during HIV  infection. 

There  are  specific  IgM  antibodies  against  gp41 HIV protein,  although  they  seemed  to 

disappear early after infection (Muller and Muller, 1988). An IgM immune response after 

injection of  the vaccine NYVAC  (gp120  fragment) was  found,  suggesting  that  IgM may 

have antiviral activity  (Sheppard, Bates et al., 2007). So,  the meaning of  the observed 

correlation still needs further investigations.  

A correlation near significance (p = 0.09; Annex II, Table 2) was also observed between 

IgE  levels  and  activation  factor.  Despite  not  being  important  regarding  statistical 

analysis,  IgE subpopulation  is related  to HIV  infection  (see humoral response chapter). 

Elevated level of IgE in sera of HIV‐infected individuals is a characteristic of HIV infection, 

and  can also be used as a diagnostic  tool  (Fletcher, Miguez‐Burbano et al., 2000; Zar, 

Latief  et  al.,  2002).  Anti‐HIV‐1  IgE  of  infected  children,  strongly  inhibited  HIV 

multiplication  in  culture, although  the  involvement of direct viral neutralization  is not 

clear (Pellegrino, Bluth et al., 2002). HIV infection produce the induction of Th2 cells and 

synthesis of  IgE  (Becker, 2004).  In allergic diseases,  IgG4 antibody  responses are often 
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associated with  IgE  antibody  responses  because  both  require  the  stimulation  of  Th2‐

type  T‐helper  cells  (Aalberse,  Van Milligen  et  al.,  1993).  Despite  these  facts,  further 

investigations are required to describe the exact role of IgE on biosensor operation. 

All  these  results  have  described  the  functional  changes  of  HIV‐specific  antibodies 

induced  by  the  antiretroviral  treatment. Hence,  the  use  of  enzymatic  sensors  to  the 

detection of anti‐HIV antibodies has been extended to the high‐throughput analysis of 

antibodies present in sera samples.  

Finally,  further  incorporation  of  the  newly  synthesized  proteins  (Annex  I,  Table  1)  to 

complex sensing systems could also help to the screening of the antibodies relevant to 

the control of HIV infection. 
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1. Modulation  of  both  enzyme  and  substrate  concentrations  can  improve  the 

sensing signal of NF795gpC protein reaching activation factors up to 1200% with 

sera of infected patients. Moreover, allosteric activation can be also enhanced by 

the  multivalent  antibody  binding  and  the  consequent  enzyme  network 

formation. 

2. The  use  of  different  substrates  implies  a  different  sensing  signal  value,  being 

influenced  the  sensitivity  and  the  maximum  activation  values.  In  general, 

chromogenic substrates are  the best substrates  to develop enzyme biosensors. 

ONPG was  the  chromogenic  substrate  showing  the  lowest  detection  limit  and 

CPRG generated the highest sensing signals. 

3. Sensor  activation by human, HIV  immunoreactive  sera  is  clearly dependent on 

IgG4  antibody  subpopulation.  However,  analyses  of  patients  that  have  not 

followed an antiretroviral drug treatment reveal an important activation effect of 

IgM antibodies. In presence of antiretroviral treatment, there is then a change in 

the  functionality  of  the  antiviral  response,  maybe  inducing  a  functional 

dominance of IgG4 subpopulation. 

4. Activation mediated by  antibodies  is  conserved when  the NF795gpC protein  is 

immobilized on solid or semisolid supports. Furthermore,  it  is stable enough  to 

perform measurements at environment  temperature without significant  loss of 

activity.  

5. The  simplicity and  fastness of β‐galactosidase  sensing assay using chromogenic 

substrates can make the sensing assay useful for a high‐throughput screening of 

a  large number of samples. The fact that  it can be  immobilized maintaining the 

sensor capacity and improving its stability, could be useful to the development of 

solid‐phase sensors  for  in situ measurements  in places where  there  is a  lack of 

skilled personnel and resources. 

6. A  wider  range  of  antigenic  sites  inserted  in  the  new  biosensors  allowed  the 

detection of different types of HIV‐specific antibodies. 
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7. Glycoprotein CD4 is able to modify conformationally the active site of the sensor 

JX795‐B138.  
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                   TABLE 8. Sequences of the inserted peptides, peptide size and region of HIV which is exposed. 

BIOSENSOR  SEQUENCE 
PEPTIDE 
SIZE 

REGION 
HIV‐1 

PROTEIN 
REFERENCE 

NF795gpC  579GIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTT613  35  P1/P2  gp41  (Ferrer‐Miralles, Feliu et al., 2001) 

JX795‐
B138 

421KQFINMWQEVGKAMYAPP438  18  CD4BS  gp120  (Morrow, Williams et al., 1992) 

JX795‐p24  196AAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQMRE230  35    p24  (Janvier, Baillou et al., 1991) 

JX795‐IIIB  271INCTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQ305  35 
V3 (IIIB 
strain) 

gp120  (Broliden, von Gegerfelt et al., 1992) 

JX795‐MN  299INCTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQA333  35 
V3 (MN 
strain) 

gp120  (Broliden, von Gegerfelt et al., 1992) 

JX795‐p17  2GARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVW36  35    p17  (Fiorentini, Marini et al., 2004) 
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TABLE 9. Correlation parameters between activation factor of each protein and viral load (VL), CD4+ T cell (CD4) and 
CD8+ T cell (CD8) count regarding to the total of samples. Significant results are indicated in bold. 

  
VL  CD4  CD8 

 
p  r  p  r  p  r 

NF795gpC  0,1936  0.1747  0,3051  0.1382  0,5800  0.0755 

JX795‐MN  0,8996  0.0194  0,5139  0,0999  0,7165  0.0563 

JX795‐IIIB  0,2305  0.1824  0,5212  0.0982  0,1451  0.2233 

JX795‐P17  0,6144  0.0754  0,1209  0.2294  0,2155  0.1862 

JX795‐P24  0,1543  0.2184  0,8374  0.0318  0,7632  0.043 

JX795‐B138  0,4772  0.1100  0,0291  0.3293  0,5333  0.0977 

 

 

 

TABLE 10. Correlation parameters between activation factor of each protein and viral  load (VL), CD4+ T cell (CD4) 
and  CD8+  T  cell  (CD8)  count  regarding  to  the  treated  and non‐treated  group of  samples.  Significant  results  are 
indicated in bold. 

  
VL  CD4  CD8 

Non‐treated  p  r  p  r  p  r 

NF795gpC  0,6420  0.1177  0,5058  0.1677  0,0574  0.4693 
JX795‐MN  0,4393  0.2468  0,6032  0.1673  0,8633  0.0590 
JX795‐IIIB  0,2859  0.3358  0,5366  0.1983  0,2090  0.4111 
JX795‐P17  0,9957  0.0017  0,9288  0.0290  0,7584  0.1051 
JX795‐P24  0,8284  0.0742  0,4739  0.2417  0,3970  0.3016 
JX795‐B138  0,9263  0.0317  0,0461  0.6105  0,1614  0.4789 

 
 

VL  CD4  CD8 

Treated  p  r  p  r  p  r 

NF795gpC  0,4008  0.1988  0,3821  0.2066  0,4764  0.1690 
JX795‐MN  0,1307  0.3944  0,4869  0.1875  0,2511  0.3047 
JX795‐IIIB  0,0878  0.4403  0,4000  0.2260  0,7851  0.0741 
JX795‐P17  0,3799  0.2202  0,4434  0.1928  0,2478  0.2873 
JX795‐P24  0,2307  0.3176  0,9557  0.0151  0,9877  0.0042 
JX795‐B138  0,2001  0.3382  0,0162  0.5899  0,9686  0.0107 
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FIGURE    10. Raw  activation  factor  values  for  each protein. A  reference  line  gives  the basal 
activation factor (100%). N: number of tested samples. 
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FIGURE 11. Activation of the proteins with 5 different HIV‐1 infected sera. 
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FIGURE 12. Activation of the sensor of the protein JX795‐B138 (•) and the protein NF795gpC 
(⁰) in presence of a commercial soluble CD4 glycoprotein. This work was done in the Institute 
of Virology of the University of Saarland, under the supervision of Professor A. Meyerhans.
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ABSTRACT 

By  using  an  enzymatic  immunosensor  that  detects  epitope‐modifying  anti‐gp41 

antibodies, we have identified an irreversible impact of antiretroviral treatment (ART) on 

the functionality of IgG4 and IgM specific antibodies in HIV‐1‐infected individuals. During 

ART, the prevalent induced fit promoted by IgM was lost at expenses of that promoted 

by  IgG4,  suggesting  alternativeness  in  the  neutralization  potency  of  these  antibody 

subpopulations. Since the particular ART used was irrelevant, the obtained data indicate 

that the drop  in the viral  load and the consequent  lost of antigenemia are responsible 

for the observed functional adaptation of the humoral response.  

 

Key words: antiviral drug; immunosensor; HIV‐1; humoral response; gp41 
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INTRODUCTION 

The  humoral  response  against  the  human  immunodeficiency  virus‐1  (HIV‐1)  infection 

has  been  long  time  considered  of  poor  relevance  regarding  the  progression  of  the 

infection. However, antibody‐mediated viral neutralization and the consequent rising of 

evasive  mutants  have  been  proven  as  important  contributors  of  HIV‐1  dynamics  in 

infected  individuals1,2.  In  the  case  of  HIV‐1,  the  neutralization  potency  of  antiviral 

antibodies  directed  to  env  products  (gp41  and  gp120)  depends  on  the  extent  of 

structural  perturbations  caused  by  the  antibody  binding  on  the  target  epitope  and 

surrounding areas3,4. This fact might be related to the high conformational flexibility of 

gp41‐gp120 complexes at the virion surface that is required for the structural adaptation 

of both proteins to the CD4 receptor during cell attachment5. The neutralization potency 

of  selected monoclonal antibodies  can be predicted  through monitoring  the enthalpic 

and entropic changes  in the  ligand upon antibody binding as a reflect of the extent of 

induced  fit3. However,  such parameters  cannot be obtained  from whole  sera and  the 

spectrum  of  available  neutralization  assays  remain  as  the  only  suitable methods  for 

evaluation of neutralization capability6. 

We  previously  developed  an  engineered  version  of  the  E.  coli  β‐galactosidase  that 

displays the main immunodominant epitope from HIV‐1 gp41, in a solvent‐exposed area 

of  the protein7. The modified enzyme  (NF795gpC)  responds  allosterically  to  anti‐gp41 

monoclonal and polyclonal antibodies through conformational perturbations induced by 

the antibody on the enzyme’s active site. The fact that specific antibodies generate an 

increase of  the  specific activity of  the enzyme makes  this enzyme a very efficient and 

sensitive  ‘protein‐only’  biosensor8  for  the  screening  of  humoral  anti‐HIV‐1  responses 

and  consequently  the  detection  of  HIV‐1  infection7.  Recently9,  we  have  shown  that 

different  immunoglobulins  in  the  sera  on  infected  individuals  do  not  act  equally  as 

effectors  for  the  allosteric  sensing, being  the  anti‐HIV‐1  IgG4  subpopulation  the most 

efficient  in  the  generation of  the  allosteric  signal. This  indicates  that  the  ‘induced  fit’ 

abilities of IgG4 are distinguishable from the rest of gp41 specific antibodies.  
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On  the  other  hand,  it  is  known  that  HIV‐1  replication  is  required  for  an  efficient 

production and maintenance of significant titres of anti‐HIV‐1 IgG antibodies in serum10. 

Consequently,  the  administration  of  ART  has  a  dramatic,  negative  impact  on  the 

immunoglobulin  composition,  titre  and  avidity  in  treated  subjects10,11. However,  data 

about the molecular quality of anti‐viral antibodies before and after treatment, and how 

the  inhibition of  viral  replication might  affect  the neutralization potential of  antibody 

subpopulations are not available. In this context, we have examined here the capability 

of different  immunoglobulin classes  to activate  the allosteric  sensor NF795gpC  in  sera 

from  both  untreated  and  treated  patients,  as  well  as  the  influence  of  ART  on  the 

functional quality of the humoral anti‐HIV‐1 response.  
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MATERIALS AND METHODS 

Biosensor description and production  

The  antibody‐sensing  β‐galactosidase  enzyme  NF795gpC  displays  the  P1 

immunodominant B‐cell epitope of HIV‐1 gp41 on a  solvent‐exposed position7.  In  this 

location,  the accommodated viral peptide  is accessible and  fully  immunoreactive. The 

binding  of  specific  anti‐P1  antibodies  produces  structural  changes  that  result  in 

detectable variations in the enzyme specific activity, easily detectable in a homogeneous 

assay. The hybrid enzyme NF795gpC becomes  then an allosteric nanosensor8  in which 

the  P1  peptide  acts  as  the  specific  receptor  and  antibodies  as  allosteric  effectors. 

NF795gpC was  produced  in  Escherichia  coli  BL26  strain  through  the  thermosensitive 

expression  vector  pNF795gpC.  After  4  hours  of  induction  at  42ºC,  protein  was 

centrifuged  and  purified  by  conventional  affinity  chromatography9.  The  harvested 

protein was then dialyzed against Z buffer12 and it was quantified by Bradford analysis13.  

 

Sera samples 

A total of 57 HIV‐1 infected human sera were used in this study (Table 1). Eighteen were 

from  healthy  individuals,  20  from  HIV‐1‐infected  patients who  received  ART without 

interruption  for 55 weeks  (mean;  range 16‐120),  and 19  from HIV‐1‐infected patients 

who  undergone  structured  treatment  interruption  for  30 weeks  (mean;  range  2‐112 

weeks). All  the  sera were  tested  for NF795gpC  allosteric activation.  Sera  from 6 non‐

infected individuals were included in the analysis as negative controls. 

 

Biosensing analysis 

The enzymatic sensing assay was performed in 96‐well microtiter plates by incubating 20 

µl  of  1:4  dilution  of  each  serum  in  Z  buffer  (pH  7.0;  0.06  M  Na2HPO4,  0.04  M 

NaH2PO4H2O, 0.01 M KCl, 1 mM MgSO4 7H2O) with 10 µl of 4.16 nM NF795gpC per well. 

After  incubation  for  1h  at  25ºC,  40  µl  of  1.66  mM  chlorophenol  red  β‐D‐
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galactopyranoside  (CPRG,  a  lactose  analogue  rendering  red  hydrolysis  products)  in  Z 

buffer were added. After 30 minutes of reaction, the absorbance was determined at 540 

nm  in  a  Labsystems  IEMS  plate  reader.  Percentages  of  enzyme  activation  were 

determined by referring to values obtained in absence of sera and used as a convenient 

numeric biosensing signal. All the experiments were performed in triplicate.  

 

ELISA 

For antibody class and subclass analyses, high binding Costar ELISA plates were coated 

with  saturating  concentrations  of  NF795gpC  (7  pmol  per  well)  and  100  �l  of  sera 

previously  diluted  in  PBS  at  1/500 were  added  to  each well. Different  types  of  anti‐

human  secondary  antibodies  were  used  at  optimal  dilutions  (anti‐IgG,  1/2000  from 

Pierce; anti‐IgG1, 1/500; anti‐IgG2, 1/2000; anti‐IgG3, 1/1000; anti‐IgG4, 1/2000; anti‐

IgM,  1/2000;  anti‐IgA,  1/1000  and  anti‐IgE  ,1/500  from  Southern  Biotechnology 

Associates,  Inc.).  The  ELISA  reaction  was  developed  with  2,  2’‐Azino‐bis  (3‐

ethylbenzthiazoline‐6‐sulfonic acid)  from Sigma and antibody binding measured at 405 

nm. The determinations were performed in a minimum of 14 sera samples from all the 

cohorts. When  the  numerical  study  required more  data  for  significance  analysis,  the 

determination of antibody composition was extended to a bigger number of samples. All 

the experiments were performed in triplicate.  

 

Statistical analysis 

Correlation between  the activation  levels of NF795gpC promoted by each sera sample 

and titres of the different types of immunoglobulins found in the same sera were done 

using  the  linear  regression  analysis  tool  from  Sigma  Plot  v.10.0.  The  comparisons 

between activation  levels  in  sera  sets according  to  immunoglobulin  titre and group of 

treatment  were  performed  by  the  Kruskall‐Wallis  non‐parametric  statistical  test.  P 

values under 0.05 were considered as statistically significant.  
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RESULTS AND DISCUSSION 

To better understand  the anti‐viral  immune response  in HIV‐1‐infected  individuals and 

the  role  of  ART  in  the  humoral  response,  we  determined  which  specific  antibody 

populations are responsible for the sera‐mediated NF795gpC sensor activation. For that, 

we explored,  in the selected sera samples (Table 1), the correlation between the sera‐

induced  increase of NF795gpC β‐galactosidase activity7 and the prevalence of different 

classes of antibodies  reactive with  the  target B‐cell epitope acting as  sensor  receptor, 

determined  by  indirect  ELISA  using  NF795gpC  itself  as  immobilized  antigen9.  Both 

analysis,  then,  detected  specific  antibodies  directed  against  the  gp41‐P1 

immunodominant  epitope  present  in  NF795gpC,  regarding  either  epitope 

conformational perturbation or mere immunoreactivity respectively.  

The profiles of biosensor signals promoted by  the  tested sera samples  (Figure 1) were 

indistinguishable when  comparing  sera  from ART patients  and  sera  from non  treated 

patients,  as  confirmed  by  a  Kruskal‐Wallis  test  (H=3.37,  p=  0.06).  Negative  controls, 

namely  sera  from non  infected  individuals,  showed  activation  factors not higher  than 

100%  (not  shown). When  investigating possible  linear  correlations between activation 

factors  and  the  amount  of  specific  antibody  classes,  we  found  that,  as  described 

previously,  the  levels  of  allosteric  activation  of NF795gpC  correlated  significantly  (p= 

0.025) with  the prevalence of gp41‐binding  IgG4  in  sera  (Table 2 and Figure 2B). This 

result indicates a main contribution of such IgG subclass in the modification of the gp41 

B‐cell  epitope  used  as  sensor  receptor. However, when  analyzing  separately  the  sera 

pool from non treated individuals, the linear dependence observed previously between 

the sensor activation signals and IgG4 titres was completely lost. Instead, in absence of 

antiviral  treatment,  the  occurrence  of  specific  anti‐gp41  IgM  antibodies  clearly 

determined  the  extent  of  NF795gpC  activation  (p=0.005;  Figure  2  A).  Since  the 

composition of the ART was non homogeneous (Table 1), the shift in the contribution of 

specific immunoglobulin populations to the sensor activation could not be attributed to 

any  specific  drug.  In  addition,  ART  intervals were  also  diverse  in  the  set  of  analyzed 

individuals. In those in which the treatment had been interrupted, viral load values were 

notably  high,  indicating  the  recovery  of  viral  replication  after  interruption  (Table  1). 
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Since both populations of sera (from patients receiving interrupted ART and continuous 

treatment) were  statistically  indistinguishable  regarding  sensor activation  (p=0.48; not 

shown),  the  changes  in  the  functionality  of  the  antiviral  response  were  therefore 

irreversible and did not depend on the actual rate of virus multiplication. 

In summary, in naive HIV‐1‐infected individuals, antiviral IgM is the antibody class most 

efficient in the conformational modification of a model immunodominant B‐cell epitope, 

the P1 segment of gp41. However, in individuals receiving ART, the induced fit promoted 

by  IgM (if existing),  is eclipsed by a functional dominance of  IgG4. This dominance was 

evident when untreated and treated individuals were analyzed together (Table 2). Since 

the  titres  of  specific  IgG4  and  IgM were  not  distinguishable when  both  groups were 

compared (p=0.96 and p= 0.48 respectively), the results shown  in Table 2  indicate that 

ART produces a profound impact on the functionality of the humoral antiviral response, 

probably  by  either  reducing  the  induced  fit  impact  of  IgM  (and  presumably,  their 

neutralizing ability) or increasing that of IgG4 or both. Such effect is irrespective of both 

the specific drugs used in ART and the continuity of the treatment, and therefore, it does 

not  depend  on  low  viral  replication  or  load.  Therefore,  the  drop  of  antigenemia 

associated to ART, that specially affects envelope proteins irrespectively of the ART14, is 

probably causing a  functional adaptation of  the humoral response  in which  IgG4 gains 

neutralization  competence  at  expenses  of  IgM.  No  correlation  was  observed,  as 

expected, with the rest of clinical parameters, namely VL, CD4+ and CD8+ T cell titres, 

which do not participate in the sensor activation (Table 2).  

Finally, although being not significant, the correlation between IgE levels and activation 

factor  in  non‐treated  patients  rendered  a  p  value  close  to  the  significance  limit  (p= 

0.099).  Previous  studies  have  observed  a  clear  inhibition  of  HIV‐1  multiplication  by 

specific  IgE  under  different  conditions15  and  elevated  levels  of  specific  IgE  are 

characteristics  of  the  HIV‐1  infection16.  These  observations  strongly  suggest  an 

important role of this  immunoglobulin  in controlling the HIV  infection and therefore, a 

possible  role of  this  type of  IgE  in  sensor activation might be  clinically  relevant but  it 

would deserve further investigation.  
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Importantly,  the  results  showed  here  stress  the  value  of  allosteric  nanosensors  as 

powerful  tools  for  functional  and  dynamic  screening  of  individual  anti‐HIV  immune 

responses, beyond their utility as mere diagnostic tools. 
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Legends for the Figures 

Figure 1. 

Distribution  of  patients’s  frequency  regarding  to  the  observed  sensor  activation 

promoted  by  individual  sera  (%). White  bars  represent  the  total  number  of  patients, 

right‐dashed bars non‐treated patients and rhombus‐filled bars the total of patients who 

had followed an ART.  

Figure 2. 

Scatter plots and correlation values between activation of  the sensor and  IgM  (A) and 

IgG4 (B) titres.   
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Table 1.  Clinical parameters and ART status of sera source patients. 

Sera reference  Viral load (HIV‐1 RNA 
copies)/ml b 

CD4+ cells/µl c  CD8+ cells/µl c  ART c 

Non‐treated          
1  752855  10  150   
2  22500  300  612   
3  195000  616  1380   
4  167000  273  682   
5  28406  1049  935   
6  327165  388  957   
7  34328  273  na   
8  51028  610  1196   
9  20200  752  1040   

10  4270  572  1360   
11  72800  508  1680   
12  1960  584  1540   
13  5440  515  1470   
14  50800  276  959   
15  1520  240  1302   
16  71300  420  800   
17  150000  759  1182   
18  63856  1100  1952   

Treated          
Continuous 
treatment 

       

19  467433  10  1708  AZT,3TC,DDC 
20  271648  180  1740  AZT, 3T, DDC 
21  41063  285  2345  AZT, DDC 
22  9564  350  622  DDI, HU 
23  233430  46  472  3TC, D4T, SQV 
24  53967  108  720  HU, D4T 
25  57  770  1155  D4T, 3TC, IDV 
26  <20  635  1271  ABV, 3TC, IDV  
27  <20  515  528  ABV, 3TC, IDV  
28  <20  884  nd  ABV, 3TC, IDV  
29  <20  625  878  3TC  ,NFV  ,AZT  
30  <20  631  711  DDI  ,3TC  ,NVP   
31  <20  889  2148  ABV  ,3TC  ,NVP  
32  <20  562  777  D4T  ,IDV  ,3TC  
33  <20  392  595  DDI  ,3TC  ,NVP  
34  <20  388  949  DDI  ,3TC  ,NVP  
35  <20  1165  915  D4T  ,3TC  ,NFV 
36  <20  944  1285  D4T  ,3TC  ,NFV  
37  <20  342  935  D4T  ,IDV  ,3TC  
38  <20  1236  1169  DDI  ,IDV  ,NFV  ,NVP  

Interrupted 
treatment 

       

39  15100  840  1610  DDI, D4T, 3TC 
40  58500  352  1230  AZT, 3TC, ABC, EFV 
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41  113000  493  748  IDV, 3TC, AZT 
42  14400  720  881  EFV, D4T, 3TC 
43  15500  725  1485  ABV, DDI, LPV, RTV 
44  12200  216  798  ABV, DDI, EFV 
45  18900  342  1240  ABV, DDI, NVP 
46  5130  405  822  EFV  ,3TC  ,AZT  
47  19600  270  562  3TC, LPV, RTV, TDF 
48  8630  840  865  ABV, 3TC, NVP 
49  16700  342  1471  DDI, 3TC, NVP, TDF 
50  9050  516  780  D4T, 3TC, NFV 
51  6810  425  960  3TC, NFV, AZT 
52  18400  1209  1211  ABV, 3TC, NVP 
53  11700  902  1476  DDI, D4T, NFV 
54  14765  814  910  D4T, 3TC, NFV 
55  16100  756  1392  ABV  ,3TC  ,LPV  ,RTV  
56  6560  380  548  DDI, 3TC, LPV, RTV 
57  15700  1287  1986  3TC  ,NFV  ,AZT  

 
a Plasma HIV‐1 RNA levels were measured by use of the ultrasensitive Amplicor monitor 

assay (Roche). 

b CD4 and CD8 cell count was determined by flow cytometry. 

c 3TC (Lamivudine), ABV (Abacavir), AZT (Zidovudine), D4T (Stavudine), DDI (Didanosine), 

EFV (Efavirenz), IDV (Indinavir), LPV (Lopinavir), NFV (Nelfinavir), NVP (Nevirapine), RTV 

(Ritonavir, PI), TDF (Tenofovir). na;  data not available. 
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Table 2. 

Significance of  correlations  (given as p values) between  the  sensor activation and  the 

prevalence of immunoglobulin types in each serum.  

 

 

 

 

 

 

 

* The asterisks indicate p values below 0.05. 

a Relevant clinical parameters of patients source of sera have been included as controls. 

 

 

Antibody  Non‐treated  Treated  Total 
IgG1  0.159  0.545  0.162 
IgG2  0.946  0.811  0.874 
IgG3  0.741  0.838  0.800 
IgG4  0.128  0.098  0.025 * 
IgA  0.803  0.528  0.533 
IgE  0.099  0.364  0.105 
IgM  0.005 *  0.671  0.201 
VLa  0.642  0.388  0.140 
CD4  0.506  0.535  0.305 
CD8  0.057  0.812  0.592 
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Figure 1 
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Figure 2 
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SPR:       Surface Plasmon Resonance 

IR:       Infrared wave 

HIV:       Human Immunodeficiency Virus 

FRET:       Fluorescence Resonance Energy Transfer 

HCV:       Hepatitis C Virus 

SARS:       Severe Acute Respiratory Syndrome  

ONPG:      Ortho nitrophenil β‐D‐galactopyranoside 

CPRG:       Chlorophenol red β−D‐galactopyranoside 

FDG:       Fluorescein β‐D‐galactopyranoside 

X‐gal:       5‐bromo‐4‐chloro‐3‐indolil‐β‐D‐galactopiranoside  

AP:       Alkaline Phosphatase 

GFP:       Green Fluorescent Protein 

BLIP:       β‐lactamase inhibitory protein 

DHFR:       Dihydropholate reductase 

EGFP:       Enhanced green fluorescent protein 

FMDV:      Food‐and‐mouth disease virus 

HA:       Influenza hemaglutinin 

HSV:       Herpes simplex virus 

LA:       Lipid A 

LF:       Lethal factor 

LPS:       Lipopolysaccharide 

MBP:       Maltose binding protein 

TEV:       Tobacco etch virus 

CTL:       Citotoxic cell 

MHC:       Major Histocompatibility Complex  
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AIDS:       Acquired Immunodeficiency Sindrome 

SIV:       Simian Immunodeficiency virus 

IFN:       Interferon 

WHO:       World Health Organization 

ART:       Antiretroviral therapy 

CD4BS:      CD4 binding site 

FDA:       Food and Drug Administration 

IgA, IgE, IgM, IgG:   Heavy chain isotypes. Immunoglobulins A, E, M and G 

IgG1, IgG2, IgG3, IgG4:  Isotypes of immunoglobulin G 

Km:       Michaelis‐Menten constant 

Kcat:       Catalytic constant 

Kcat/Km:     Catalitic efficiency 

ELISA:       Enzyme‐linked immunosorbent assay 

IPTG:      Isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside 
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