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Caracterizacion de la via de procesamiento y presentacién de antigenos
exogenocs por moléculas de clase | dei Complejo Principal de
Histocompatibilidad.

RESUMEN

Los macréfagos tienen la capacidad de presentar antigenos exdgenos por la via
del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) de moléculas clase | para
activar la poblacién de linfocitos T CD8”. Los macréfagos pueden utilizar la via
enddgena clasica u otra ruta que involucra la regurgitacion de péptidos al medio
externo. E! objetivo de este trabaio fue estudiar la capacidad de macréfagos
infectados con Salmonelfa typhimurium de generar péptidos en los fagosomas y
presentarlos en moiéculas MHC clase |. En la primera parte de la tesis se evalud
la secrecion de péptidos utilizando co-cultivos de macréfagos con células RMA-
S. Se encontré que macrofagos activados con IFN-y e infectados con Salmonella
secretan péptidos clase |1 del material fagocitado y estos péptidos se unen a
molécuias MHC clase | vacias en la superficie de los macréfagos o en células
vecinas. Las moléculas cargadas con los péptidos son estables por varias horas
y pueden ser reconocidas por linfocitos T citotdéxicos especificos. El cloruro de
amonio, la leupeptina y la cloroguina inhibieron parcialmente la secrecidén de
péptidos en macrofagos, lo cual sugiere que parte del material secretado es
procesado por proteasas similares a las presentes en los lisosomas. El
procesamiento y la secrecidn de péptidos fué resistente al tratamiento con
brefeldina A, lo cual sugiere que el material fagocitado y procesado se encuentra
en una vesicula preformada independiente de la exocitosis de vesiculas
provenientes del aparato de Golgi. En la segunda parte de la iesis se desarrolld
el estudio del compariimiento donde se lleva a cabo la generacion de los
peptidos secretados. Se aislaron vesiculas de macrofagos tratados con IFN-y e
infectados con S.typhimurium. Se encontré Salmonella en dos tipos de
vesiculas. Una vesicula de 1.04 g/ml de densidad donde Sa/monella se observa
completa después de una hora de infeccidn. Esta posee los marcadores
lisosomales LAMP-1 y Rab 7. El segundo tipo de vesicula es de 1.09 g/ml de
densidad y contiene fragmentos de Salmonella. Esta vesicula se aislo
unicamente en macrofgos activados con IFN-y y posee Lamp1, Rab7 y
molécutas MHC clase |. Probablemente esta vesicuia se forme de la fusién de
diferentes compartimientos celulares.



Characterization of the processing and presenting pathway for exogenous
antigens by MHC class | molecules.

ABSTRACT

Macrophages have the ability o present exogenous antigens on MHC class |
molecules in order to activate CD8'T cells. They can use the classical
endogenous pathway or a pathway involving the release of antigenic peptides
into the external media. The aim of this work was fo study how macrophages
generated MHC class | peptides in the phagosome for the presentation by MHC
class | molecules. Murine macrophages infected with Salmonelfla typhimurium
were used as a model system. In the first part of the thesis the capacity of the
infected macrophages to secrete peptides was evaluated using co-cultures of
macrophages with RMA-S cells. We found that when macrophages were
activated by IFN-y and infected with S. typhimurium they are able to secrete
peptides from phagocytosed material that load empty class | molecules on the
surface of the macrophage or on neighboring cells. The MHC molecules loaded
with the secreted peptides were stable on the surface of the cells for several
hours and were recognized by antigen specific cytotoxic T cells that were
previously primed in vivo. Interestingly ammonium chloride, chloroquine and
leupeptin partially inhibit the secretion of peptides by infected macrophages,
which suggests that part of the phagocyted material be degraded by lisosomal-
like proteases. Processing and secretion of peptides from exogenous antigens
can utilize a brefeldin-A-resistant pathway engaging a compartment, which may
recycle ciose to the plasma membrane independent of the Golgi apparatus. In
the second part of the thesis a study of the compariment, where the processing
of the secreted peptides take place, was developed. Vesicles were isolated from
IFN-y activated and S. typhimurium infected macrophages. Salmoneila was found
in two types of vesicles, one of 1.04 g/ml densily where Salmoneila was
complete after one hour of infection and has the lysosomal markers LAMP1 and
Rab7. The second type of compartment had a density of 1.09 g/ml, it contained
pieces of Salmonelfa, it was present only in IFN-y activated macrophages and it
had Lamp1, Rab7 and MHC class | molecules. This big vesicle may come from
the fusion of different compartments.
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Abreviaciones

ATP: trifosfato de adenosina

Bam: beta -2 microglobulina

BFA: brefeldina A

CllV: compartimiento de MHC clase ||

CLIP: péptido de li asociado a MHC clase I}
CPA: célula presentadora de antigeno

D: daltons

Fc: fraccién cristalizable de las inmunoglobulinas
FcR: receptores para la fracciéon Fe.

HLA: Antigeno de leucocitos humanos

IFN: interferdn

Ig: inmunoglobulina

li: cadena invariante

IL: interleucina

LC: linfocito citotdxico

LMP: proteina de bajo peso molecular (low molecular mass protein)

LAMP: proteina asociada a la membrana del lisosoma (lysosome associated
membrane protein)

LPS: lipopolisacarido
MIIC: compartimiento de MHC clase Ii
MIP 1a: proteina inflamatoria de! macrofago-alfa

M6Pr: receptor de la manosa 6 fosfato de las proteinas residentes en los
lisosomas

MCSF Factor estimulador de colonias de monocitos-macrofagos.



MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad
(Major Histocompatibility Complex)

MSR: Receptor de manosa
OVA: Ovoalblimina

RE: reticulo endoplasmico

TAP: Transportador asociado al procesamiento de antigeno. (Transporter
associated with antigen processing)

TLR: Receptor similar a “Toll”
TFr: receptor de transferrina
Th: Linfocito cooperador

TNF: Factor de necrosis tumoral



1. INTRODUCCION

1.1.Participacion del macréfago en la inmunidad

El macréfago juega un papel fundamental en la inmunidad innata asi como en
la inmunidad especifica. Es una célula presentadora de antigenos profesional que
puede procesar y presentar antigenos por la via clase | y clase I del Complejo

Principal de Histocompatibilidad (MHC). A su vez expresa en su superficie celular

CD80, CD86 y CD40 necesarias para la co-estimulacién de linfocitos T CD4ty T
CDa&*.

Durante un proceso infeccioso, el macréfago puede fagocitar virus, bacterias
o parasitos vivos. Para realizar esta funcidén posee receptores para la fraccion C3b
del complemento (CR3/Mac-1), receptores scavenger (SR-Aly A2, CD183) vy
receptores para Fc de Ig G (FCyRINl, FCyRI, FeyRI) que le permiten fagocitar particulas
opsonizadas. Tambien posee el receptor de manosa (MSR) con el cual puede unir
polisacaridos con manosa o fucosas de las mananas presentes en levaduras y
zymosan. Las fagocitosis mediadas por FcR o MSR provocan en el macrofago la
produccion de [L-18, IL-6, GM-CSF, TNF-o. e IL-12; las cuales promueven la
activacion de células NK y linfocitos T para la produccién de IFN-v (1, 2) (Figura 1).

Posterior a la respuesta inflamatoria local, en los ganglios linfaticos
regionales circundantes ocurre la activacion de linfocitos T especificos. Si la
activacion conduce hacia una respuesta de linfocitos T cooperadores 1 (Th1), éstos
producen TNF-a e IFN-y. Estas citocinas activan a macréfagos circundantes al sitio
de inflamacion y a macréfagos residentes de ganglios linfaticos. En respuesta al

estimulo de IFN-y, los macrofagos incrementa su capacidad fagocitica y
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Figura 1. Activacion del macréfago por agentes externos y por IFN-y . 1. Durante un proceso infeccioso, el
macrofago se activa a tavés de diferentes estimulos. En la membrana del macréfago, células muertas se unen al SR1 (receptor
“scavenger’-1), C3b derivado de la activacién del complemento se une a su receptor CR3b y moléculas presentes en la superficie
det agente infeccioso como el lipopolisacarido (LPS) se une a TLR4 (Toll like receptor). 2. Al activarse, el macréfago secreta IL-1,
IL-12 y TNF-a. 3. Estas citocinas inducen en linfocitos T CD4+, T CD8+ y células NK la produccién de IFN-y, IL-18 y TNF-a

4. Bl IFN-y activa a macréfagos en reposo. 8. El macréfago activado produce varias citocinas, quimiocinas y agentes
bactericidas. (H2Q2: peréxido de hidrogeno, NO2: 6xido nitrico, MiP-1a. proteina inflamatoria dal macréfago).
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presentadora de antigenos e incrementan la expresiéon de varias moléculas en su
superficie celular, entre fas mas relevantes estan: MHC clase | y MHC clase I, CD80 |
CD86 y los receptores Fc para IgG (FeyRI, FeyRIl, FoyRI (3.4). La activacién por IFN-
Y provoca que los macréfagos frenen su ciclo celular en la fase G1/S previniendo su
division célular y apoptosis. Lo cual sugieren que el {FN-y asegura la permanencia
de los macrofagos activados en el sitio de inflamacion (5).

Los macréfagos activados expresan el receptor de TNF-a, secretan iL-1, IL-6,
IL-12, TNF-a, producen MIP-10, secretan el factor activador de plaguetas y producen
perdxido de hidrégeno y oxido nitrico (8). También secretan activador del
plasmindgeno, elastasa, colagenasa y convertasa de angiotensina. Dichas
proteasas participan en la activacion del complemento generando C3a, C3b y C5aBb
(7). Macréfagos humanos activados con TNF-o e IL1-f secretan metaloproteinasas
de matriz extracelular: colagenasa, estromelisina y gelatinasa (8 ). Esta activacion
tambien inhibe la produccién de los inhibidores de metaloproteinasa 1y 2 (TIMP-1 y
TIMP-2). Tardiamente los macréfagos activados con IFN-y, secretan prostaglandina
E2 y tromboxanos; y disminuyen su produccion de IL-8 (Figura 2).

En contraste, durante el control de la respuesta inflamatoria o en una
respuesta de linfocitos T coperadores tipo 2 (Th2) la produccion de -4, [L-10, IL-13,
TGF-f y glucocorticoides antagonizan la accidon de las citocinas producidas en la
respuesta Th1 y bloquean la cascada de activacion de tos macréfagos (9). (Figura 2)
La IL-4 provoca fusion de macrdfagos en cultivo y la formacion de células gigantes
ademas incrementa la expresion de moléculas MHC clase il. El TGF-8 activa algunas
funciones del macrofago como la secrecidn de factores de crecimiento PDGF-B y de
componentes de la matriz extracélular e incrementa la pinocitosis. Sin embargo

Inhibe la activacion por IFN-y disminuyendo el efecto del TNF-a v la produccion de

3
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macrofago ante un estimuio de citocinas producidas por linfocitos T
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produccion.



oxido nitrico. La IL-10 disminuye la expresion de clase [l alin en macréfagos tratados
con IFN=y (10).

Cuando el macréfago se estimula en primera instancia con IL-4, 1L-10, IL-13,
TGF-B o glucocorticoides su activacion provoca la expresion del receptor Fce (CD23),
del receptor de manosa (MphR), del receptor scavanger RI, del receptor $-glucan y
del receptor CD163. Esto le permite continuar fagocitando células muertas y algunos
antigenos para activar linfocitos Th2. Tambien el macréfago produce el antagonista
del receptor de la IL-1 e IL-10. Para frenar la produccion de éxido nitrico, produce
arginasa, la cual utiliza L-arginina como sustrato y compite con ia éxido nitrico
sintasa (9) (Figura 2).

A pesar de que los macrofagos ingieren grandes cantidades de antigenos, no
son tan eficientes como las células dendriticas para activar a los linfocitos T. Sin
embargo los macréfgos participan en la amplificacion de la respuesta de memoria
de linfocitos T CD4+. Estudios in vivo han demostrado que los macréfagos son las

células presentadoras de antigeno que inician la activacién primaria y secundaria de

linfocitos T CD8* citotdxicos contra tumores y contra algunos virus (11, 12,13).

1.2. Transporte vesicular en macréfagos

En los macrofagos se han descrito varias vias de transporte vesicular para la
ingesta de material externo asi como para la secrecidn de proteinas y mediadores
solubles como citocinas. Las vias principales de ingesta de material externo son la
endocitosis, la fagocitosis y la macropinocitosis. Su funcionamiento es constitutivo o
inducido por citocinas, tamafio de [a particula por ingerir y estado de maduracion y

activacion del macroéfago.



1.2.1. Endocitosis

Se han descrito principalmente tres mecanismos de endocitosis;
1) La endocitosis dependiente de clatrina,
2) La endocitosis dependiente de caveolina y

3) La endocitosis independiente de clatrina y de caveolina.

La endocitosis mediada por clairina consiste en el reclutamiento de
moleculas de clatrina en la membranan plasmatica, donde forman grupos de
hexagonos y pentagonos, provocando una perturbacion en la membrana célular que
se convertira en una invaginacion y posteriormente en un endosoma. Este proceso
puede ser mediado por receptores como fransferrina, EGF (epidermal grow factor) o
LDL (low density tipoprotein) y adaptadores como AP2 que se asocian al dominio
citoplasmatico de estos receptores para permitir el ensamblaje de clatrina. El
diametro reportado para estos endosomas es de 100 nm a 150 nm (14,15).

En un proceso similar se lleva a cabo la endocitosis mediada por caveolina y
los receptores que endocita son principalmente los que se encuentran anclados en
la membrana a travez de glicosil-fosfatidil-inositol (GPl:glycosylphosphatidylinositol).
Estos endosomas recubiertos de caveolina tienen un diametro de 50 a 80 nm
(13,14).

El' material endocitado se distribuye en diferentes compartimentos
endosomales dependiendo del tamaric de la particula, por ejemplo los solutos
pequeiios como péptidos pueden reciclar de los lisosomas a endosomas
tempranos o tardios sin ninguna restriccion. Por su parte el material particulado o de
alto peso molécular puede reciclar hacia otro tipo de endosomas que contengan
particulas de tamano similar para ser transportado a los lisosomas. Existen

evidencias de que la via endosomica puede transportar material al medio exterior de
8



los macrbfagos ademas de la funcidn de ingresar material a los lisosomas sin

involucrar vesiculas exportadoras provenientes del aparato de Golgi (16).

1.2.2. Fagocitosis

En la fagocitosis se ingieren particulas mayores de 5 pm de diametro. Es un
mecanismo dependiente de actina e independiente de clatrina, es inducida por g}
tamafio de la particula que entra en contacto con la membrana del macréfago o por
TNF-a o IFN-y. Componentes de las membranas o paredes de microorganismos
como las mananas presentes en levaduras, péptidos formilados, LPS y acidos
lipoteicoicos presentes en bacterias favorecen la fagocitosis mediada por
receptores. El receptor de manosa (MR) reconoce manosa y fucosa de la superficie
de varios microorganismos. La fagocitosis de material opsonizado es constitutiva en
el macréfago y ocurre a travéz de receptores Fc (FcyR). La fagocitosis mediada por
FcR y a travez de MR induce al macréfago a producir las citocinas inflamatorias: IL-
18, IL-6, GM-CSF, TNF-ct & HL.-12.

Durante la activacion de la via alterna del complemento, material recubierto
con C3bi puede ser fagocitado por los macréfagos a través del receptor para C3bi
siempre y cuando los macréfagos esten activados con TNF-a, GM-CSF o se
encuentren adheridos a laminina o fibronectina (2). Existen tres receptores para
complemento involucrados en la fagocitosis: CR1, CR3 y CR4. El primer receptor se
une a C3b, C4b y C3bi y participa principaimente en la unién a la particula a ingerir.
Los otros receptores se unen especificamente a C3bi y favorecen la internalizacion
de la particula.

El proceso de ingestion consiste en la invaginacion de la particula por

recubrimiento con membrana plasmatica. Se ha observado que en la fagocitosis
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mediada por FCR el material esta completamente circundado por la membrana
plasmatica y los pseudopodos del macréfage se exponen en la superficie célular, a
diferencia de la fagocitosis mediada por CR, donde el materia! fagocitado se ohserva
sumergido en la superficie célular sin pseudopodos aparentes.

Posterior a la invaginacion los fagosomas adquieren el marcador rab 5 y se
fusionan con los lisosomas en un promedio de 15 minutos, adquiriendo el 100% de
los marcadores lisosomales a los 30 minutos (LAMP1, LAMP2, Igp120, etc) tambien
en ese tiempo se ha reportado que los fagosomas pierden marcadores como TFr,
M6Pr dependiente de cationes y receptores Fc. No todos los fagosomas siguen esta
ruta, algunos fagosomas se fusionan con otros endosomas dependiendo de la
naturaleza de la particula ingerida (17). Tambien se ha reportado e} paso de material
de lisosoma a endosomas tardios que poseen el marcador rab 7 y algunos
marcadores lisosomales (18,19).

La adquisicion de marcadores posterior a la fagocitosis es dependiente del
transporte a través de microtubulos y se ve afectada con el tratamiento de nocodazol.
La variedad de fusiones permite establecer una distribucion determinada para cada
tipo de particula ingerida y provoca que el material fagocitade permanezca
parcialmente intacto por un tiempo mas prolongado previo a su degradacion. De
manera natural, algunos microorganismos como Mycobacterium, Salmonella ©
Leishmania, evitan fa fusién con los lisosomas para sobrevivir en un ambiente

endosomal menos agresivo.

1.2.3. Macropinocitosis
La macropinocitosis en el macréfago es inducida por la activaciéon de M-CSF o
esteres de forbol. Inicia con la formacion de invaginaciones de la membrana

lfamadas "ruffles” las cuales se fusionan en los exiremos para dar lugar a los
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macropinosomas. Estas vesiculas contienen principaimente solutos y liquido, son
de tamafo heterogéneo y presentan en promedio un diametro 0.5 a 2.5 ym (20).
Perduran como estructuras independientes varios minutos y posteriormente se
fucionan sdlo con macropinosomas formando estructuras similares a los lisosomas
tubulares (21). Tambien se han descrito macropinosomas gigantes con el contacto
de Salmonefla en la membrana del macréfago (22). Los macropinosomas a
diferencia de los fagosomas o endosomas, no se fusionan con endosomas ni
vesiculas de reciclaje y no se localiza al receptor de Transfefrrina (TFr) en estos
compartimientos. En macréfagos de médula o6sea se ha descrito que los
macropinosomas se fusionan con lisosomas tubulares sin  fusionarse con
endosomas tempranos (Rab5 positivos) y fusionandose parcialmente con
endosomas tardios (Rab7 positivos) para luego fusionarse con lisosomas tubulares
(23). Por otra parte, los macropinosomas son resistentes al efecto de BFA y no
estan recubiertos de clatrina. Medios hipertonicos, nocodazol, disminucion dei
potasio intracelular o acidificacién del citoplasma no bloguean la macropinocitosis,

lo cual sugiere que su regulacién es diferente al de endocitosis o fagocitosis.

1.3. Vias de procesamiento y presentacion de antigeno

Ei procesamiento de antigeno se define como el mecanismo intracelutar de
degradacion de antigenos protéicos que genera péptidos capaces de unirse a
moléculas de histocompatibilidad (proteinas codificadas dentro del MHC). La
presentacion del antigeno es la expresion del compiejo péptido-molécuia de

histocompatibilidad en la membrana celular de la célula presentadora. La funcion de
las moléculas MHC clase | es presentar péptidos a los linfocitos T CD8%, mientras

que la funcion de las moléculas MHC clase il es presentar péptidos a los linfocitos T



CD4t (24).

Por lo general las células presentadoras de antigeno expresan
aproximadamente 105 moléculas MHC de cada alelo y presentan un promedio de
1000 diferentes péptidos. Se considera que cada célula presentadora de antigeno
que ingiere y procesa 10% o 108 moléculas de antigeno proteico, presenta

solamente 10 0 100 péptidos de este material. La activacion de hibridomas de T in

vifro requiere de aproximadamente 100 a 1000 complejos MHC péptido (25).

1.3.1. Presentacion de antigeno por la via endégena

La molécula clase | es un dimero formado por la asociacién no covalente entre
la cadena pesada o y la 2m. La cadena pesada es una glicoproteina
transmembranal codificada dentro del MHC, es polimérfica y su expresion es
inducible por [FN-y. Consta de tres dominios extracelulares, « 1, @ 2y o 3. un
segmento transmembranal y una regién citopiasmica. Los dominios extracélulares
son los mas importantes para llevar a cabo la presentacion de antigeno:

- los dominios a 1y o 2 forman un nicho donde se une el péptido antigenico y este
es el sitio donde radica el polimorfismo de la cadena pesada.
- el dominio a 3 interacciona con la molécula correceptora CD8.

De acuerdo a la estructura cristalografica del MHC I, el nicho consiste en una
base hoja 8 formada por 8 filamentos antiparalelos rodeados por dos paredes de
hélices a. La base presenta seis hendiduras donde se acomodan los residuos de
insercion del péptido (26,27,28,29).

Los antigenos que se encuentran en el citosol accesibles a la via endogena

pueden provenir de proteinas constitutivas de la célula (enddgenas) o bien de
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antigenos virales, bacterianos o parasitarios; estos Ultimos como resuitado de una
multiplicacidén citosdlica del agente infeccioso, o como se ha reporiado
experimentalmente en células transfectadas que expresan dichos antigenos en el
citosol. No se conoce cual es la sefial de inicio de la protedlisis en el citosol. Para
algunas proteinas la conjugacion covalente con la ubicuitina es el rétulo o etiqueta
que facilita su procesamiento, mientras que otras proteinas pueden ser degradadas
sin la participacion del ciclo de la ubicuitina (30,31,32).

El encargado de la degradacion de los antigenos en el citosol es el
proteosoma. El cual es un complejo multienzimatico compuesto por 28 subunidades
(provenientes de 14 o 17 diferentes genes) ordenadas en un cilindro de cuatro
anillos de 7 subunidades. Los anillos externos estan compuestos de subunidades «
y los internos de subunidades B y el sitio catalitico de! proteosoma se encuentra en
el centro e interior del cilindro en las subunidades R {33). Al sito catalitico se le
pueden anadir otras subunidades B dependiendo del tipo célular, asi se han
reportado dos subunidades R codificadas en el MHC que se expresan y asocian al
proteosoma por la activacion con IFN-y. Estas subunidades se llaman LMP (low -
molécular-mass protein)-2 y LMP-7 y al igual que otros productos del MHC son
proteinas polimoérficas (34,35,36 ). Su actividad proteolitica esta involucrada en la
generacion de algunos péptidos antigénicos no obstante células deficientes en LMP-
2 o LMP-7 pueden presentar antigenos por moléculas clase | (37,38).

El proteocsoma 20S se asocia con otros complejos reguladores en ambos
extremos del cilindro para dar lugar a proteosomas con actividad proteolitica
especifica. Por ejemplo cuando se asocia con el complejo 19S, el cual contiene
subunidades de ATP-asa, forma el proteosoma 26S cuya funcién es la degradacion
dependiente de ATP de sustratos conjugados a ubicuitina como los faciores de

transcripcion, proto-oncogenes y ciclinas. Cuando el proteasoma se asocia con el
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complejo 115 o PA28a se incrementa la generacion de péptidos para Ia
presentacion por moleculas clase |. La funcién de PA28a es inducida por IFN-y y
consiste en favorecer la desnaturalizacion de las proteinas que ingresan al
proteosoma ademas de provocar un efecto alostérico en las subunidades R del
protecsoma para incrementar su actividad proteolitica (39). En varios tipos célulares
se ha descrito gue los proteosomas se localizan en el citosol, asociados al nicleo y
asociados al reticulo endoplasmico (RE) (40). Los péptidos generados por los
proteasomas son translocados del citosol al lumen del RE por medio de un
mecanismo de fransporte activo que requiere de ATP, el cual involucra ia
participacion del dimero formado por dos transportadores-ABC denominados TAP1 y
TAP2 (Transportador asociado al procesamiento de antigeno). Estas dos proieinas
transmembranales estan codificadas dentro de la region de moléculas clase Il del
MHC, su  expresion es inducible por IFN-y, son polimérficas y presentan
especificidad por el tipo de péptidos que transportan (41, 42, 43, 44). Se localizan
insertadas en la membrana del RE donde TAP1 se asacia de manera no covalente al
hetrodimero cadena pesada-82m, lo que permite que los péptidos se transporten
eficientemente (45,46). La secuencia de ensamblaje de la molécula clase | ocurre de

la siguiente manera:

i. Durante su biosinteis la cadena pesada se va traslocando al iimen del RE donde
se asocia a cainexina, posteriormente se asocia con f2m y con la chaperona
calreticulina.

ii. Este complejo se asocia con otra proteina transmembranal llamada tapasina que
sirve de intermediario entre el complejo cadena alfa-p2 m y TAP1.

in. Posteriormente los transportadores TAPs translocan el peptido del citosol al RE
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donde se unen de inmediato al dimero MHC | cadena pesada-p2m (47).

Los péptidos que se unen a MHC | son de ocho o nueve aminoacidos y
poseen dentro de su secuencia residuos de insercion alelo-especificos para unirse
al nicho a1-a2 de la molécula clase | (48). La molécula clase | completa es
transportada a la superficie célular por la via exocitica.

Se han encontrado cadenas pesadas a clase | expresadas en la membrana
de celulas deficientes en los transportadores TAP, a las cuales se les ha flamado
"moléculas vacias" debido a que pueden re-ensamblarse con R2m y péptidos
optimos en la superficie celular. Se desconoce como egresan del RE pero es
posible que cadenas pesadas o se ensambien con péptidos suboptimos presentes
en el RE y ya en la superficie se disocien liberando al péptido v a la R2m.
Aproximadamente un 5% de moléculas clase | vacias estan presentes en células
normales y se desconoce su funcién bioldgica (49, 50, 51, 52).

Las proteinas de secrecion que no adguieren la conformacién adecuada no
son transportadas y normalmente no egresan del RE. Anteriormente se creia que
estas proteinas eran degradadas en el RE de manera similar a la hidrdlisis del
péptido sefial, sin embargo se ha reportado que existe traslocacion de proteinas
hacia el citosol (retrotranslocacion) para ser degradadas por los proteasomas (53).
Este mecanismo implica que las proteinas de secrecion pueden ser procesadas por
los proteasomas después de la retrotransiocacién y presentadas por MHC clase |

(54).

1.3.2. Presentacion de antigeno por la via exégena
El tipo de células que realizan la funcion de procesar y presentar antigenos

exogenos son los monocitos, los macréfagos, los linfocitos B y las células
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dendriticas. Todas estas células adquieren antigenos solubles por endocitosis,
ademas los macréfagos activados y las células dendriticas pueden reafizar
pinocitosis para adquirir antigenos junto con grandes volimenes de liquido
extracelular. £l mecanismo de fagocitosis se ha descrito principalmente en
macrofagos y células dendriticas. Ademas de estos mecanismos, existen los
mediados por receptores, en los cuales la particula o el antigeno por ingerir
interaccionan con receptores en la membrana de las células provocando la
polimerizacion de actina en el caso de la fagocitosis v el reclutamiento de clatrina en
la membran en el caso de la endocitosis para dar lugar a la formaciéon de la
invaginacion celular (55,56).

Se ha reportado que macréfagos cuitivados con una concentracién de proteina
soluble de 1 mg/mi acumulan en los endosomas 10° moléculas de proteina por

hora. La fagocitosis via receptores Fc incrementa 1000 veces la ingesta de material
(57,58).

El procesamiento del material adquirido se lleva a cabo en los lisosomas por
proteasas acidas, a la fecha se han identificado deniro de los compartimientos
endosomicos  endoproteasas, exopeptidadas y peptido-peptidasas. Las
endopeptidasas son; la cistein-proteasa catepsina L y S y la aspartato proteasa
catepsina D. Las exopeptidasas son: las carboxipeptidasas catepsina Ay By la
aminopeptidasa H. Las péptido-peptidasas son: la aminopeptidasa |1 o catepsina C,
la prolyl-carboxypeptidasa Il y la prolina-alanina aminopeptidasa 1V. Las catepsinas H
y S son inducibles por IFN-y, esta dltima se expresa exclusivamente en linfocitos B y
células dendriticas (59). Recientemente, se reporté la catepsina F como exclusiva de
macrofagos.

Recientemente se aisio la proteasa asparagina-endopeptidasa o AEP de
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lisosomas de linfocitos B, provenientes de humanos. Se trata de una cistein-
proteasa con actividad similar a la legumain/haemoglobinasa presente en plantas y
parasitos. Participa en el procesamiento de antigenos bacteriancs no glicosilados
en asparagina; como por ejemplo el toxoide teténico (60,61).

Las moléculas clase Il estan formadas por la asociaciéon no covalente de dos
proteinas transmembranales, las cadenas a y B, ambas codificadas dentro del
MHC. Son proteinas polimérficas y su expresién es inducible por IFN-y. Cada una de
estas cadenas posee dos dominios extracelulares (a1, o 2y B1, B2), un segmento
transmembranal y un segmento citoplasmico. El nicho de union al péptido de la
molécula clase Il lo conforman ios dominios a1y B1 y su estructura es similar al
nicho de la molécula clase | con una base de hoja § pero en este caso cuatro
filamentos provienen de la cadena o y cuatro filamentos de la cadena p. Tambien
esta rodeada por dos a-hélices (una de cada cadena) pero los extremos del nicho
estan abiertos lo que permiten que péptidos de 15 a 20 aminoacidos se unan a la
moleécula pero con los extremos amino y carboxilo del péptido colgando fuera del
nicho (62).

Durante su biosintesis las cadenas o y p se traslocan al limen de! RE donde
se asocian entre si y con una glico-proteina de tipo Il llamada cadena invariante (li).
Estas tres moléculas forman complejos moleculares de nueve subunidades
asociadas en una relacion estequiométrica de tres dimeros a-p por tres cadenas
invariantes (63). La funcién de la cadena invariante es evitar la union de péptidos del
RE a la molécula clase I, para io cual un segmento de la cadena invariante llamado
CLIP (class Il associated li peptide) se une al nicho de la molécula clase |l (64). La
otra funcién de la cadena invariante reside en la porcién citoplasmica, donde una

una secuencia senal (lisina-lisina) sirve para dirigir el complejo MHC-li a
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compartimientos endosémicos (65). Existen vesiculas endosomales de pH acido y
semejantes a los endosomas tardios, que contienen gran cantidad de moléculas
clase Il y por lo cual se les ha llamado compartimientos de clase Il (MIIC o CIIV) (66).
Para que se lleve acabo la presentacion de péptidos por las moléculas clase il, la
cadena invariante es degradada por las proteasas de los endosomas,
especialmente catepsina S y catepsina L. Se ha reportado actividad proteolitica y
estabilidad de la catepsina S en ambientes de pH neutro, lo cual implicaria que la
degradacion de la cadena invariante puede ocurrir también en endosomas
tempranos.

A pesar de esto el peptido CLIP permanece unido al nicho de la molécula
clase Il protegiendose de la protedlisis. Recientemente se describieron moléculas
clase H no convencionales llamadas HLA-DM (DMA y DMB en humanos) y H-2M en
ratén que inducen la disociacién del peptido CLIP del dimero af y facilitan la unién
de péptidos antigénicos. Las moléculas DM se encuentran distribuidas en los
compartimientos endosomicos y en el compartimiento MIIC (87, 688). No se expresan
en la membrana célular y a pesar de estar codificadas en el MHC no son
polimérficas.

Finalmente, el trimero a-péptido-f es transportade a la superficie de la
membrana célular en vesiculas endosomicas. Se ha reportado que linfocitos B
humanos transformados con el virus de Epstein Barr secretan vesiculas al medio
extracelular ltamadas exosomas. Estas vesiculas contienen moléculas clase I
ensambladas con péptidos (compactas), las cuales son capaces de activar
hibridomas de T. La secrecién de los exosomas se han propuesto como el
mecanismo natural de transporte de la molécula clase Il a la superficie del linfocito B

(68).
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1.4. Presentacion cruzada
La localizacion de los antigenos proteicos dictamina la via de procesamiento
por la cual van a ser procesados y la poblacion de linfocitos T que va a responder

contra estos antigenos. En este sentido las dos frilogias hasta ahora descritas son:

A) Antigenos citosolicos b Via clase | (Proteasomas-TAPs)» Linfocitos T CD8+
B) Antigenos extracelulares que son fagocitados, ¢ endocitados » Via clase |i
(Catepsinas, li, BMs, MIIC) » Linfocitos T CD4+,

Sin embargo, actualmente existen evidencias que indican gue antigenos

adquiridos por fagocitosis o pinocitosis pueden ingresar a la via clase | y despertar
una respuesta de linfocitos T CD8% (69,70). Experimentos realizados en 1976 por el

grupo del Dr. Michael Bevan mostraron que alotransplantes de piel, con un antigeno
menor de histocompatibilidad en comun, generaban una respuesta citotdxica contra
el antigeno menor de histocompatibilidad y rechazo del transplante en diferentes

contextos de MHC. Es decir, el antigeno menor de histocompatibilidad presente en la

célula de MHC@ era presentado por células de MHCDP de forma “cruzada” para activar

linfocitos T citotdxicos restringidos por MHCP. A este fendbmeno, entonces

inexplicable, se le llamé presentacion cruzada (71,72).

Posteriormente en otros estudios se reportd que la inmunidad especifica
contra SV40 de transplantes de células fransformadas con este virus es
independiente del MHC de las células transformadas. Es decir transplantes
alogénicos de células transformadas con SV40 pueden generar inmunidad
protectora conta el reto de tumores singénicos tranformados con SV40 (73).

Actualmente existen varios modelos que describen la presentacién cruzada de
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antigencs presentes en tumores o transplantes y que permiten concluir que la
activacion de linfocitos CD8+ por molécuias MHC clase | del individuo receptor da

inicio a la respuesta contra tumores o al rechazo de transplantes.

1.4.1. Mecanismos de presentacion de antigenos exégenos por ia via de clase |
Se han planteado tres posibles rutas biolégicas para el procesamiento y la

presentacién de antigenos exdgenos por moléculas clase |

1. El material pinocitado o fagocitado ingresa del fagosoma al citosol (via citosdlica).

Esta via es sensible al efecto de los inhibidores de proteasomas (peptido-aldhéidos

y lactacistina) (74), no se observa en macréfagos o células dendriticas de ratones

deficientes en TAP's y se inhibe con BFA. Por lo tanto se propone que los antigenos

son procesados por lo proteasomas, la presentacion es dependiente de TAP's y el

ensamble de MHC | con el péptido ocurre en el RE (75).

2. El material fagocitado es procesado en un compartimiento vesicular y luego es

regurgitado al medio extracelular (76).

3. Una variante del mecanismo descriio en el inciso 2 es que las moléculas clase |

de reciclaje o de novo interceptan la vesicula donde se generan estos péptidos del

material endocitado y se ensamblan en este ambiente vesicular (77).

1.4.2 Células que realizan presentacion cruzada

Con diferentes tipos de antigenos los primeros estudios demostraron que los
macrofagos pueden realizar presentacion cruzada de antigenos que son fagocitados
0 pinccitados. En particular el M-CSF estimula la pinocitosis o macropinocitosis
favoreciendo la presentacion cruzada por la via citosdlica (78).

Las celulas dendriticas obtenidas a partir de cultivos de médula 6sea con GM-

CSF realizan macripinocitosis de manera constitutuva y tambien son capaces de
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procesar y presentar antigeno por la via clase ! dependiente de TAP's y de
proteasomas. Pueden macropinocitar antigenos solubles o bacterias y no se ha

reportado que secreten péptidos al medio extracelutar (79, 80),
Ratones quiméricos B8 con medula dsea de ratones TAP -~ infectados con

virus de polio o vaccinia que expresan OVA 6 el péptido de OVA 257-264, poseen
ceélulas provenientes de médula dsea que inducen respuesta de células citotoxicas
especificas conira dicho péptido. En este modelo las células infectadas no
hematopoyéticas de los ratones B6 no son capaces de inducir respuesta de
linfocitos citotdxicos. Estos experimentos confirman que unicamente macréfagos y

células dendriticas realizan presentacién cruzada (81).

1.4.3. Modelos antigénicos de presentacion cruzada
Lineas de linfocitos T CD8* citotoxicos que reconocen a la proteina GP46/M2

de Leshmania amazonensis son capaces de lisar macrofagos infectados con L.
amazonensis. La lisis de los macréfagos en cuestion, se ve afectada por el
tratamiento con BFA y con inhibidores de proteasomas. Por lo que aparentemente
los antigenos de Leishmania son capaces de ingresar al citosol para ser

procesados por la via endogena (82).
OVA asociada a particulas de latex ha sido de los antigenos mas utilizados,

para dilucidar la via citosdlica y la via de secrecidn. La herramienta experimental que
ha funcionado como sistema de revelado es la presentacion del péptido de OVA 257-

264 (SJINFEKL) restringido por KP y que es reconacido por el hibridoma RF3370 o

linfocitos de ratones transgenicos para el TcR de este hibridoma (OT-1). Para ambos

sistemas se ha visto un incremento en la presentacion del péptido SIINFEKL cuando
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los macrdgos fagocitan particula de latex junto con OVA (83,84).

Proteinas del virus de la corimeningitis linfocitica (LCMV) vy del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) generan una respuesta de linfocitos citotdxicos (LC)
protectora contra el reto a la infeccion viral cuando se administran en una sola dosis
de 10 yg sin adyuvante. La co-inmunizacion de las proteinas virales con un lisado de
células de bazo presenta un efecto adyuvante. Este reporte indica que las proteinas
solubles pueden ser presentadas por clase | y su presentacién se hace mas
eficiente cuando se favorece la fagocitosis de restos célulares o células muertas
(85).

En otro modelo viral se encontré que macréfagos de médula dsea procesan
particulas virales del antigeno S de Hepatitis B de aproximadamente 22 um de
diametro. Dichos macréfagos activan LC provenientes de ratones inmunizados con

la particula que son especificos para el péptido S28-39 en el contexto de las

moléculas Ld. En este modelo se propone que la degradacién de la particula viral

ocurrre en un endosoma debido a que es sensible al tratamiento con cloruro de

amonio. (86)
Recientemente se confirmé la participacién de linfocitos T CD8* en ia

proteccion contra la infeccidn de Mycobacterium tuberculosis. Los ratones
deficientes en el transportador TAP1 sucumben ante la infeccidon durante los

primeros 50 dias y el 100% muere al dia 80. Este patron de susceptibilidad no

cambia en los ratones TAP17- con moléculas CD1 ni en los deficientes en CD1. Lo

cual confirma que los linfocitos CD8% se generan a partir de antigenos de

Mycobacterium que de alguna manera ingresan a la via endégena (87).
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1.4.4. Condiciones particulares de la presentaciéon cruzada

Las principales condiciones para la presentacion cruzada son:
1. El tamafio de la particula ingerida por fagocitosis o pinocitosis. Macréfagos
presentan el péptido SHNFEKIL mas eficientemente cuando fagocitan particulas de

latex conjugadas a OVA que cuando fagocitan la OVA de forma nativa (88)

2. La concentracion de antigeno. Altas concentraciones de proteinas solubles son

necesarias para favorecer la ingesta y presentacion por la via citosolica (84,88)

3. El estado de activacion de la célula presentadora. EIl M-CSF estimula la
macropinocitosis y la presentacién de antigenos exogenos en los macréfagos y en
células dendriticas (55,78). No se ha reportado ningln estudio con alguna otra
citocina, quimiocina o activador como LPS. Tampoco con la activacién a través de
receptores o moleculas co-estimuladoras tales como FcR, CD14, CD80, CD88,

CD40, etc.
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2. JUSTIFICACION:

La vacunacion de humanos con una cepa de S. fyphi recombinante y atenuada
genera respuesta de linfocitos T CD81 citotoxicos contra el antigeno foraneo gue

esta bacteria expresa de manera constitutiva (89,90). Debido a que Salmonella
reside y se multiplica en lisosomas y no existe evidencia de que la bacteria o
productos de ella ingresen al citosol de los macréfagos o de células epiteliales
infectadas, se desconocen los mecanismos de procesamiento de antigeno
involucrados en la presentacion por moléculas MHC clase | de los peptidos

derivados de este antigeno extgeno. La presentacion cruzada es un probable
mecanismo que pudiese explicar la induccidn de linfocitos T CD8* citotéxicos contra

los antigenos de Salmonella, ya que macrofagos y células dendriticas han sido
descritas como las responsables de la presentacién cruzada. Ademas seria una via

alternativa por la cual macréfagos presentan antigeno en aquellas infecciones virales
que evaden la respuesta de linfocitos T CD8™ citotdxicos disminuyendo ta expresién

de MHC clase | de las células infectads; el mismo mecanismo seria aplicable en la
respuesta contra células tumorales. Al igual que las clasicas vias de procesamiento
de antigeno la presentacion cruzada tiene repercusiones en los mecanismos de
tolerancia inmunologica para el reconocimiento de los antigenos propios y extrafnos.
Hasta la fecha no se han definido las condiciones en las cuales el macrofago
utiliza al material fagocitado para la presentacion cruzada, tambien se desconoce la
vesicula donde se lleva a cabo el procesamiento de antigeno, y sl los péptidos
generados presentan caracteristicas similares a los que se producen durante la
degradacién por los proteosomas. Por lo tanto el presente trabajo tiene como
objetivo el estudio de la via de procesamiento de antigenos exogenos presentados

por moléculas MHC clase |, utilizando como modelo macrofagos infectados con
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3. HIPOTESIS
1. Macrofagos infectados con Salmonella secretan péptidos provenientes del
material fagocitado capaces de unirse a moléculas MHC clase | vacias presentes

sobre la superficie celular, de ellos mismos y de células vecinas.

2. El IFN-y es tambien un estimulo necesario que los macréfagos requieren para la

secrecion de péptidos.

3. Algunos de los compartimientos de ia via fago-lisosomal de los macréfagos es el

sitio donde se generan los péptidos que se unen a moléculas MHC clase | vacias.

4. Los peptidos secretados por el macrofagos y que son presentados por sus

moléculas clase | son el blanco de linfocitos T CD8* citotdxicos.
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Figura 3. Los macréfages activados con IFN-y, e infectados con Salmonella secretan péptidos al medio externo. En
ia superficie de otras células y de los macréfagos, estos péptidos secretados se unen a moléculas MHC clase |
vacias. Una vez que la molécula MHC clase | adquiere ia conformacion adecuada ésta puede activar linfocitos T
CD8+ especificos contra Salmonelia. Las flechas representan el ensamble de la molecula MHC clase | vacia con el
peptido secretado y los nlimeros representan las hipotesis descritas en el texto. TcR: receptor de T.RE: reticulo
endoplasmico
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4. OBJETIVOS

1. Establecer un sistema de infeccién de macréfagos de raton con Salmonelia
typhimurium en el cual los macréfagos se encuentren viables y capaces de controlar
fa infeccion bacteriana para su procesamiento.

2. Realizar experimentos de co-cultivo de células RMA-S con macréfagos infectados
con S. typhimurium. Medir moléculas MHC clase | en la superficie de las células
RMA-S para verificar que los macréfagos secreten péptidos clase |

3. Evaluar la participacién de enzimas lisosomales en el sistema de co-cultivo y
secrecion de péptidos con los inhibidores lisosomales, leupeptina, cloroquina y
cloruro de amonio.

4. Evaluar la participacidn de la via clasica de procesamiento, en el sistema de co-
cultivo y secrecion de péptidos con el inhibidor brefeldina A (BFA).

5. Verificar que los péptidos secretados sean reconocidos por finfocitos T CD8+
citotéxicos.

6. Aislar vesiculas de macrofagos de raton infectados con Saimonella typhimurium
con fraccionamiento celular en gradientes de Percoll.

7. Analizar las fracciones obtenidas de los gradientes por inmunoblot con
anticuerpos que reconocen marcadores vesiculares de la via endosomal-lisosomai.
8. Analizar las fracciones obtenidas de los gradientes por microscopia electrénica

para verificar que se trata de vesiculas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales de experimentacion:
RATONES: Se obtuvieron macrofagos de exudado peritoneal de ratones BALBI/C y

C3H/Hed, del Bioterio del Hospital Infantil de Mexico, Departamento de Infectologia.

Colonia Doctores, Mexico B.F.

CONEJOS: Para generar anticuerpos policlonales, se inmunizaron conejos del

Bioterio del Departamento de Control de Calidad de! IMMS. La Raza, Mexico D.F

5.2. Lineas celulares

Todas las lineas celulares se culfivaron en RPMI-1640 (GIBCO.BRL) con 10% de
suero fetal bovino, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y 2-mercaptoetanol 50
uM, (RP-10). Las lineas de macréfagos, fibroblastos, linfocitos B y las RMA-S se
cultivaron en medio sin antibidtico. El resto de las células se cultivaron en medio RP-

10 con penicilina y estreptomicina.
- Et timoma RMA y su mutante RMA-S, de haplotipo H-2b fueron obsequiados por ef
Dr. Kias Karre (Karolinska institute, Estocoimo, Suecia) (91).

-Etf hibridoma de linfocitos TCD8*, RF3370 (C57BL/6-BW.CD8.7) especifico para el

péptido 257-264 de ovoalblmina restringido por Kb fué obsequio del Dr. Kenneth L.

Rock (Division of Lymphocyte Biology, Dana Faber Cancer institute, Department of
Pathology, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts) (92).

-Las siguientes lineas celulares se obtuvieron de American Type Cell Collection

(ATCC)" macréfagos 1C21 de haplotipo H-20 ATCC TIB 186 (93), macréfagos P388D 1

27



de haplotipo H-2d ATCC TiB-63 (94) y macréfagos J774A.1 de haplotipo H-2d ATCC

TIB-67 (95). El mastocitoma P815 de haplotipo H-2¢ ATCC TIB-64 (96). El fibroblasto
L922 ATCC CCL-1.Las células de raton dependientes de 1L-2, CTLL-2 ATCC TIB-214
(97)

-Los hibridomas productores de citocinas: XG310 productor de {L-2 obsequio del
Dr. Fernando Esquivel (Laboratoric de Virologia, Instituto de Biotecnologia de ia
UNAM, Cuernavaca Mor, México). L1210 productor de IFN v obsequio del Dr. Cesar
Gonzalez Bonilla (Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica, CMN. IMSS)
-La linea de linfocitos B A-20 obsequio del Dr. Jose Moreno Rodriguez {(Unidad de

Investigacion Médica en Inmunobiologia, CMN, IMSS)
- Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales: Y3 anti MHC clase | KD,

WB632 anti HLA-A2, ambos fueron obsequio del Dr. G.J. Hammérling, (German
Cancer Research Cenire, Heidelberg, Alemania) y el hibridoma M1/70.15.11.5 anti-
Mac1 o anti CD11b se obtuvo de ATCC.

5.3 Bacterias
- Salmonelia typhimurium LT2 ATCC , Salmonella typhimurium pho PC (98) y

Salmonella typhimurium 14028 ATCC fueron obsequio de la Dra. Celia Alpuche
(Laboratorio de Infectologia, Microbiologia e inmunologia Clinica del Hospital Generai
de Meéxico-UNAM).

- En los experimentos donde se empled bacteria muerta, las bacterias antes
mencionadas se lavaron con solucién solucidn salina fisioidgica y se incubaron en

un bafo a 90°C durante 20 minutos.
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5.4 Anticuerpos
El anticuerpo monoclonal Y3, anti-KP, se obtuvo de 4 litros de sobrenadante

de cultivo de hibridoma, el cual se cultivo en medio RP-10 a una densidad maxima
de 2 millones de células/ml. Las células se separaron del sobrenadante por
centrifugacion a 20009 y posteriormente al sobrenadante se ajusto a pH 8 con
amortiguador de Tris 1 M. El sobrenadante se pas6 por una columna de Proteina A-
Sefarosa (Pharmacia-Uppsala, Sweden), al menos dos veces a una velocidad de 0.5
ml/min. Una vez unido el anticuerpo a la columna, esta se lavo tres veces con cinco
volumenes de la columna de amortiguador Tris 10 mM pH 8 y tres volimenes de
columna de amortiguador Tris 100mM pH=8. El anticuepo se eluyo de la columna de
proteina A con Glicina 2 M pH 3 y las fracciones se colectaron en Tris 1 M pH=8. A
cada fraccion se determiné concentracion de anticuerpo monocional por absorbancia
a 280 nm utilizando como coeficiente de extincion 1mg de IgG = 0.8 DO a 280. Las
fracciones que presentaron mayor concentracion de proteinas se dializaron contra
amortiguador de fosfatos (PBS). Posteriormente el anticuerpo purificado se conjugé
a biotina utilizando Sulfo-N-hydroxysuccinimide-Biotin de Pierce (Rockford, 1)
siguiendo el protocolo dei proveedor.

El anticuerpo anti-CD11b o M1 se obtuvo del sobrenadante de cullivio de
hibridoma M1/70.15.11.5. Este hybridoma se cultivd en medio RP10 a una densidad
maxima de 1.5 miliones de células/ mi. Los sobrenadantes se separaron de las

células por centrifugacion a 2000g y se almacenaron congelados en alicuotas de 10
ml a -20 °C.
Para los experimentos de inmunoelectrotransferencia se utilizaron

sobreneadantes de anticuerpo monoclonal 1D4B que reconoce LAMP1{ Donacién
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del Dr. David Russel, Washington University, School of Medicine) y sobrenadantes de
anticuerpo monoclonal C2F2 gue reconoce receptor de transferrina (Donacion del Dr.
Zuhair Ballas).

Rab 5, Rab 7, Ex6n 8 y Nramp (Tabla 1) son marcadores de la via endosomal-
lisosomal. Debido a que no se cuentan con los anticuerpos monoclonales contra
estas moleculas, se generaron anticuerpos policlonales en conejo contra péptidos
de las regiones amino o carboxilo, localizadas en el citosol, de cada una de estas
proteinas. En la Tabla 1 estan las secuencias de los péptidos gue se sintetizaron
para realizar las inmunizaciones. Los péptidos se sintetizaron sobre un soporte de
poly-L-lisina para generar una molécula ramificada con varias copias de un mismo
peptido (99). La sintesis de péptidos se llevo a cabo en un sintetizador Synergy
(Applied Biosystem,modelo 432 A ) utilizando aminoacido acoplados a Fmoc (100).
Los peptidos se purificaron por cromatografia de alta presion (HPLC) en una
columna C18 de fase reversa (Millipore) y posteriormente se liofilizaron.

El esquema de inmunizacion utilizado para la generacion de anticuerpos anti-
péptido en conejos es el reportado en la referencia 101 y se describe a continuacion
para cada uno de los péptidos de la Tabla 1:

- 17 Inyeccion con péptido en adyuvante completo de Freund (ACF) por via
intfradermica,

- 22 Diez dias después, inyeccion con péptido en adyuvante incompleto de Freund
(AlF) por via intramuscular,

- 3 Diez dias después, inyeccién con péptido en AIF por via intraperitonal y
finalmente tres inyecciones con peptido en PBS por via intraperitoneat por intervalos
de 10 dias.

En cada inmunizacion se utitizdé 1mg /ml de péptido y se aplico 1 ml en

diferentes partes def lomo del conejo. Después de la quinta ocasién se redujo la
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Tabla 1. Secuencias de los péptidos de marcadores endosomales y lisosomales
que se sintetizaron y utilizaron para generar anticuerpos policionales en conejo.

Secuencia Proteina Marcador
(182-197) Rab & endosomas tempranos
PKNEPQNPGANSARGR
{175-181) Rab 7 endosomas tardios

KQETEVELYNEFPEPIK

(338-348) Exdn 8 Péptido intracelular de
GGVMVHDPHSLA MHC i
(533-548) Nramp a Lisosoma
LYGLPNEEQGGVQGSG
(63-79) Nramp b Lisosoma

MSIAFLDPGNIESDLQ
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concentracién de péptido a 0.5 mg/mi y se aplicd 1 ml. Se realizaron sangrias cada
dos inyecciones siete dias después de ia administracion dei péptido. Los sueros se
evaluaron con ensayos ae ELISA e inmunoelecirotransferencia. De la misma manera
se generaron sueros contra un extracto de proteinas totales de Salmonelfa y de

ovoalbimina.

5.5 Activacion de macréfagos con IFN-y.

Para la activacion de macr6fagos con IFN-y, las lineas de macréfagos 1C21,

P388 y J774 se cultivaron durante 48 horas en placas de 12 pozos (0.5 - 1 x10°

células/pozo) 6 en botellas de tres niveles de 400 cm?2 (5x108 células/botelia) en

medio RP-10 con 20% de sobrenadante del hibridoma L1210 (que contiene
aproximadamente 20-40 U/ml de IFN-y murino). Durante las 48 horas de activacion
ocurren tres o cuatro ciclos de division celular en las lineas celulares de
macrofagos, los cuales se consideran para calcular el nimero de bacterias a utlilizar

para la infeccion con S. typhimurium.

5.6 Infeccidon de macrofagos con Salmonella.

Las cepas de Salmonella se cultivaron en medio liquido Luria o Infusion

Cerebro-Corazon paor 18 horas a 379C con agitacion horizontal. De este cultivo se

realizd una dilucion 1/1000 en medio de cultivo Luria y se incub6 por 4 horas a 37 °C
con agitacion hasta alcanzar fase logaritmica de crecimiento bacteriano considerado
a 0.4 de densidad 6ptica a 600 nm = 1x109 bacterias/ml. Esta medida se confirmé en

cada experimento haciendo diluciones del cultivo bacteriano en PBS y cultivando
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(379C, 18 horas) duplicados de 1 mi de las diluciones correspondientes a 1X10-7,

1x10-8 y 1x10-9 bacterias/m! en placas de agar MacConkey. Se contaron las colonias

de bacteria de todas las placas y se consideréd una cuenta viable de bacterias
confiable cuando el promedio de los duplicados de cada dilucion incrementa diez
veces de acuerdo a la dilucion.

Con las bacterias de fase logaritmica se realizé la infecciéon de macréfagos

ajustando a una relacién de macréfago:bacteria de 1:10 hasta 1:100 segun la cepa
utilizada. Despues de 10 a 30 minutos de cultivar a bacterias y macréfagos a 379C,

las bacterias no internalizadas por los macréfagos se eliminaron lavando con
amortiguador de fosfatos-salina fisiologica (PBS) pH 7 y 20 ug/mi de gentamicina.
Posteriormente los macréfagos se cultivaron en RP10 y 20 ng/ml de gentamicina
(102). Para cuantificar el nimero de bacterias fagocitadas y sobrevivientes, después
de los cultives, los macréfagos se lavaron tres veces con PBS para eliminar la
gentamicina y se lisaron con Triton X100 al 25% en PBS. Dilusiones seriadas del
lisado se cultivaron por duplicado en agar MacConkey durante 20 horas y finalmente

se contaron el niumero de colonias.

5.7. Co-cultivos
Las células RMA-S se colectaron y lavaron dos veces con RPMI sin suero.
Posteriormente se contaron y agregaron a los cultivos de macréfagos (1IC21 o

peritcneales segun el caso) en una relacion de tres células RMA-5 por cada
macrofago. Estas mezclas de células se cultivaron durante 18 horas a 379C o el

tiempo indicado en cada experimento.
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5.8. Marcaje radioactivo de bacterias

S. typhimurium 14028 se cuitivd en medio minimo M9 (0.6% Naz2HPO4 0.3%

KH2PO4, 0.5% NaCl, 0.1% NH4Cl, 2 mM de sulfato de magnesio, 0.2% de giucosa y

0.1 mM de cloruro de calcio, pH 7.4) a 379C con agitacidén horizontal durante

aproximadamente 24 horas. Cuando el cultivo alcanzé una densidad déptica de 0.4 a
600 nm se adicionaron 50 uCi de cada uno de los siguienies aminociados leucina,

lisina, fenilalanina y tirosina marcados con fritio (NEN, Life Science, Boston, MA) y se
cultivaron por 30 minutos a 379C (103). El exceso de marca radioactiva se lavo cuatro

veces con PBS. Las bacterias marcadas radioactivamente se utilizaron para infectar

macréfagos en las condiciones descritas previamente.

5.9. inmunofluorescencia
Para la deteccién de moléculas MHC clase | KP sobre I3 superficie de células

RMA-S y macrofagos 1C21, se realizO una tincion de inmunofluorescencia indirecta.
Para bloguear posibles uniones inespecificas en las RMA-S y para bloguear
receptores Fc de [gG en los macrofagos, las células se incubaron (cada una por

separado) con suero normal de caballo (diucion 1:20 en 50ul de PBS-2% suero-
fetal-boving (SFB)) durante 20 minutos a 49C. Posteriormente las célujas se

centrifugaron a 1200g, se descartd el PBS vy se les adiciond 100 ul de sobrenadante

del hibridoma M1/70.15.11.5 (productor del anticuerpo anti CD11b) vy se incubaron a
49C por 30 minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS-2% SFB y se les

adiciond anticuerpo de cabra anti-lg de rata conjugado a isotiocianato de

fluoresceina (FITC) (Gibco, BRL. Long Isiand, NY) ( 1ug/milidn de células en PBS-2%
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SFB) y se incubaron por 30 minutos a 4CC. Posteriormente las céiulas se lavaron
dos veces y se adiciond el anticuerpo Y3-biotina (0.5 ng/millén de células en 100 wul
de PBS-2% SFB) para dejarlas incubar por 30 minutos a 49C en hielo. Finalmente

las células se lavaron dos veces con PBS-2% SFB y se les adiciond estreptoavidina
conjugada a ficoeritrina (1ug/milidn de células en 100 uw!l de PBS-2% SFRB) y se incubd
y lavo al igual que antes descrito. Las células se resuspendieron en 2.5 ug/m! de
ioduro de propidio (Sigma-Aidhrich) en PBS. Se analizaron 10 000 células de cada
muestra en un citoftuorémetro de flujo, FACSort (Becton Dickinson, Mountain View.

C.A).

5.10 Preparacion de antigeno: hidrolizado de proteinas de Salmonelia
typhimurium.

La biomasa bacteriana de 4 litros de cultivo de Salmonella typhimurium se
rompié por presiébn con una prensa francesa. Se separaron los fragmentos de
membrana y citosol por ultracentrifugacion a 45 000 rpm durante 45 minutos a 4°C
en un rotor Sorvall T865 (ultracentrifuga Ultra-Pro80 de Sorvall). Posteriormenie se
realizé una extraccion de proteinas de membrana empleando un amortiguador de
alta fuerza ionica compuesto de NaCl 0.4M, 1% de SDS, EDTA 5mM, 0.05 % de 2-
mercaptoetanol y Tris-HCI 50 mM pH 7.7. Las proteinas de membrana obtenidas en
esta extraccion se mezclaron con las proteinas de la fraccion citosdlica y se
desnaturalizaron con un amortiguador compuesto de 2-mercaptoetanol 0.2M y urea
8 M por 12 horas. Las proteinas se alquilaron con acido iodoacético 0.25 M por dos
horas. Se dializaron exhaustivamente contra agua y se trataron con 1% de tripsina en
un amortiguador de carbonato de amonio 50 mM pH 8, por 24 horas. Del hidrofizado

se separaron las proteinas mayores de 10, 000 daltones (D) por ultrafiltracion con
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centriprep-10 (Millipore) y los péptidos menores de 10 000 D se esterilizaron por

filtracién con membranas de 0.22 um (104).

5.11. Ensayo de citotoxicidad

Ratones BALB/c se inmunizaron por via oral con Saimonefia LT2 a una dosis
de 10 bacterias por ratén y se realizaron tres aplicaciones por espacio de 10 dias.
Después de la ultima aplicacion, los ratones se sacrificaron y se exirajeron los
bazos colocandolos en tubos de 50 ml con 10 ml de medio de cultivo RP10. Estos
tejidos se disgregaron con dos aguijas estériles No. 22 y las células se centrifugaron
a 1400 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se descarté el medio de cultivo, v

se adiciond a las células de bazo una solucidén de cloruro de amonio 0.8% (5 ml/
bazo de ratdn) para lisar eritrocitos. Las células se incubaron a 370C por 5 minutos y

posteriormente se les adicioné 30 ml de medio RP10. Se lavaron 2 veces con medio
RP10. Finalmente se resuspendieron en medio RP con 20% de suero fetal bovino a
una densidad de 20 millones/ ml y con 100 ug/ml del hidrolizado de proteinas de

Salmonella descrito anteriormente. Las células de bazo con antigeno se incubaron
por cinco dias a 379C. Al termino de la incubacién las células se colectaron y

centrifugaron a 1400 rpm por 5 minutos, se resuspendieron en medio RP10 y se
lavaron dos veces con medio RP10. Posteriormente se contaron las células vivas y
éstas se utilizaron como células efectoras para ef ensayo de citotoxicidad.

Las células blanco utilizadas para el ensayo de citotoxicidad fueron P815
provenientes de co-cultivos con IC21 infectados con Salmonella. Posterior al co-

cultivo las celulas P815 se lavaron dos veces con medio RP10 y se marcaron con
200 pCi de Cr1 por dos horas a 379C en un bafio de agua. Posteriormente se

lavaron & veces con medio RP10. Ei ensayo de citotoxicidad se realizo de acuerdo al
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protocolo de la referencia No. 105. Los resuitados se expresaron en porcentaje de
lisis especiifica = (cromo liberado por cultivo con linfocitos citotéxicos (LC)) -
(liberacion espontanea de cromo) / {cromo total liberado del lisado de células

blanco) -(liberacién espontanea de cromo} x 100.

5.12. Ensayo de presentacion y cuantificacion de IL-2

Macréfagos activados con IFN-y durante 48 horas se lavaron tres veces con
RP10. Posteriormente se les adicionaron células RMA-S o RMA en relacién tres a
uno con respecto a los macréfagos y ovoalbimina (Calbiochem, San Diego CA) en

medio RP10. Esta mezcla de células se cultivd por 18 horas. Posteriormente las
células RMA o RMA-S se colectaron en medio RP10 a 370C para evitar despegar a
los macrdfagos de las placas. Las células RMA-S se lavaron dos veces con medio
RP10 y se utilizaron como células presentadoras para estimular a 1 x 102 células dei
hibridoma RF3370 en placas de cultivo de 96 pozos de fondo redondo en medio

RP10. A las 24 horas se colectaron 100ul del sobrenadante y se cuantificé su

contenido de [L-2 por el bioensayo con CTLL-2 descrito en la referencia 106.

5.13. Separacion y aislamiento de vesiculas de macréfagos infectados con S.
typhimurium.

Diez millones de macréfagos activados con IFN-v e infectados con S.
typhimurium 14028 se lisaron con un amortiguador iso-osmético compuesto de Tris
10 mM, EDTA 1 mM, inhibidores de proteasas (bestatin 130 uM, chymostatin 20 uM
E64 5 uM, leupeptin 1uM, pepstatin 1 uM, phosphoramidon 100 nM, pefabloc 2 uM y
aprotinin 0.3 uM, Roche) y sacarosa 0.25 M a pH 7.4. La ruptura celular se realizé en

un homogenizador Dounce con capacidad para 1 ml. Para eliminar los nucleos vy las
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células completas el lisado se centrifugd a 900g por dos minutos, este

procedimiento generd dos muestras: un sobrenadante y un sedimento. El
sobrenadante se dividié en dos partes, una parte se guardé a 40C vy la otra parte se

utilizo como medio para lisar céiulas completas presentes en el sedimento (de
nuevo se utilizdé el homogenizador Dounce y se centrifugd a 900g). Este
procedimiento se repitid 20 veces para extraer el mayor ndmero de vesiculas
presentes en las células compietas del sedimento. Asi mismo para evitar aumentar
el volumen del lisado en cada extraccion se utilizé el mismo lisado como medio de
extraccién.

Para el fraccionamiento del lisado se utilizaron tubos de polyaldmero
(Beckman No. 33137), en los cuales se colocé 1 ml de sacarosa 2.5 M como soporte
del gradiente. Sobre la sacarosa se colocaron 7.5 mi de una suspensién de Percoli
(Pharmacia) al 27% en amortiguador de Tris 10 mM, EDTA 1 mM e inhibidores de
proteasas. A esta suspension se le adiciond lentamente el lisado de macréfagos
infectados en un volumen maximo de 2 ml. Los tubos con Percoll y el lisado y tubos
preparados de igual manera pero con 2 ml de marcadores de gradiente (Pharmacia)
se centrifugaron a 30 000 r.p.m. en un rotor Beckman 40 Ti durante 1 horaa 4°C. A
los tubos que contenian marcadores se les midid la distancia que migraron cada
uno de los marcadores con respecto al menisco utilizando una regla de 30 cm. A los
tubos con lisado se les extrajeron fracciones de 0.5 ml desde el menisco hasta el
fondo del tubo cada 0.25 cm, lo cual se realizé perforando el tubo con una aguja del

No.22 y una jeringa estéril de 3 mi.

5.14. Determinacion de B-hexosaminidasa

La actividad enzimatica de p-hexosaminidasa contenida en cada una de las
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fracciones del lisado de macréfagos se determind cuantificando la liberacidn de p-
nitrofeniic por la hidrdlisis de p-nitrofenil-N-acetil-g-D-glucosaminida (3 mM). La
reaccion se llevo a cabo con 100 ul del lisado en 800 ul de amortiguador de acetato
de sodio 0.5 M pH 4.4 con 0.5 mM de Tritén X~-100 y la reaccién se incubd durante 1

hora a 37°C en bafic de agua. La liberacion de p-nitrofenilo se determind a 405 nm.

5.15. inmunoelectrotransferencia
Macréfagos 1C21 (1x107 células) o las fracciones celulares se lisaron con

amortiguador de Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM y SDS 1% pH 7.4 con
inhibidores de proteasas {a las concentraciones descritos anteriormente). Las
muestras se mezclaron 1:1 viv con amortiguador de muestra (1.5% de SDS, 5% de B-

mercaptoetanol, glicerol, Tris 100 mM pH=6.8) y se calentaron por cinco minutos a
950C. Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida

(SDS-PAGE) y se ftransfirieron a membranas de nitrocelulosa (ECL-Hybond
nitrocellulose RPN303D Amersham-Pharmacia) (107). Las membranas se
incubaron con los anticuerpos en las diluciones indicadas en la Tabla 2.

Para revelar los anticuerpo utilizados en el inmunoblot se adicionaron como
segundos anticuerpos, inmunoglobulinas de cabra anti-conejo o anti-rata
conjugadas a peroxidasa (Gibco, BRL). El revelado se realizo con reactivos de
quimioluminiscencia acorde al protocolo del proveedor (ECL-Western blotting

detection reagent, RPN2106-Amersham-Pharmacia).
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Tabla 2. Condiciones para la electroforesis (SDS-PAGE) y diluciones de anticuerpos utilizadas en los

experimentos de inmunoelectrotransferencia.

Marcador |Peso Molecular! % de acrilamida utilizada en Origen del Dilucién del anticuerpo
celular esperado (kD) geles de SDS-PAGE anticuerpo {suero o sobrenadante de
cultivo)

Receptor de 80 7.5 Rata 1:1000 '

Transferrina |
Rab 7 25-27 15 Congjo 1:500 |
Exdn 8 42 15/12 Conejo 1:1000 ‘

Salmonella 15/12 Conejo 1:10 000
Lamp 1 110 7.5 Rata 1:500




5.16. Analisis uitraestructural.

Para el analisis ultraestructural se tomaron muestras representativas de
Salmonella typhimurium 14028, macréfagos IC21 no activados, macréfagos 1C21
activados con IFN-y y macréfagos iC21 activados con IFN-y e infectados con S,
typhimurium 14028. Asi mismo se tomaron muestras de las fracciones obtenidas
del fraccionamiento del lisado de cada grupo de macréfagos.

Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1M pH 7.4. Después de la fijacion se lavaron tres veces durante
diez minutos con glutaraldehido al 2.5% en PBS. Se realizé una segunda fijacion con

tetroxido de osmio (Os04) al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M pH 7.4

a temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente las muestras se lavaron
tres veces con el mismo amortiguador de caodilato de sodio durante 10 minutos y se
deshidrataron en concentraciones ascendentes de etanol: 70%, 90%, y 95% en
forma consecutiva por 10 minutos. En cada cambio de concentracion se hicieron dos
cambios en etanol absoluto. Posteriormente se realizaron dos cambios con éxido de
propileno por 30 minutos cada vez y se incubaron las muestras con una mezcla de
Oxido de propileno y epdn 812 (1:1) durante 18 horas. Finalmente las muestras se

colocaron en moldes y se incluyeron en epén 812 (SIGMA), dejando polimerizar en
una estufa a 65°C por 24 horas.

Los cortes semifinos de 0.5 um de espesor se tifieron con azul de toluidina y
los cortes finos de 50-70 nm de espesor se contrastaron con acetato de uranilo y

citrato de plomo. Las rejillas de cobre, conteniendo los cortes se examinaron en un

microscopio electrénico de transmision Zeiss modelo EM-10.

41



8. RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACION DE LA SECRECION DE PEPTIDOS

6.1.1. Control de ia multiplicacion de S.typhimurium en macréfagos activados con
IFN-y.

La suceptibilidad a la infeccién de S. typhimurium en las diferentes cepas de
ratones de experimentacion, estd directamente relacionada con la capacidad de los
macréfagos residentes en el sistema reticulo endotelial de controlar fa multiplicacion
bacteriana durante el inicio de la infeccion. La resistencia natural a esta primera etapa
de infeccién se ha identificado como el locus /fy (Beg para tuberculosis y Lesh para
leishmania) localizado en el cromosoma 1. En el locus Beg se ha encontrado el gen de
Nramp (proteina de macréfagos asociada a la resistencia natural) que codifica para una
proteina transmembranal presente en los lisosomas. Nramp presente en ratones
suceptibles a la infeccién con Mycobacterium o Beg®, difiere en algunos aminoacidos
con Nramp presente en cepas resistentes. Ratones “knock-outs” o deficientes en
Nramp provenientes de cepas resistentes se vuelven suceptibles a M. bovis,
Leishmania y Salmonella. Durante infeciones subletales el crecimiento bacteriano en el
sistema reticulo endotelial estéd controlado por mecanismos de defensa que no
involucran la activacion y la respuesta de linfocitos T especificos, pero que requieren
celulas provenientes de médula 6sea, TNF-a e IFN-y. En ios ratones en los gue se
genera proteccién después de una primo infeccion con Salmonelfa, se han detectado
linfocitos T CD4" y CD8" especificos, anticuerpos opsonizantes, TNF-a e IFN-y
involucrados en [a resistencia. A su vez, la administracion de IFN-y o IL-12 en cepas de
raton suceptibles a Salmonella confiere resistencia durante ia fase invasiva de la

infeccion.
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Con la finalidad de conocer la dosis de Salmonefla capaz de infectar a
macrofagos, sin generar dafio celular y permitir deteccién de bacteria viva y procesada
se infectd a macréfagos de la linea celular 1IC21 con cepas virulenta de Salmonella
typhimurium 14028. Posteriormente se cuantificaron el nUmero de bacterias
fagocitadas por macréfago. Para evaluar el efecto del IFN-y sobre la capacidad de los
macréfagos en el control de la multiplicacion bacteriana, los macréfagos se cultivaron
con 20U/ml de IFN-y durante 48 h previo a la infeccién con Salmonella. En la figura 4A
se muestra como macrdfagos tratados con IFN-y controlan la muitiplicacion de S.
typhimurium 14028 en las primeras horas de infeccidén. Tambien es evidente que el
IFN-y induce la fagocitosis de un mayor numero de bacterias. El efecto del control de la
multiplicacion se obseva claramente a las 24 horas post infeccién en la figura 4B.

Para los fines de nuestro estudio, consideramos que macréfagos 1C21 son el
modelo adecuado para estudiar el procesamiento de los antigenos de Salmonella. Los
macrofagos activados fagocitan mayor nimero de bacterias de manera que este

sistema permanece con altas dosis de antigeno durante los experimentos.

6.1.2. Efecto del IFN-y en la expresion de moléculas MHC clase | y de CD40.

La activacion de macréfagos mediada por IFN-y se puede evaluar en funcion de
la induccién de la expresion de moléculas clase | y de moléculas co-estimuladoras
tales como CD40, CD80 y CD86. En nuestro sistema experimental se evalué el efecto
del IFN-y en los macréfagos infectados y no infectados con Salmonella sobre la
expresion de moléculas MHC clase | K® y de moléculas CD40. El IFN-v increment6 la
expresion de moléculas MHC clase | KP y de CD40 (Figura 5). La infeccion con
Salmonella sin el tratamiento con IFN-y no indujo esta expresiéon de moléculas. Lo cual

indica que al contacto con Safmonella el macréfago no genera una sefializacion que



Relacion de infeccion

macrofago:bacteria :
1:56
Sin IFN-y 1
0
Horas -
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bacterias/ macrofago

Figura 4A. Macrofagos tratados con IFN-y controfan la multiplicacion de Saimonella desde el inicio de la
infeccion. Grupos de 3x10° macréfagos 1C21 se cultivaron por 48 h en medio RP10 sin IFN«y o con 20 U/ml
de IFN-y (con IFN«). Posteriormente [os macrdfagos se infectaron con S. fyphimurium 14028 utilizando cinco y

diez bacterias por macréfago. Al inicio de la infeccidn y a las tres horas post-infeccion se cuantificaron
bacterias fagocitadas como se indica en Material y Métodos
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Figura 4B. Efecto del IFN-y en el control de la multiplicacién de Salmonella dentro de los macrofagos.

Grupos de 3x10° macrofagos 1C21 se cultivaron por 48 h en medio RP10 sin IFN-y o con 20 U/ml de iFN-y
(con IFN-y). Posteriormente los macréfagos se infectaron con S. fyphimurium 14028 utilizando diez treinta y
cincuenta bacterias por macrofago. A la 24 horas post-infeccion se cuantificaron bacterias fagocitadas.



modifique el repertorio de moléculas coestimuladoras en su superficie, ni que aumente

su expresion de MHC clase |.

6.1.3. Macrofagos activados con IFN-y secretan péptidos capaces de unirse a
moléculas MHC | vacias.

Para evaluar la capacidad de los macréfagos de secretar péptidos antigenicos,
se urilizaron células RMA-S, las cuales en su superficie celular unen péptidos clase | a
sus moléculas MHC clase I. Esta propiedad se debe a que las células RMA-S poseen
una mutacion en ef transportador TAP2 la cual evita parcialmente ia translocacion de
peptidos presentes en el citoplasma hacia el lumen del reticulo endoplasmico (104). En
ausencia de peptidos el ensamblaje de las moléculas MHC clase | sufre problemas y la
cadena pesada a y B-2m permanecen en el reticulo endoplasmico. Sin embargo, en ia
superficie de células RMA-S se ha detectado cadenas pesadas o sin péptidos y
debilmente asociadas con B-2 microglobulina, las cuales se ha denominado “moléculas
vacias". En la superficie de la membrana celular estas molécuias vacias pueden unen
péptidos clase | que posean en su secuencia sitios de incersion alelo especifico (o
péptidos dptimos).  El péptido de OVA #7%* posee los residuos de insercion a la
molécuta K® y se ha reportado que estabiliza moléculas vacias K. Las células RMA-S
se cultivaron por 18 horas con 10 nmoles del péptido OVA 2% y se detectaron
moléculas MHC clase | con el anticuerpo Y3, el cual reconoce especificamente
moléculas K® con estructura estable, es decir con péptido unido. Las células RMA-S
provenientes del cultivo sin péptido mostraron una intensidad media de fluorescencia
(IMF) de 20 (figura 6B) mientras que las células RMA-S cultivadas con peptido (OVA
#725% mostraron una IMF de 90 (Figura 6C), cuando se analizaron por citometria de
flujo. Para este experimento el anticuerpo anti CD11b fué la referencia para el ajuste

de autofluorescencia de las células RMA-S (Figura 6A). Se considerd entonces realizar
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A) Macrofagos sin IFN-y

B) Macréfagos
sin IFN-y infectados con
S. typhimurium

C) Macréfagos con IFN«y

D) Macrofagos
con IFN-y infectados con
S. typhimurium

Figura 5. El IFN-y incrementa la expresion de clase | y CD40 en jos macrofagos
pero no la infeccion con S. typhimurium. Grupos de 3 x 10° macréfagos 1C21 se
cultivaron en medio sin anfibidtico A) y C}, medio sin antibiotico con 20U/ml de IFN-y
B) v D} durante 48 horas a 37 °C. Posteriormente los macrofagos de B) y D) se
infectaron con S. typhimurium LT2 (relacion 100 bacterias por macréfago). Después
de 18 horas de cultivo a 37 °C, a los macréfagos se les realizé inmunofluorescencia
indirecta de moléculas K” y CD40. Los nimeros en los histogramas indican ia media
de intensidad de fluorescencia.

Clase | (K")

" 7

CD40

13.4

intensidad de flucrescencia
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experimentos de co-cultivo de macréfagos con células RMA-S vy detectar los péptidos
secretados unidos a las moleéculas vacias de ias células RMA-S con el anticuerpo Y3.
Sin embargo, los macréfagos IC21 por utilizar en los experimentos de co-cultivo
tambien expresan moléculas K° que pueden ser reconocidas por el anticuerpo Y3.
Para diferenciar y separar a los macréfagos en el anélisis de citometria, estos se
marcaron con el anticuerpo anti CD11b (Figura 8 D). Los macréfagos 1C21 con la doble
tincion anti-CD11b y anti K® aparecen en una posicion diferente al de las RMA-S en el
plano anti CD11b-FITC/anti K® —PE del analisis de citometria de flujo (Figura 8E). Por
io tanto la combinacion de anticuerpos anti CD11b (M1) y anti MHC clase 1 (Y3) se
elegié para detectar moléculas K® con péptido en las células RMA-S provenientes del
co-cultivo con macréfagos IC21.

La secuencia de eventos de los experimentos de co-cultivo para detectar
secrecion de péptidos esta representado en la figura 7 y consta de las siguientes
etapas:.

1. Activacidn de macréfagos con IFN-y por 48 horas.

2. Infeccidbn con Salmonella typhimurium.

3. Co-cultivo de macréfagos infectados con células RMA-S por 18 horas .

4. Inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de las moléculas K® en las células
RMA-S y en los macrofagos y para la deteccion de CD11b en los macréfagos.

5. Citometria de las células RMA-S y de los macréfagos provenientes de los cocultivos.

De acuerdo a nuestra hipdtesis, los macréfagos secretan péptidos al medio de
cultivo y en el co-cultivo estos péptidos tienen la oportunidad de unirse a las molécuias
MHC clase | vacias de las células RMA-S. Por Jo tanto cualquier cambio en la
intensidad media de fluorescencia de moléculas K° detectado por el anticuerpo Y3
sobre las células RMA-S fue indicativo de presencia en el medio del co-cultivo de

peptidos capaces de unirse a MHC clase |.
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Figura 6. Expresion de molécuias MHC ciase | en células RMA-S y macrofagos 1C21. Células RMA-S (A, By C) y
macréfa%os IC21 D y E se sometieron a inmunofiuarescencia indirecta con anti-CD11b (A, B, C, Dy E) y anti MHC
clase | K (B,C,E). En C) RMA-S se cultivaron con 10 nM del péptido OVAZ"2%* por 18 horas antes de realizar la
inmunofluorescencia indirecta. Los nlimeros en cada plano representan fa intensidad media de fluorescencia de la

poblacién celular para MHC clase | K.
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Figura 7. Experimento de co-cultivo para la deteccion de secrecion de péptidos. 1) macrofagos 1C21 se
activaron con IFN-y por 48 horas. 2)Posteriormetne se infectaron con Salmonella y 3) se co-cuitivaron con
células RMA-S. 4) Las células RMA-S se separaron de los macréfagos y se realizd inmunofluorescencia

indirecta para moléculas clase | Kb y CD11b. 5)Planos de anélisis después de la citometria de flujo.
6) Conclusion del patron que se muestra en los diagramas.

Clave : IC21: macréfagos, Y3-anti MHC clase 1, FL-Cana! de fluorescencia.
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En los co-cultivos de células RMA-S con macréfagos no infectados y con macréfagos
infectados; ambos grupos de macréfagos incrementaron la unién de péptidos a las
moléculas K° de las RMA-S. Lo cual indica gue ambos tipos de macrofagos son
capaces de generar péptidos que pueden unirse a moléculas MHC clase | (Figura 8).
Sin embargo, las celulas RMA-S provenientes de macréfagos infectados presentan un
mayor incremento de moléculas K, lo que aparentemente indica que ia infeccion de
Salmonella provee de mayor material para la secrecién de péptidos. Este experimento
se repitid al menos siete veces y la diferencia de intensidad de fluorescencia de las
células RMA-S provenientes del co-cuitivo con macréfagos infectados y no infectados
de varios experimentos siempre se observd. Sin embargo los valores absolutos de las
intensidades de fluorescencia fueron diferentes. Por esta razon, se realizé un analisis
estadistico de las intensidades de fluorescencia de los siete experimentos con una
prueba Wilcoxon para muestras pareadas y se obtuvo diferencia estadistica
significativa con P = 0.012. Lo cual confirma que macréfagos infectados con Salmonelia
secretan mayor numero de péptidos con respecto a los macréfages no infectados

(Figura 9).

De estos resultados surgieron varias interrogantes:

1. ¢Los péptidos que se unen a las moléculas K° de las células RMA-S provienen del
medio de cuitivo? 6 ¢ de la infeccion por Saimonella o es un fendémeno provocado

por el cocultivo?

2. ¢la secrecién de peéptidos depende de la activacion de los macrofagos?; ¢lLa

secrecién de péptidos depende de la infeccion por Salmonelia?
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intensidad de fluoresencia de K°

B) Macrofagos de peritoneo de ratones BALB/c
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Figura 8. LL.os macrofagos inducen aumento de moléculas MHC clase | en
células RMA-S. A) Macréfagos 1C21 se cultivaron en medio sin antibiético y 20 Ufmt de IFN-y
durante 48 horas a 37 °C. Posteriormente se infectaron con S. typhimurium 14028. Se afadieron a
los cultivos de macréfagos células RMA-S vy después se cultivaron 18 horas a 37°C. Se realizd
inmunofluorescencia indirecta de moléculas CD11b y MHC clase | en las células RMA-S
provenientes de los co-cultivos 1. RMA-S no co-cultivada + anti CD11b; 2 RMA-S no co-cultivada +
Y3. 3.RMA-S co-cultivada con macréfago no infectados v 4 RMA-S co-cultivada con macréfagos no

infectados B El mismo experimento del inciso A, se realizé con macréfagos de exudado peritoneal
de ratones BALB/c,
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Figura 9. Incrementos en la expresion de moléculas K° de células RMA-S co-cultivadas con macrofagos
infectados con S. typhimurim . Expreson de K® en la superficie de células RMA-S proveniente del co-cultivo
con macréfagos (S+ macrdfagos no infectados) y RMA-S provenientes del co-cultivo con macréfagos infectados
con 8. fyphimurium (S+ macréfagos infectados) de siete experimentos. (P = 0.012 de acuerdo a la prueba
Wilcoxon para muestras pareadas).



3. ¢ La generacién de estos peptidos ocurre en un compartimiento vesicular como los
lisosomas? 6 ¢endosomas tardios al igual que el material endocitado que es

degradado por la via exdgena para la presentacién de antigeno por moiéculas clase 1i?

4. ;Los péptidos secretados estabilizan a las moléculas clase | para la activacién de

linfocitos CD8+ citotdéxicos?

5. ¢Ocurre lo mismo con otros antigenos?

6.1.4. Los péptidos que se unen a las moléculas MHC clase | de las células RMA-

S provienen de la Saimonella fagocitada por jos macréfagos.

Para responder a la primera pregunta, se realizaron experimentos de co-cultivo,
perc en esta ocasidn la infeccion se Hevo a cabo con S. typhimurium cultivada en
presencia de aminoacidos radioactivos. Se utillizaron los aminoacidos que
frecuentemente se presentan en los péptidos que se unen a moléculas K° y que sirven
de anclaje a las hendiduras de los dominios a1 y a2 (*H-Alanina, *H-Leucina, °H-
Valina y *H-Fenilalanina). Después de 18 horas de co-cultivo (RMA-S- con macrofagos
IC21 infectados), se colectaron las células RMA-S y los macréfagos por separado y se
levo a cabo una inmunoprecipitacién de las molécuias K® con el anticuerpo Y3 de
ambas muestras celulares. Posteriormente se eluyeron los péptidos de la
Inmunoprecipitacion con acido acético al 10% y se midié la radioactividad proveniente
de cada muestra. En dos experimentos independientes se observé que parte del
material eluido de las moléculas K® de las RMA-S y de los macréfragos proviene de la
bacteria marcada radioactivamente (Tabla 3). Lo cual nos indicé que parte del material
gue detectamos en las células RMA-S com péptido secretado corresponde a la

Salmonella fagocitada por los macréfagos
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Tabla 3. Los péptidos que se asocian a las moléculas K® provienen de la

Salmonella fagocitada por los macréfagos.

1IC21 con Y3.

Muestra Exp 1 (cpm) Exp 2 {cpm)

Sobrenadante de la infeccidon de macréfagos con 48 50
S. typhimurium no marcada.
Sobrenadante de la infeccién de macrofagos con 8664 10870

- S. typhimurium marcada con tritjo.
Salmonella typhimurium marcada con tritio. 2469767 3548205
Inmunoprecipitacion del lisado de células RMA-S 44 40
con anticuerpo W632.
Inmunoprecipitacion del lisado de células RMA-S 326* 300*
con Y3.
Inmunoprecipitacion del lisado de macréfagos 102 120
IC21 con WB32.
inmunoprecipitacion del lisado de macrdfagos 274" 1000*

Exp: experimento

cpm: cuentas por minuto

W632: anticuerpo monoclonal anti HLA-A2.
Y3: anticuerpo monocional anti K®

# Radioactividad de péptidos derivados de Salmonella asociados a molécutas MHC

clase 1 K°.
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Existia la posibilidad de que Salmonella extracelular {(no eliminada por los
macréfagos o por la gentaminicina del medio de cultivo) invadiera las células RMA-S
provocando un incremento en la expresion de moléculas clase i. Para verificar que la
infecidbn no participaba como fuente de péptidos, se realizaron infecciones de células
RMA-S con las diferentes cepas de Salmonella y posteriormente se cuantificd su
expresion de moléculas K®. A la par se revelaron co-cultivos con infecciones
equivalentes en el mismo experimento. Salmonella viva ¢ muerta por calor no
incrementd la expresién de K® en células RMA-S infectadas con dichas bacterias.
(Figura 10) E! incremento de moléculas K° se presentd sdlo cuando las célutas RMA-S
se co-cultivaron con macréfagos infectados (Figura 10).

Para determinar la influencia de la activacion del IFN-y vy la influencia de la
infeccidn por Salmonelia en el proceso de secrecion de péptidos que se pueden unir a
moléculas MHC clase |; se realizaron co-cultivos de células RMA-S con macréfagos
activados y no activados y con macréfagos infectados y no infectados. Los macréfagos
no activados y no infectados no provocaron el aumento en la expresidon de las
moléculas Kb en las células RMA-S. Los macréfagos infectados con Saimonefla pero
no activados mostraron aumento discreto en la expresion de las moléculas Kb en las
celulas RMA-S y un aumento evidente en la expresion de MHC clase | se presentd
cuando las celulas RMA-S se co-cultivaron con los macrofagos activados e infectados
con Salmonella. Lo cual sugiere que la sola infeccion con Salmonella no es suficiente
para inducir {a secrecion de peptidos por ios macréfagos y que el IFN-y es el estimulo

que provoca la secrecion de péptidos (Tabla 4).
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(relacion 1:300). A su vez se realizaron experimentos de co-cultivos de células RMA-S no infectadas con
macréfagos IC21 infectados con bacteria viva y muerta y no infectados. Posteriormente se evalud la
expresién de moléculas K® en célutas RMA-S de cada uno de los experimentos.



Tabla 4. La activacién con IFN-y es necesaria para que los macr6fagos secreten

péptidos del material fagocitado.

Células RMA-S | Macrofagos | IFN-y | Saimonelia | M1™ | y3™ Y3-M1#°_i
1c21
" } } ) 6.8 35.8 29
+ + } ) 103 | 245 14.2
+ + ) + 10.7 | 489 38.2
+ + + ) 8.8 612 52.4
+ + + + 12.4 71.3 58.9

# Los valoras son intensidad media de fluprescencia.

a. Fluorescencia detectada con el anticuerpo anti CD11b.

b. Expresion de moléculas clase | K® detectada con el anticuerpo Y3
c. Diferencia entre el valor de la intensidad de fluorescencia de moléculas K° menos la

autofluorescencia de RMA-S.
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Figura 11. Efecto de inhibidores de actividad lisosomal sobre la expresion de motéculas MHC clase | K°en
células RMA-S y sobre la generacion de péptidos clase | secretados por macrofagos. En A) se muestra la
expresion de K® de RMA-S no co-cultivada con macréfagos y RMA-S cultivadas con 10 nanomoles del péptido OVA
(257-264). En B) se muestra la expresién de K* de RMA-S no co-cultivada y de RMA-S proveniente de los co-cultivos
con macrofagos y con macréfagos infectados con S. typhimurium .



En ausencia de inhibidores la IMF de moléculas K® en las células RMA-S
provenientes del co-cullivo con macréfagos infectados es dos veces mayor que la IMF
de las células RMA-S provenientes de macrdfagos no infectados. Mientras que con
leupeptina y cloruro de amonio esta proporcion es sclamente de 1.3 veces; lo cual nos
sugiere que el cloruro de amaonio y la leupeptina inhiben parcialmente la secrecion de
péptidos (Figura 11). Resuliados similares se observaron con macrofagos 1C21
tratados con cloroquina (Figura 12) e infectados con S. fyphimurium LT2 o con la
mutante PhoP- (incapaz de multiplicarse en macréfagos debido a que no transcribe los
genes de resistencia pag que le permiten adaptarse a las condiciones acidas del
ambiente lisosomal). La inhibicién es equivalente con las cepas PhoP-y LT2, lo cual
nos indica que la generacion de aigunos péptidos ocurren en un ambiente acido y es
independiente de la muitiplicacién de la bacteria en los lisosomas. Para corroborar el
efecto de cloroquina, se realizé un experimento de inmunoprecipitacién de moléculas
K® de células RMA-S co-cultivadas con macrofagos tratados con cloroguina después de
la infeccion con S. typhimurium LT2 marcada radioactivamente y durante el co-cultivo.
La cloroguina inhibid el 80% de la secrecidn de péptidos en macrdfagos infectados con

Salmonelfa typhimurium (Tabla 5).
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Figura 12. Efecto de cloroquina sobre la secrecion de péptidos clase | por macréfagos infectados
con Salmonella . Macrdfagos IC21 (M0) activados con IFN-y durante 48 h se cultivaron en medio RP10
con 50 uM de cloroguina durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se realizo la infeccidn S.typhimurium
LT2 y PhoP — . Finalmente se adicionaron células RMA-S (8)al cuitivo de macrofagos adicionando al
medio 50 uM de cloroguina. Se realiz6 inmunofluorescencia indirecta de moléculas CD11b y MHC clase |

en las células RMA-S provenientes de los co-cultivos despues de 18 horas de cultivo en estas condiciones.



Tabia 5. La cloroguina afecta el procesamiento de Safmonefia dentro de los
macrofagos.

Muestra® W632 (cpm) | Y3 (cpm) | Y3-We32'
{cpm)
RMA-S + macréfagos no infectados 40 52 12
RMA-S + macréfagos infectados con 110 318 208

Salmonella marcada con tritio.

RMA-S + macrofagos infectados con 46 88 42
Salmonella marcada con fritio +
cloroquina®

¥: Las muestras son células RMA-S después del co-cultivo con macrofagos.

1: Para este experimento se cultivaron los macréfagos con 50 uM de cloroguina previo
a la infeccién con Salmonella y durante el co-cultivo con céiulas RMA-S.

cpm: cuentas por minuto

W632: Radioactividad recuperada de la inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti
HLA-A2.

Y3: Radiactividad recuperada de la inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-H-2 K°

V: Diferencia entre la radioactividad recuperada de péptidos de Salmonelfa unidos a
moléculas K° y péptidos unidos a HLA-A2 de la misma muestra.
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6.1.6. La inhibicién del transporte de vesiculas provenientes del aparato de Golgi
con Brefeldina A no afecta el proceso de secrecién de péptidos.

Brefeldina A (BFA) bloquea la exportacién de vesiculas provenientes del aparato
de Golgi y no afecta vesiculas de reciclaje. Se realizaron experimentos de co-cultivo en
presencia de BFA con la finalidad de determinar si los péptidos se generan por el
camino clasico de presentacién de antigeno de la via clase I.

Los macrofagos infectados con Sa/monella y tratados con BFA mostraron el
patén de secrecién de péptidos al igual que los macréfagos no tratados con BFA
(Figura 13). Por otro lado en macréfagos no infectados la secrecién se bioguea en un
50% (Figura 13). Para corroborar que la BFA estaba funcionando adecuadamenie se
analizé tambien la expresion de moléculas MHC clase | K® de los macréfagos
presentes en los co-cuitivos. Se esperaba que en los macrofagos la expreson de MHC
clase | disminuyera por el tratamiento con BFA. Los macréfagos no infectados tratados
con BFA efectivamente disminuyen su expresién de moléculas K° con el tratamiento de
BFA, sin embargo los macrofagos infectados y tratados con BFA expresan moléculas
K’ de igual manera que los no tratados con BFA (Figura 14). Esto nos sugiere que
parte de los péplidos secretados se unen a moléculas vacias en la superficie de los
macréfagos o que en estos macrdfagos la presencia de Sa/monella y el tratamiento
con BFA provoca que aumente la exocitosis y observemos mayor nimero de moléculas

K" preformadas provenientes de vesiculas exociticas.
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Figurai3. Efecto de Brefeldina A en la secrecion de péptidos por macréfagos infectados con
S.typhimurium. Macréfagos [C21 se cultivaron en medio sin antibidtico y 20U/ml de IFN-y durante
48 horas a 37 °C y posteriormente se infectaron con S. fyphimurium 14028 (relacidn 10 bacterias por
macréfago). Se afiadieron entonces células RMA-S en presencia (barras negras) o ausencia (barras
blancas) de 1 mg/ml de Brefeldina A. Después se cultivaron 18 h a 37°C.

Se realizd inmunofluorescencia indirecta de moléculas CD11b y de moléculas MHC clase | en las
células RMA-S.
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Figura 14, Efecto de BFA en la secrecion de péptidos por macréfagos activados. Macréfagos IC21 activados
no activados con IFN-y durante 48 horas se infectaron o no con S. typhimurium LT2 (relacion 100 bacterias por
macrofago). Se afiadieron a los cultivos células RMA-S en medio RP10 con 1 ug/ml de Brefeldina A y se cuitivaron
18 horas a 37°C. Posteriormente las células RMA-S se separaron y a los macréfagos IC21se les realizd
inmunofluorescencia indirecta de moléculas CD11b y moléculas MHC clase |



6.1.7. Los péptidos secretados estabilizan moléculas clase | al igual que los
péptidos optimos.

Para confirmar que los péptidos secretados por los macrofagos permanecen
unidos a las moléculas MHC clase | vacias al iguat gue los péptidos que posen resiudos
de anclaje a las moléculas K®, se realizaron experimentos de estabilidad. Después de
los co-cultivos, las células RMA-S separaron de los macréfagos, se lavaron con PBS
para eliminar el medio del co-cultivo y se incubaron por tres horas a 37°C. Durante este
tiempo de incubacion se esperd que los péptidos asociados debilmente a las moléculas
MHC clase | vacias se separaran. Posteriormente se realizo la inmunofluorescencia de
molécuias clase | y CD11b (Figura 15) sobre las células RMA-S. La referencia para
estos experimentos fué la union del péptido optimo OVAZ7%* 3 células RMA-S.
Encontramos que las células RMA-S cultivadas con el péptido OVAZT2* mostraron
una disminucién de 20% en la IMF de K® después de las tres horas de incubacién. La
IMF de moléculas K® de células RMA-S provenientes del co-cultivo con macréfagos
disminuyeron un 70% después de las tres horas de incubacion y el valor absoluto de
IMF fue idéntico al de la expresion de K® en ias células RMA-S sin péptido. Por su parte
las celulas RMA-S proveniemtes del co-culivo con macréfagos infectados con
Salmonella, mostraron una disminucién de IMF de moléculas K® de 48% vy de 8%, en
dos experimentos independientes, pero el valor absoluto de IMFde K® fue al menos
dos veces mayor que la expresién de K® de las RMA-S sin peptido. Por lo tanto los
macrofagos activados € infectados con Salmonella secretan péptidos que estabilizan
moléculas clase | despues de tres horas de incubacion. Esto nos sugiere gue los
peptidos secretados probablemente posean los residuos optimos para anclarse a
moléculas vacias MHC clase | K° Los macrofagos no infectados pero activados con
IEN-y tambien secretan peéptidos provenientes de las proteinas del medio de cultivo

pero estos péptidos se unen transitoriamente a las molécutas K°.
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Figura 15. Los péptidos secretados estabilizan moléculas clase I. Macrofagos IC21 activados con
[FN~y no infectados (MO) e infectados con S. typhimurium LT2 (MO infectados) se co-cultivaron con
células RMA-S (8) por 18 h a 37°C, Tambien células RMA-S no co-cultivadas con macrofagos se
cultivaron con 10 nanomoles de péptido OVA (257-264). Posteriormente se separaron las celulas RMA-
S del cultivo con macréfagos o con péptido y se lavaron tres veces con PBS. Estas células se volvieron
a cultivar a 37 °C por tres horas y se les realizé inmunofluorescencia indirecta de moléculas CD11by

MHC clase |.



6.1.8. Cinetica de unidén de péptidos secretados por ios macrofagos a moléculas
MHC clase | vacias de células RMA-S.

Todos los experimentos hasta ahora mostrados se realizaron a las 18 horas de
co-cultivo de células RMA-S con macréfagos 1C21. Durante este tiempo es probable
que los macréfagos secretaran TNF-o 0 alguna ofra citocina que pudiera inducir ia
expresion de moléculas MHC clase | en las células RMA-S (IFN-y, IL12 o IL-18). Para
determinar e! tiempo de unién de los péptido secretados a las moléculas vacias de las
RMA-S, se colectaron RMA-S a diferentes tiempos e inmediatamente se les realizd
inmunofluorescencia indirecta de moléculas MHC clase I. A los treinta minutos de
cultivo con 10 nM del péptido OVA %72 |as células RMA-S mostraron una IMFde
moléculas K® de 86 y a las dos horas y media la IMF de estas células incrementé a 98.
Un segundo incremento de IMF se observd en estas células RMA-S a las cinco horas
de cultivo (IMF=361). Las céluas RMA-S sin péptido no presentaron cambio
significativo en la IMFde K® en las primeras dos y media horas pero se observé un
ligero aumento a las cinco horas (Figura 16 B). Estos resultados nos sugieren que en
las primeras dos horas de cultivo con péptido se saturafron las moléculas MHC clase |
vacias de la superficie de las células RMA-S. Probablemente a las cinco horas de
cultvo con péptido, en las RMA-S existen nuevas moléculas clase | vacias provenientes
de la biosintesis de proteinas. Este hecho podria explicar que se haya observado un
segundo incremento de IMF de moléculas K°. Por su parte células RMA-S co-cutivadas
con macrofagos infectados mostraron un aumento de tres veces la IMF basal de RMA-
S (no cocultivada con macréfagos) a los 30 minutos de co-cultivo. A las seis horas de
co-cultivo, las ceélulas RMA-S mostraron un maximo de IMFde 100. Por lo tanto los
macrofagos activados con IFN-v e infectados secretan péptidos permanentemente, 10s

cuales se unen a ias moléculas vacias de las células RMA-S en menos de 30 minutos.
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Figura 16. Cinetica de union de péptidos secretados por los macréfagos a moléculas MHC clase |
vacias. A) Macrofagos 1C21 activados con IFN-y se infectaron con S. fyphimurium 14028 vy se co-
cultivaron con células RMA-S (S$+ MO0 infectados-cuadros negros)). Posteriormente en los tiempos
indicados se colectaron muestras de células RMA-S para realizar inmunofluorescencia indirecta de
moléculas MHC clase | . B) Células RMA-S (S cuadros blancos) y células RMA-S cultivadas con 10
nanomoles del péptido OVA 7% ( triangulos negros) se cultivaron en medio RP10 y en los tiempos
indicados se colectaron muestras de células RMA-S para la inmunofluorescencia indirecta.



6.1.9. La secrecién de péptidos que pueden unirse a MHC clase | se observé
solamente en macrofagos.

Se realizd el experimento de co-cultivo con lineas de linfocitos B A-20 y
fibroblastos 1929 para verificar si estos tipos ceiulares, al activarse con 1FN-y,
realizaban secrecién de péptidos que se unan a MHC clase [ (Tabia 6). En el mismo
experimento de co-cultivo se analizaron macrofagos de peritoneo de ratones BALB/c y
la linea de macrofagos J774.

Las células RMA-S del co-cultivo con fibroblastos 1929, infectados y no
infectados, no presentaron aumento en la IMFde moléculas MHC clase 1 K (inciso A,
Tabla 6). A diferencia de las células RMA-S provenientes del co-cultivo con
macrofagos de peritonec de ratones BALB/c y con macréfagos J774 no infectados e
infectados , que presentaron aumentos de IMF de K® (dos y tres veces el valor basal de
RMA-S no coultivada con Y3). De igual manera cuando las células RMA-S se co-
cultivaron con linfocitos A-20 no presentaron aumento en la IMF de molécuias K°
(Inciso B, Tabia 6). Estos resultados nos sugieren que ia secrecién de péptidos es una
via alternativa de presentacion de antigenos exégenos para moléculas MHC clase |

propia de macréfagos.
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Tabla 8. Linfocitos B y fibroblastos no secretan péptidos capaces de unirse a
motéculas MHC ciase .

A)
Co-cultives de RMA-S M1 T Y3 Y3-mM1¥ |
{IMF) {IMF) {IMF)
No co-cultivadas 2.28 18.04 15.76
+ fibroblastos L-929 3.4 13.02 8.62
+ fibroblastos L-929 + Saimonella 3.05 14.4 11.09
+ macrofagos de peritoneo® 415 33.19 29.04
+ macréfagos de peritoneo® + 3.89 45,35 41.46
Salmonella
+ macréfagos J774 2.95 482 | 4525
+ macréfagos J774+ Salmonella 2.67 66.31 | 6364
B)
]
Co-cultivos de RMA-S M1 Y3 Y3-M1*
{(IMF) (IMF) (IMF)
No co-cultivadas 7.98 30.59 2261
+ linfocitos A20 9.41 298.08 19.67
+ linfocitos A20 + Saimonella 4.13 2894 | 2481

IMF: Intensidad media de fluorescencia

M1: anti-CD11b

Y3: anti K

# :macrofagos de peritoneo de ratones BALB/c

¥: Diferencia entre el valor de la intensidad de fluorescencia de moléculas K® menos la
autofluorescencia de RMA-S.
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6.1.10. Los péptidos secretados son reconocidos por linfocitos T citotoxicos.

En varios modelos experimentales donde el antigeno no estd presente de
manera natural en el citosol de las celulas presentadoras, se ha propuesto la
presentacion cruzada como via alterna de activaciéon de clonas de linfocitos T CD8"
citotoxicos. Para corroborar que los péptidos secretados provenientes de la infeccion
con Salmonella son reconocidos por linfocitos T CD8™ especificos, se analizé la
reactividad de linfocitos T citotdxicos de ratones infectados con Salmonella contra
células co-cultivadas con macréfagos infectados. En este modelo no se cuenta con
epitopos especificos de Salmonella que sean presentados por moléculas K° y no se
conoce la frecuencia ni el tipo de poblacion de linfocitos T CD8" involucrados en la
respuesta contra Sa/moneffa. Para solucionar este problema se generaron péptidos de
la hidrélisis de proteinas totales de Sa/moneila con tripsina, los cuales se utilizaron para
activar a linfocitos de ratones infectados con Safmonelfa. La presencia de péptidos en
la digestion de proteinas se verificé por analisis de cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) (Figura 17A). A st mismo la presencia de péptidos que pudieran unirse a
molécutas K® en esta preparacion se analizd con el ensayo de unién de péptidos a
células RMA-S. La IMF de moléculas K® en células RMA-S con cinco nanomoles de la
mezcla de péptidos de Salmonefla fué equivalente a la IMF que mostraron células
RMA-S con 0.6 nanomoles del péptido OVA®"2* (Figura 17B). Por lo tanto en esta
digestion de proteinas de Salmonella existen una serie de péptidos 6ptimos que se
unen moléculas K° y que podrian eventualmente reactivar linfocitos T in vitro.

Esplenocitos de ratones que fueron infectados con Salmonella typhimurium a
dosis subletales, se estimularon in vitro con la mezcla de péptidos de Salmonelfa. Al
quinto dia de estimulacion, se analizo la reactividad de estos linfocitos contra células

co-cultivadas con macrdfagos infectados y no infectados en un ensayo de citotoxicidad.
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Figura No.17. La digestion de proteinas de Salmonella con tripsina

contiene péptidos que se pueden unir a moléculas MHC clase | K"
A. Cromatografia de liquidos del hidrolizado de proteinas de Salmonella. B.
Celulas RMA-S se cultivaron con este hidrolizado (péptidos de Salmonella )

o con el péptido OVA ™2 por 18 horas y se les analizaron moléculas MHC
clase | por inmunoflucrescencia.
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Los linfocitos provenientes de ratones infectados con Salmonella lisaron a las células
P815 provenientes de los co-cultivos con macréfagos infectados con Salmonella. Las
celulas P815 provenientes de los co-cultivos con macréfagos no infectados no fueron
reconocidas por estos linfocitos. Estos resultados nos confirman que los péptidos
secretados por los macrofagos infectados provienen de Salmonelfla y pueden ser
generados in vivo para la activacion de linfocitos T CD8” citotdxicos especificos (Figura

18).
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Figura 18. Linfocitos citotoxicos de ratones infectados con Salmonella reconoceny lisan células
portadoras de péptidos secretados. Células P815 se co-cutivaron con macrofagos (M0) y con
macréfagos infectados con S.typhimurium LT2 (MO inf). Posteriormente se marcaron con Cr*' y se
utilizaron como células blanco. Esplenocitos de ratones BALB/c infectados con S.typhimurium LT2
estimuladas in vitro con péptidos de Salmonella por cinco dias se utilizaron como células efectoras en
el ensayo de citotoxicidad.



8.1.11. Macrdfagos activados con IFN-y secretan péptidos de proteinas solubles.

Macréfagos activados con IFN-y mostraron cierta actividad de secrecion de
peptidos provenientes del medio de cultivo, lo cual nos motivo a realizar experimentos
con ovoalbumina (OVA) y evaluar la capacidad de los macréfagos activados de generar
el péptido 257-264 que se presenta en el contexto de K®. Para revelar la presencia dei
péptido 257-264 utilizamos el hibridoma RF3370 que reconoce este péptido y genera
IL-2 post-activacidon. El sistema experimental utilizado fueron co-cultivos de células
RMA con macrdfagos de peritoneo activados y OVA de alta pureza. Después del co-
cultivo las células RMA se utilizaron como céluias presentadoras para el hibridoma
RF3370. La concentracion de IL-2 producida en el sobrenadante de cultivo de 24 horas
de activacion se evalud con la proliferacion de células dependientes de IL-2, CTLL-2.
(Figura 19). Entonces la proliferacién de células CTLL-2 es equivalente a la activacion
del hibridoma, es decir a la presentacidon del péptido de OVA 257-264. La activacion
del hibridoma RF3370 incremenid a medida que se aumentd la concentracion de OVA
en el co-cultivo de RMA y macrofagos. De igual manera la activacion del hibridoma
incrementd con un mayor numero de células RMA provenientes de los co-cultivos
(Figura 19). Estos resuliados indican que los macrdfagos activados con 1FN-y
cultivados con OVA secretan el péptido 257-264 vy este péptlido se une a las moléculas
MHC clase | de las células RMA.

Los macréfagos activados con IFN-y aparentemente procesan de igual forma
OVA y Salmonella, a pesar de que en un caso el antigeno es endocitado y en otro el
antigeno es fagocitado. El procesamiento de antigenos de Salmonella, detectado hasta
ahora como union de péptidos a moléculas clase 1, es sensible a inhibidores
endosomales y resistente a BFA. Por io tanto se reaiizaron experimentos de co-cutlivo
con OVA en presencia de cloroquina y BFA para concer los compartimientos

endosomales involucrados para el procesamiento de antigeno soluble (Figura 20).
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Figura 19. Macrofagos activados con IFN-«y pueden generar y secretar el péptido de OVA 257-264.
Macrofagos de peritoneo de ratones Balb/c activados con IFN-y se co-cultivaron con células y OVA (2.5,3.75,
y 2.5 mg/ ml). Después de 18 horas de cutltivo las células RMA se separaron y se utilizaron como céluias
presentadoras de antigeno a diferentes concentracciones (100, 200 y 400 mil células) para activar 1x10°
células RF337. Posteriormente se colectaron los sobrenadantes a las 24 horas de cultivo. Células CTLL-2 se
cultivaron con 50ul de estos sobrenadantes y a las 17 horas de cultivo se adicioné timidina marcada con tritio.
La incorporacion de timidina de las célutas CTLL-2 se determiné a las 30 horas de cultivo. X sobrenadante de
RMA (A) no co-cutivada con macréfagos y 5 mg/mi de OVA. cpm: cuentas por minuto.



Las células RMA no co-cuitivadas presentan mejor el péptido OVA®%* af hibridoma
RF3370 que las células RMA-S o que los macréfagos. Se ha descrito que las céliulas
RMA possen mayor numerc de moléculas vacias que las células RMA-S y esta
propiedad les permite ser mejores células presentadoras de péptidos (Figura 20 A)
(104). Cuando las células provienen del co-cultivo con OVA compieta se observa que
las células RMA y RMA-S presentan el péptido OVAZ"2%* con |a misma eficiencia y son
mejores que los macrofagos para presentar el mismo péptido (Figura 20 B). El mismo
experimento pero en presencia de cloroquina no se observa una inhibicién de la

presentacion del péptido OVAZ 7264

por las células RMA o RMA-S pero desaparece la
activacion debida a la presentacion por macréfagos (Figura 20 C). Estos resultados
sugieren que el procesamiento de OVA para la secrecion del péptido 257-264 no
involucran proteasas activas a pH acidos. Finalmente cuando se realizaron los co-
cultivos en presencia de BFA, las células RMA no presentaron el péptido, las RMA-S
presentaron el péptido de igual manera que sin inhibidores y los macrofagos fueron
muy eficientes en la presentacién de OVA®"%* (Figura 20 D). Por lo tanto los
macréfagos endocitan OVA y secretan el péptido OVAZY%4 tilizando una via de
exocitosis insensible a BFA. Las células RMA requieren de exportar moléculas MHC
clas | vacias del RE a la superficie para poder presentar los péptidos secretados al
hibridoma RF3370. Sin embargo las células RMA-S y los macrofagos, poseen

moléculas MHC clase | vacias que les permiten presentar los péptidos secretados sin

requerir de nuevas moléculas vacias provenientes del RE.
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Figura 20. Generacion del péptido OVA 257-264. A) Células RMA, células RMA-S y macréfagos 1C21 activados con IFN-y se
cultivaron con el péptido OVA 257-264 v se utilizaron como células presentadoras para el hibridoma RF3370. B) Macrdfagos [C21
activados con [FN-y se co-cultivaron con células RMA o células RMA-S y 5 mg/ml de ovoalblmina (OVA) durante 18 h
posteriormente se separaron las células RMA, RMA-S y macrofagos y se utilizaron como células presentadoras para el hibridoma
RF3370. C) Los co-cultivas se realizaron igual que en B pero con 50 pM de cloroguina. D) Los co-cultivos se realizaron igual que

en B pero con tug/ml de BFA. Los valores en las gréficas representan la concentracion de IL-2 de los sobrenadantes de cultivos
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§.2. Caracterizacién del compartimiento intracelular donde ocurre la degradacién

de Salmoneila para la secrecion de péptidos.

6.2.1 Aislamiento de vesiculas endociticas de macréfagos infectados con
Saimonella typhimurium.

Con la finalidad de caracterizar el compartimiento que hospeda a Salmonella
dentro del macréfago se infectaron macréfagos IC21 con Salimonefla marcada
radicactivamente con *H-Alanina, *H-Leucina, *H-Valina y *H-Fenilalanina. Después de
cultivarios por una hora se lisaron en condiciones iso-osométicas con un
homogenizador Dounce. El lisado se aplicd sobre un gradiente de densidad lineal
compuesto de Percoil® al 27% {Pharmacia). Posteriormente se evalud activadad de B-
hexosaminidasa y marca radioactiva en cada una de las fracciones provenientes del
gradiente. La densidad de las fracciones se calculé comparando la migracion de
marcadores de densidad en el gradiente de Percoll al 27% centrifugados a la par del
fraccionamiento del lisado de macréfagos (Figura No. 21 Ay B). En la separacion dei
lisado de macrofagos infectados con Salmonella , se encuentran rastros de bacteria en
dos fracciones principales, una localizada en el fondo del gradiente con una densidad
de 1.09 g/ml y ofra fraccion en medio del gradiente cuya densidad es 1.04 g/ml. La
actividad enzimatica de p-hexosaminidasa se encuentra principalmente en la fraccion
de 1.04 g/m! y va disminuyendo en las fracciones de mayor densidad. pB-
hexosaminidasa es una enzima localizada principalemente en lisosomas y endosomas
tardios, por esta razdn los resultado nos indicaron que la fraccidén de 1.04 g/ml
corresponde a un lisosoma y que ia fraccién de 1.09 g/ml corresponde a otro organelo
donde Salmoneffa o fragmentos de esta bacteria se encuentran después de una hora
de infeccion.

Se realizd un fraccionamiento de la mezcla del lisado de macréfagos no

infectados y bacteria marcada para localizar en gue fraccion del gradiente migra
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Figura No. 21. Rastros de Salmonella se localizan en dos compartimientos de diferentes densidades.
A) Macréfagos IC21 activados con IFN-y se infectaron con S. typhimurium 14028 marcada con
aminoacidos radiactivos. Después de la infeccion y una hora de cultivo a 37°C, los macrofagos se lisaron
en medio iso-osmético. El lisado de macréfagos se fracciond en un gradiente de Percoll al 27% y a cada
fraccion del gradiente se le determiné actividad de p-hexosaminidasay radioactividad (Saimonelfa ). B)
Para conocer la densidad de cada fraccion, se realizé la separacion de marcadores de densidad en el
mismo gradiente de Percoll al 27% vy se midié la migracién en milimetros desde el menisco hasta cada
marcador y cada fraccion. Las flechas indican las densidades de las principales fracciones. cpm: cuentas
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Salmonelia no internalizada por los macréfagos (Figura 22). La bacteria no fagocitada
posee una densidad menor de 1.0 g/ml y se localiza en fracciones cercanas al menisco
del gradiente. Por lo tanto la bacleria que detectamos en los gradientes con
macréfagos infectados no corresponde a bacteria libre en el lisado. Sin embargo, no
teniamos pruebas contundentes de que las fracciones obtenidas de la separacién del
lisado de macrofagos realmente fuesen vesiculas. Entonces se decidid analizar por
microscopia electronica muestras de la fraccion de 1.04 g/ml y de la fraccion de 1.09
g/mi, asi como de macréfagos infectados con Salmonella (Figuras 23, 24, 25 y 26). En
la micrscopia electrénica de la fraccion de 1.04 g/ml se observd a Saimoneifa dentro un
organelo circular, es decir una vesicula. Estas vesiculas contenian una o dos bacterias
en cada una de ellas (Figura 23). Por su parte la microscopia de la fraccidon de mayor
densidad (1.09 g/ml) no mostrd organelos, tal vez se fracciond la membrana o este
organello no resiste la fijacion. Sin embargo en esta fraccidn se observan fragmentos
de Salmonella y bacteria muerta. Los macréfagos infectados con Salmonella mostraron
vesiculas similares a las aisidas en el fraccionamiento, es decir vesiculas pequefias
gue contenian una o dos bacterias en cada una (Figura 25) y vesiculas gigantes que

contenian varias bacterias y fragmentos de bacterias (Figura 26).
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Figura 22. Salmonella no fagocitada se localiza en densidades diferentes a los compartimientos
endosomales que poseen B-hexosaminidasa. Macrofagos 1C21 activados con IFN-y se lisaron en
medio iso-osmotico. El lisado de macréfagos se mezclo con 8. typhimurium marcada con amincacidos
radioactivos y se fraccioné en un gradiente de Percoll al 27% . A cada fraccion del gradiente se le
determing aclividad de p-hexosaminidasa y radioactividad (Salmonelia ).

DO: densidad éptica. cpm: cuentas por minuto.



A)

B)

Figura 23. Salmonefia completa se localiza en las vesiculas de 1.04 mg/ml de
densidad obtenidas del fraccionamiento del lisado de macréfagos en el
gradiente de Percoll al 27%. A) Microscopia electronica de la fraccion de 1.4 mg/ml
del lisado de macrdfagos (3um). B) Acercamiento de la foto anterior. Las flechas
indican Salmonelfa vy los triangulos las membranas de las vesiculas (2um).
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A)

B)

igura 24. Fragmentos de Sa/monella se localizan en las fracciones de 1.09 g/ml
e densidad obtenidas del fraccionamiento de lisado de macréfagos en
radientes de Percoll al 27%. A) Microscopia electrénica de la fracciion de 1.09
g/ml del lisado de macrofagos (2um). B) Acercamiento del campo anterior (1um)
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Figura 25. Después de una hora de infeccion, S. typhimurium se localiza dentro
de vesiculas pequefias en macréfagos activados con IFN-y . A} Microscopia
electronica de un macréfago 1C21 activado con IFN-y e infectado con S.fyphimurium
14028 (2uM). B) Aumento de la foto anterior (1uM). La flechas indican el sitio de
aumento de la foto A) mostrado en B).
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igura 26. Salmonella typhimurium se iocaliza dentro de vesiculas grandes en macréfagos
>21 tratados con IFN~y después de una hora de infeccion, Microscopia electronica de un
1acréfago 1C21 infectado con S.typhimurium 14028 (1uM).
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€.2.2 Aislamiento de vesiculas de macréfagos activados y no activados con {FN-y.
La actividad de p-hexosaminidasa en las fracciones de mayor densidad (1.09
g/mi) nos indicé que posiblemente en esa fraccién se encuentre una vesicula
proveniente de los lisosomas o de la via endosomal o bien podria tratarse de la fusién
de varios endosomas. La presencia de dicha “vesicula” en el macréfago podria deberse
a la activacioén con IFN-y 0 a la infeccidon por Salmonelfa, o a ambos estimulos. De
manera que, se aislaron vesiculas de macréfagos tratados con IFN-y y de macrofagos
no tratados (Figura 27). La vesicula de mayor densidad (1.09 g/ml) esta ausente en los
macrofagos no activados con IFN-y. Los macréfagos no infectados pero activados con
IFN-y analizados por microscopia electronica mostrardén grandes vesiculas en el citosol,
lo cual nos indica que estas vesiculas se forman por el estimulo de IFN-y (Figura 28).
Tambien se realizd un experimento en el que se aislaron vesiculas de
macréfagos infectados con Salmonella marcada con aminoacidos radicactivos y muerta
por calor. Las fracciones aisladas de estos macréfagos presentaron el mismo patrén de
dos fracciones con mayor actividad de p-hexosaminidasa. No se detectd radioactividad
proveniente de Safmonella en ninguna de las fracciones provenientes de este lisado
(Figura 27.B). Los resultados nos indicaron que los dos tipos de vesiculas que
obtenemos de los lisados de macréfgos estan presentes en macréfagos activados con
IFN-y y que son independientes de la estimulacion por Salmonella. Los macréfagos no
fagocitan Sa/monella muerta por calor durante 30 minutos de infeccion, por lo cual es
probable que cuando se realiza la infeccidon de macréfagos con Salmonelfa viva, la

bacteria provoca su entrada en los macrofagos.
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Figura No.27 El IFN-y induce la formacion de una vesicula de mayor densidad. A) Macréfagos activados con IFN-y y
no activados se lisaron con medio iso-osmético y el lisado se fraccioné en Percoll al 27%. A cada fraccion del gradiente
se e determiné actividad de p-hexosaminidasa. B) Macrdéfagos iC21 se activaron con IFN-y y posteriormente se
infectaron con S. fyphimurium 14028 marcada con aminoacidos radiactivos y muerta por calor {Salmonella). Después
de la infeccidn y cultivo por una hora, los macréfagos se lisaron y se fraccionaron al igual que en A). A estas fracciones

se les determind radioactividad y actividad de p-hexosaminidasa.



B)

Figura 28. Macréfagos 1C21 tratados con IFN-y poseen grandes vesiculas.
A.B,C y D son macréfagos activados con IFN-y por 48 horas (5um).
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6.2.3. Rastreo de marcadores endosomales en las vesiculas aisladas de
macroéfagos activados con IFN-y e infectados con Saimonelfa.

Para finalizar la caracterizacén de las vesiculas aisladas de los macréfagos
activados con IFN-y e infectados con Salmoneila, fué necesario identificar ia presencia
de marcadores lisosomales o endosomales en estas fracciones. Esto se realizd por
inmuncelectrotransferencia de las fracciones en cuestidn tratando de revelar la
presencia de los siguientes marcadores vesiculares especificos: LAMP1 para
lisosomas; Nramp para lisosomas y endosomas; Rab7 para endosomas tardios; Rab 5
para endosomas tempranos; MHC clase | para vesiculas de exportacién provenientes
del aparato de Golgi y del RE, y receptor de transferrina para vesiculas de reciclaje.

No se contaba con anticuerpos especificos para las moléculas Rab 7, Rab 5,
Nramp y moléculas MHC clase | que pudieran utilizarse para los experimentos de
inmunoelectrotransferencia. Por lo tanto se decidié preparar anticuerpos policionales
contra péptidos correspondientes a regiones intracelulares de estas proteinas. Se
consideré que las regiones intraceiulares son altamente hidrofilicas y por lo tanto de
facil acceso para el reconocimiento de anticuerpos (Tabla 1). Conejos se inmunizaron
con peptidos sintéticos por un peridcdo de seis meses y después de la Ultima sangria los
sueros de estos conejos se titularon por ELISA contra los péptidos (Figura 29). Los
sueros anti clase 1 (Exon 8), anti-Rab 7 y anti Nramp-b reconocieron los péptidos con
los que fueron generados. En inmunoelectrotransferencia con lisados de macrofagos y
macrofagos infectados (figura 30), los sueros anti Exén 8 y anti Rab 7 reconocen a las
proteinas clase | y Rab 7 respectivamente. El suerc anti Nramp no mostré un patrén
consistente en la inmunoelectrotransferencia de lisado de macrofagos, por fo cual no se

utilizé para experimentos posteriores.
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Figura 29. Titulaciéon de los sueros anti-péptido por ensayo de ELISA: Placas de plastico de 96 pozos
(Costar) se recubrieron con 20mg/ml de péptidos en PBS con poly-L-lisina al 2% durante 18 horas a 4 °C.
Las placas se lavaron y bloguearon con leche descremada al 2%. (Sveltes-Nestle) en PBS-Tween (0.5%)y
se incubaron durante 1.5 horas a 4°C. Las placas se lavaron y se les adiciond 100 m! de las diluciones de
los sueros de conejo por duplicado y se incubd la placa a temperatura ambiente por 1.5 horas. La presencia
de anticuerpos se reveld con suero de burro anti-conejo marcado con peroxidasa.
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Figura 30. Evaluacion de la reactividad de sueros de conejo anti Rab 7 y anti
Exén 8. Lisados de macréfagos 1C21 se analizaron por inmunoelectrotransferencia
utilizando los sueros de conejo anti Rab7 y anti Exon 8 en las diluciones indicadas.
Muestra 1:Macrofagos Muestra 2: Macréfagos infectados con S.typhimurium.
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Las fracciones principales del gradiente del lisados de macréfagos tratados con
IFN-y y no tratados con IFN-y, fraccién de 1.04 g/ml (No.2), 1.09 g/mi (No.3) y una
fraccién menor de 1g/ml (1) se separaron en electroforesis SDS-PAGE. Posteriormente
se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa y estas membranas se probaron
con los diferentes anticuerpos a las diluciones indicadas en ia Tabla 2.

El anticuerpo anti receptor de transferrina reconoce una banda de 80 kD en el
lisado de macréfagos activados y no activados con [FN-y. Sin embargo este anticuerpo
no mostro reactividad contra las fracciones del lisado de macréfagos tratados o no
tratados con IFN-y obtenidas de la separacion con Percoll al 27% (Figura 31). Los
resultados sugieren que las fracciones aisladas no contienenen vesiculas de reciclgje.
Tambien es sefial de que en la fraccion de menor densidad no se detectan fragmentos
de membrana ceiular.

En los macréfagos tratados con IFN-y se detecté una banda correspondiente a
LAMP1 en la fraccion intermedia (1.04 g/ml) y de alta densidad (1.09 g/mi), mientras
que en macrofagos sin IFN-y solo se detecta LAMP1 en la fraccion intermedia (Figura
32). La presencia de B-hexosaminidasa en la fraccidn intermedia sugiere que esta
vesicula es un fisosoma, y probablemente la fraccion de mayor densidad es otro
compartimento.

El anticuerpo policlonal anti-Rab 7 reconoce una banda de 25 kD en el lisado de
macrofagos activados y no activados con IFN-y. Sin embargo, solamente se detectd la
presencia de Rab 7 en la fraccidn intermedia y de mayor densidad, provenientes del
lisado de macrofagos activados. Los macréfagos no activados mostraron una banda
similar a Rab 7 unicamente en la fraccién intermedia (Figura 33). El anticuerpo
policional anti Rab 7 revelé una banda de aproximadamente 14 kD en el lisado de
macrofagos, en ta fraccién intermedia y en la fraccidn de mayor densidad. Esta banda
inespecifica nos sirvié de referencia para confirmar la cantidad de proteina analizada

en cada fraccion.
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Figura 30. Las fracciones del lisado de macréfagos no contienen receptor de transferrina. Las fracciones
principales de la separacion vesicular de macrdfagos tratados con IFN-y vy no tratados se lisaron con 1% de SDS
{(descrito en Material y Métodos). Posteriormente las proteinas de estas fracciones se separaron por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en un gel de 7.5% de acrilamida. Las proteinas se transfirieron a papel de
nitrocelulosa v ia presencia de receptor de transferrina se reveld con el anticuerpo monoclonal C2F2. M0: lisado de
macréfagos previo al fraccionamiento. 1. fraccién de menor densidad, 2. fraccion de 1.04 mg/mi densidad intermedia y
3. fraccion de mayor densidad de 1.091 mg/ml.
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Figura 31. Lamp 1 esta presente en las fracciones de 1.04 g/ml y de 1.09 g/ml provenientes de macrofagos
activados con IFN-y, Las fracciones principales de la separacién vesicular de macréfagos tratados con I[FN-y y
no tratados se lisaron con 1% de SDS. Posteriormente las proteinas de estas fracciones se separaron por
electroforesis (SDS-PAGE) v se transfirieron a papel de nitrocelulosa. La presencia de receptor de Lamp 1 se
reveld con el anticuerpo monoclonal 1D4B. MO: lisado de macréfagos previo al fraccionamiento. 1. fraccion de
menor densidad, 2. fraccion de 1.04 mg/ml densidad intermediay 3. fraccién de mayor densidad de 1.091 mg/ml.
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Figura 32. Rab7 esta presente en las fracciones de 1.04 g/ml y de 1.09 g/ml provenientes de macréfagos
activados con IFN-y. Las fracciones principales de la separacién vesicular de macréfagos tratados con iFN-y vy no
tratados se lisaron con 1% de SDS. Posteriormente las protefnas de estas fracciones se separaron por
electroforesis (SDS-PAGE) v se transfirieron a papel de nitrocelulosa. La presencia de receptor de Rab 7 se reveld
con el anticuerpo policlonal anti Rab7 producido en conejo. MO: lisado de macréfagos previo al fraccionamiento.

1. fraccién de menor densidad, 2. fraccion de 1.04 mg/ml densidad intermedia y 3. fraccién de mayor densidad de
1.081 mg/mi.



Es decir, la ausencia de Rab 7 en la fraccién de mayor densidad detectada con el
anticuerpo policlonal no se debe a |a falia de muestra en la membrana de nitrocelulosa.

Con la finalidad de rasirear compartimientos provenientes del la exocitosis del
aparato de Golgi y RE, las fracciones del lisado de macréfagos, se revelaron por
inmunoelectrotransferencia con el anticuerpo anti Exén 8. Este anticuerpo reconoce un
péptido de la regidn carboxilo terminal de todos los alelos de las molécula MHC clase |,
el cual esta localizado en la parte intracelular. Los macréfagos activados con IFN-y
mostraron la presencia de moléculas clase | en la fraccidén intermedia y de mayor
densidad. A la fecha no se ha reportado que lisosomas o endosomas contengan
moléculas MHC clase |. Probablemente la activacidn por IFN-y esté induciendo fa fusion
de vesiculas de exocitosis con lisosomas y endosomas; y como resultado de esta

fusion se forme la vesicula de mayor densidad.
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Figura 33. Moléculas MHC cilase | se encuentran en la fraccion de 1.09 g/ml proveniente de macrofagos
activados con [FN-y. Las fracciones principales de la separacion vesicular de macréfagos tratados con [FN-y se
lisaron con 1% de SDS. Posteriormente las proteinas de estas fracciones se separaron por electroforesis (SDS-
PAGE) vy se transfirieron a papel de nitrocelulosa. La presencia de receptor de moléculas MHC clase | se revelo
con el anticuerpo policlonal Exon 8. M0: lisado de macréfagos previo al fraccionamiento. 1. fraccion de menor
densidad, 2. fraccién de 1.04 mg/ml densidad intermedia y 3. fraccién de mayor densidad de 1.091 mg/mi.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

7.4. ElIFN-y confiere resistencia al control de la multiplicacién de Salmoneila ¢
induce la secrecion de péptidos de clase | del material fagocitado.

El IFN-y se describid originalmente como el factor activador de macréfagos vy es
indispensable para potenciar diversas actividades de los macréfagos. Induce el
incremento de fagocitosis, la expresion de receptores en la membrana extracelular y la
produccién de agentes bactericidas y bacteriostéticos. En los experimentos de este
trabajo, macréfagos de la linea celular iC21 tratados con IFN-y presentaron un aumento
en al expresion de clase | y CD40 en los macréfagos (figura 3). Es interesante sefialar
que la expresion de clase | y CD40 no se induce en macrdfagos no tratados con {FN-y
pero infectados con Salmonelfia. Lo cual sugiere que el LPS no promueve la expresién
de CD40 durante la infeccion de las condiciones de cultivo, a diferencia de lo que se ha
reportado para sistemas similares con células dendriticas. Por otra parte el efecto
aditivo de ambos estimulos, primero IFN-v y después la infeccidon con Salmonella
incrementa clase | y CD40 lo cual sugiere que el IFN-y prepara la maquinaria de
sefalizacion del macréfago para responder al LPS. Recientemente se reporto el primer
analisis comparativo de RNAm de los genes de macrdfagos RAW264.7 tratados con
IFN-y y no tratados con IFN-y e infectados con Salmonelfa typhimurium (109). Entre los
genes que se inducen al tratamiento con IFN-y se encuentran factores de transcripcién
tales como fosB, |-xBa, I-xBb, NF-xb, C-EB y Stat 5. Esta induccidén de genes no se
observé en ratones no tratados con IFN-y e infectados con Salmoneffa. Sugiriendo quee
gue el IFN-y provee la sefial primaria requerida para una respuesta rapida en el
segundo reto con LPS.

Los macrofagos pueden secretar IFN- y después del contacto con LPS pero en
concentraciones minimas, razon por la cual requieren de IFN-y proveniente de linfocitos
T o células NK. Durante la infeccidbn en el ratén, es probable que macrofagos de
ratones susceptibles secreten |L-18 tardiamente y no activen a células NK productoras
de IFN-y (110). De manera que en la espera de la respuesta especifica, los

macrofagos sucumban ante ia infeccion por Salmonelia.
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El efecto que observamos en macrofagos activados con IFN-y es que pueden
secrefar peéptidos al medio exiracelular det material fagocitado. Estos péptidos que
secretan se unen a moléculas clase | vacias de los macréfagos o de células vecinas.
En nuestro sistema experimental el material fagocitado fué Salmonella v con los
experimentos de inmunoprecipitacidon de clase | de RMA-S co-cultivadas con
macréfagos infectados corroboramos que parte de los péptidos eluidos provienen de la
bacteria marcada radicactivamente.

La dificultad de revelar la presencia de la actividad secretora de los macrofagos
sugiere que no es una via principal de procesamiento sino un alternativa para lidiar con
antigenos exdgenos en una situacién de inflamacion. De manera que la secrecion de
péptidos proveniente de material propio no genera respuesta de linfocitos citotdxicos
pero en presencia de un agente externo (infeccién bacteriana o viral) los péptidos del
material exdgeno compiten con los de material enddgeno por moléculas vacias. Por lo
tanto, la saturacion de macrdfagos con bacteria representa el Gnico caso donde los
macrafagos estarian secretando mayoritariamente péptidos bacterianos.

7.2, LLa vesicula que contiene al material fagocitado contiene enzimas lisosomales
que generan parte de fos péptidos secretados.

Los inhibidores de actividad proteolitica lisosomal, cloruro de amonio vy
leupeptina en nuestro sistema experimental disminuyeron parciaimente la secrecion de
péptidos en los macrdfagos activados con [FN-y. Lo cual nos sugiere gue algunos de
los péptidos de secrecion son generados por proteasas similares a las presentes en los
lisosomas. Existe la posibilidad de que ofras enzimas gque funcionen a pH neutro
tambien esten involucradas en este proceso. Los macrofagos activados con IFN-y
secretan una serie de proteasas que normalmente actian al exterior del macrofago, es
decir en un ambiente de pH no lisosomal. En este grupo se encuentran la métalo-
elastasa, la metalo proteinasa 1 (MMP1), la gelatinasa A y B (matriz metalo-
proteinasas), la colagenasa tipo 1V y el activador del plasminogeno (7). Probablemente
alguna de estas enzimas este involucrada en la generacion de los péptidos dentro de la
vesicula que contiene a Salmonella. Sin embargo para que esto pudiese ocurrir la

vesicula de exportacion de estas enzimas deberia fusionarse con el fagosoma
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conteniendo Salmonella. La cloroquina inhibe la secrecion de péptidos en macréfagos
infectados con Salmonella L. T2 y Pho P-, las cuales son menos virulentas que la cepa
14028. De hecho el macrdéfago resiste mayores dosis de infeccion con las cepas LT2y
Pheo P- que con la cepa 14028. Una posible explicacion es que la cloroguina sea toxica
para estas dos cepas e inhiba la multiplicacion bacteriana y por lo tanto la fuente de
antigenoc. La segunda explicacién es que S. typhimurium 14028 genera mucho mas
peptidos que no fueron inhibidos en las condiciones del ensayo.

BFA es un inhibidor que provoca la fusién del aparato de Golgi con el reticulo
endoplasmico (RE) evitando ia exportacidn de proteinas de! RE hacia la membrana
externa. Sin embargo este inhibor no altera la movilidad de las vesiculas de reciclaje ni
los endosomas ya formados en la celula (111). El mecanismo de inhibicon de BFA
consiste en evitar la interaccién de proteinas que unen GTP, llamadas factores de
ribosilacidon dependientes de ADP (ARF), con [a membrana del Golgi. La ARF
asociada a GTP provee la energia necesaria para que proteinas abrigadoras o
“coatomer proteing” provenientes del citosol se unan a ia membrana del Golgi y
provoquen la formacion de las vesiculas que migran del Golgi a la superficie
extracetular o de regreso al RE y este transporie en general mantienen al Golgi como
organello independiente (112). Existe una familia de moléculas ARF y su distribucion es
vesicula-especifica. En los experimentos con macrofagos infectados con Salmonelfa y
tratados con BFA existe un incremento en la secrecion de péptidos. Lo cual nos sugiere
que la vesicula que contiene Salmonella se fusiona con la membrana externa vy libera
los péptidos a la superficie. Algunas vesiculas de reciclaje que poseen ARF6 son
insensibles al tratamiento con BFA y probablemente [a vesicula que contiene los
péptidos de Salmonella posea ARF6 (113).

7.3 Linfocitos T citotdxicos reconocen los péptidos secretados

Células co-cuitivadas con macrofagos infectados son reconocidas vy lisadas por
linfocitos provenientes de ratones infectados con Salmonelfa . L.o cual nos sugiere que
los mismos epitopos son generados durante la infeccién en el raton. La respuesta de

linfocitos CD8& no se ha definido completamente en la infeccion de S, typhimurium en
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ratones, no se conocen los antigenos ni los epitopos que estos linfocitos CD8
reconocen.

Cuando se utilizd OVA como antigeno, los macrofagos secretaron el péptido
257-264 a diferentes dosis de OVA y cuando se cultivaron con cloroquina y BFA. En
estos experimentos las células RMA fueron las mejores receptoras de los péptidos
secretados y las menos sensibles al efecto de cioroquina.. No se conoce cual es la
proporcidn de moléculas vacias en los diferentes tipos celulares en tejidos ni cual es la
importancia de las moléculas vacias en cada tipo celular.

7.4. Compartimientos celulares

Salmonella penetra a los macréfagos al provocar la formacidn de largas
invaginaciones en la membrana extracelular o “rufles”, los cuales se cierran en los
extremos formando fagosomas gigantes. Estos fagosomas adquieren grandes
cantidades de liquido y a Salmonelia por lo cual a2 esta manera de engullir material
externo se le ha llamado macropinocitosis y no fagocitosis de Saimonella (114). Ei
macropinosoma se fusiona con otros endosomas y evita la fusidon con iisosomas,
aparentemente la vesicula que contiene Salmonella adguiere el marcador Rab5 (115) y
permaneace como endosoma de reciclaje {(116).

En este trabajo aislamos y caracterizamos vesiculas de macréfagos activados
con IFN-y e infectados con Salmonelia . Del fraccionamiento celular realizado en Percoll
al 27%, encontramos dos tipos de vesiculas. Una de densidad 1.04 y otra de 1.091g/ml,
estas densidades son las reportadas para lisosomas y endosomas. La actividad de p-
hexosaminidasa esta directamente relacionada con los lisosomas, por lo cual creemos
que la fraccion intermedia corresponde a un lisosoma. Salmonella se distribuye en
ambas vesiculas y aparentemente hay dos patrones de distribucion, en las vesiculas
ligeras hay una bacteria por vesicula y en las de vesiculas pesadas hay varias
bacterias por vesicula. Cabe sefialar que los macréfagos activados con IFN-y poseen
esta vesicula de alta densidad y no esta presente en los macréfagos no infectados.

El rastreo de marcadores por inmuncoelectrotransferencia muestra que en
macrofagos tratados con IFN-y las dos vesiculas poseen Rab 7 y LAMP1 pero no

contienen receptor de transferrina y la vesicula de mayor tamano posee moléculas
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clase |. Esto nos hace pensar que la vesicula de mayor densidad sea el resultado de la
fusién de varios endosomas con lisosomas. En los macréfagos sin [FN-y no detectamos
la vesicula de mayor densidad ni la presencia de Rab7 o LAMP1. El IFN-y provoca la
fusidn de endosomas con lisosomas y durante la infeccion de Salmonelfa, se puede
provocar la fusion fagolisosomal y la destruccidn bacteriana (117). Es claro en las
microscopias que la bacteria viva reside en las vesiculas pequefias y solo observamos
bacteria muerta o restos de bacteria en las vesiculas de alta densidad que poseen
Rab7 y Lamp 1.

La presencia de esta fusién de vesiculas enriguece el contenido de proteasas
gue podrian estar generando los péptidos de secrecion; y probablemente de esta
vesicula emigren exosomas que secreten los péptidos. En un estudio de macréfagos
humanos tratados con IFN-y se ha observade por microscopia electronica la formacion
de lisosomas perinucleareas que no aparecen en macréfagos tratados con IL-4, IL-13 o
no tratados (118).

8. REPERCUSIONES.

Indiscutiblemente el mecanismo de secrecion péptidos inducido por IFN-y podria
tener repercusiones en los procesos inflamatorios que ocurren en los tejidos.
Macrofagos vy células dendriticas fagocitan células muertas por apoptosis o por
necrosis (119). Las celulas muertas por apoptdsis no generan respuesta antigénica, es
decir hay tolerancia cuando se presentan autoantigenos de celulas muertas por
apoptosis. Sin embargo las células muertas por necrosis despiertan respuestas
inmunes (120). Los macrdfagos activados con IFN-y probablemente estén participando
en estos mecanismos de respuesta y tolerancia involucrados con la ingestion de
células muertas.

Los principales problemas en la respuesta de linfocitos T CD8+ contra tumores
es la generacion de péptidos clase | de antigenos tumorales y la activacion de
linfocitos T CD&+ considerando las condiciones de tolerancia inmunologica establecida
para antigenos propios. Se ha reportado que monocitos tratados con IFN-y expresan
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) y adguieren la habilidad de matar

celulas tumores (121), por lo tanto los antigenos tumorales tendrian la posibilidad de
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Rab7 y Lamp 1.

La presencia de esta fusion de vesiculas enriquece el contenido de proteasas
que podrian estar generando los péptidos de secrecién: y probablemente de esta
vesicula emigren exosomas que secreten los péptidos. En un estudio de macrofagos
humanos tratados con IFN-y se ha observado por microscopia electronica la formacién
de lisosomas perinucleareas gue no aparecen en macréfagos tratados con iL-4, IL-13 0
no tratados (118).

8. REPERCUSIONES.

Indiscutiblemente el mecanismo de secrecion péptidos inducido por IFN-y podria
tener repercusiones en los procesos inflamatorios que ocurren en los tejidos.
Macréfagos y células dendriticas fagocitan células muertas por apoptosis o por
necrosis (119). Las células muertas por apoptdsis no generan respuesta antigénica, es
decir hay tolerancia cuando se presentan autoantigenos de células muertas por
apoptosis. Sin embargo las células muertas por necrosis despiertan respuestas
inmunes (120). Los macréfagos activados con IFN-y probablemente estén participando
en estos mecanismos de respuesta y tolerancia involucrados con la ingestion de
celulas muertas.

Los principales problemas en la respuesta de linfocitos T CD8+ contra tumores
es la generacion de péptidos clase | de antigenos tumorales y la activacién de
linfocitos T CD8+ considerando las condiciones de tolerancia inmunologica establecida
para antigenos propios. Se ha reportado que monocitos tratados con IFN-y expresan
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) y adquieren la habilidad de matar

celulas tumores {121), por lo tanto los antigenos tumorales tendrian la posibiiidad de
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ser presentados por clase | a través del mecanismo descrito en este trabajo e iniciar la
activacion de linfocitos T CD8". A este respecto, cepas atenuadas de Salmonella
transfectadas con proteinas antigénicas de Plasmodium o Leishmania se han estudiado
como posibles candidatos a vacunas para uso en humanos. Saimonelfa podria servir
como acarreador de proteinas tumorales.

9. PROPUESTAS PARA EL FUTURO.

Probablemente algunos de los factores de transcripcién que es inducido por el
IFN-y promuevan la expresiéon de proteasas que radican en los lisosomas o vesiculas
de secrecion, las cuales podrian participar en el la generacion de los péptidos de
secrecion.  Un experimento interesante serid buscar RNAmM de catepsinas vy
proteosomas en macrofagos tratados con IFN-y y contrastar con los macréfagos no
tratados con la finalidad de localizar alguna proteasa nueva en estos macréfagos.

Seria interesante medir receptores para LPS en macrofagos tratados con IFN-y y
ver la influencia en la sefalizacion que hace a los macrofagos mas sencibles a LPS
(fosforilacidn de proteinas intraceluiares).

El aspecto que ha quedado sin resolver es determinar si macréfagos cargados
con péptidos de Salmonella inducen respuesta de linfocitos T CD8” citotdxicos en un
sistema in vivo. Seria interesante transferir macréfagos tratados con IFN-y e infectados
con Salmonella a ratones y evaluar respuesta citotoxica contra células co-cultivadas
con macroéfagos infectados o con los mismos macrofagos.

A nivel celular se requiere caracterizar los compartimientos de macrofagos
tratados y no tratados con IFN-y realizando experimentos de inmmunogold de los cortes
de macrdfagos para microscopia electronica utilizando anticuerpos dirigidos contra
marcadores lisomales y endosomales. Tambien seria interesante estudiar la cinética de
fusion durante 1a activacion con IFN-y  al igual que el pH de las vesiculas.

Para conocer en donde se generan estos péptidos secretados in vivo e in vitro
se podria rastrear el atigeno con proteinas conjugadas a fluorocromos por ejemplo
OVA-FITC o utilizando Salmonelfla transformada con GFP (proteina verde
fluorescente).
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con macroéfagos infectados o con los mismos macrofagos.
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de macrdfagos para microscopia electronica utilizando anticuerpos dirigidos contra
marcadores lisomales y endosomales. Tambien seria interesante estudiar la cinética de
fusion durante la activacién con IFN-y al igual que el pH de las vesiculas.
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fluorescente).
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Durante la infeccién de Salmonella en el ratdén no se conoce en donde inicia la
respuesta de linfocitos T CD8”. Un experimento interesante seria marcar linfocitos
CD8" ,de ratones no infectados , con CFSE (5,6-carboxi-succimidil-fluorescein-ester) y
transferirlos a ratones infectados con Salmonelia typhimurium. Posteriormente evaluar
la proliferacion de linfocitos CD8+ (se observa la pérdida de CFSE en cada divisidn
celular) en bazo, ganglios mesentéricos, ganglios inguinales e higado. Con base en
estos resultados, se evaluarian el estado de activacion de los linfocitos T CD8+ que
estan proliferando asi como el patrén de citocinas. Finalmente se evaluarian
poblaciones de macrdfagos en los sitios de proliferacion especifica.
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Macrophages present exogenous antigens by class I major histocompatibility
complex molecules via a secretory pathway as a consequence of interferon-y
activation

NATALIA MARTIN-OROZCO,*; ARMANDO ISIBASH & VIANNEY ORTIZ-NAVARRETE? *Unidad de Investigacion
Medica en Inmunoguimica, Hospital de Especialidades, Centro Medico Nucional SXXI Instituto Mexicano del Seguro Soctal,

Mexico, and t Departamento de Biomedicing Molecidar, Colonia San Pedro Zacatenco, Mexico

SUMMARY

Macrophages can process and present eXOgenous antigens on major histocompatibility complex
{MHC) class I molecules through an alternative mechanism involving the internalization of antigens
and the secretion of peptides loading MHC class I molecules at the cell surface. In this paper, we
found that interferon-y (IFN-v) -activated macrophages infected with Sakmoneiln typhinurum
secreted peptides able to load empty MHC K" molecules on co-cultured TAP-2-deficient RMA-S
cells. added as targets for peptide loading. The increase n class I K® on the RMA-S cells, resulting
from the macrophage-derived peptides. exhibited a comparable stability as the direct addition of
an exogenous K®-binding peptide (OVA™7 %) to the RMA-S cells. In both cases, the KP complexes
were stable for at least 3 br after separating the RMA-S cefls from the macrophages. The endosomal
inhibitors. leupeptin and ammonium chloride, did not inhibit the release of peptides and the
increase in K® staining on the RMA-S cells in the co-culture systems. Brefeldin A also had no ef fect.
P215 cells previously co-cultured with Saimonelfa-infected macrophages became targets for
cytotoxic T Iymphocytes 1solated from Salmenella-infected BALB/C mice. Taken together, our data
suggest thai 1FN-y-activated macrophages process exogenous antigens in an intracelfular
compartment where serine proteases generate peptides released to the external environment for
loading empty MHC class | molecules at the cell surface. This TAP-independent mechanism for the
MHC class 1 presentation may be involved in priming cytotoxic T lymphocytes agamst intracellular

pathogens i vivo.

INTRODUCTION

Macrophages are the host cell of Salmonefla and the mam site
for bactenal proliferation and survival during an infection.’
The ability of the macrophages to kill Sefmonells during early
infection determines the outcome of the discase.” Interferon—y
(IFN-y) potently stimulates a number of macrophage effector
activities, includmg receptor expression. phagocytosis, antigen
presentation and oxidative and nitric oxide (NO) burst.?
During Salmoneilla nfection, ITFN-y greatly strengthens the
capacity of macrophages to clear circulating bacteriz and
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present bacterial anfigens to T cells.? Another quality of
macrophages is their ability to present exogenous antigens on
major histocompatibility complex (MHC) class I molecules in
order to activate CD8* T celis.’ Macrophages can use the
classical TAP (transporter associated with antigen processing)
~dependent endogenous pathway, or a pathway involving the
release of antigenic peptides into the external media.® In
the classical pathway, soluble exogenous antigens entering the
cytoplasm are processed by the proteasome complex into
peptides like other cytosolic proteing,” Here, the dimer of
TAP transports the peptides generated in the cytosol into the
endoplasmic reticulum lumen, where loading of the peptide
ont class I MHC occurs via bridging with tapasin.™ After
the peptide-heavy chain-p; microglobulin (Bzm) complex is
assembled. 1t is transported to the cell surface. This mechanism
is greatly reduced 1 macrophages from TAP-deficient mice
and is inhibited in pormal bone marrew macrophages by
brefeldin A (BFA) and proteasome inhibitors 7 Nevertheless,
TAP-1-defictent macrophages can process Escherielua coli,
Seatmonelly tpphinurium, or polystyrene beads contwnmng the
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OVA(257-264) epitope for presentation on K"'% TAP-
|-deficient macrophages can also present peptides from the
recombinant glycoprotein and nucleoprotein of lymphacytic
choriomeningitis virus and the nucleoprotein of vesicular
stomatitis virus on their MHC class I, suggesting that alter-
native TAP-independent presentation pathways exist."!

The pathway leading to secretion of antigenic peptides by
macrophages invoives sequestration of the internalized antigen
in the phagosome; here peptides from the internalized material
can be generated and then released to the surface to load empty
MHC dlass T molecules, This pathway has been found to be
resistant 1o BFA and 10 proteasome ihbitors.™'*'> Empty
class 1 molecules can be loaded externally with natural or
synthetic peptdes. They can also be stabilized with f.m
found in the serum.'*'® In this secretory pathway it is unclear
exactly where antigen degradation takes place, and whether
the reteased peptides are the same as those generaied by pro-
teasomes. Another uncertainty is whether the released peptides
can be loaded into empty class 1 MHC on neighbouring cells
or 1n the same cell inside endosomes.

In the study presented here, we provide evidence for the
participation of 2 release pathway in the generauon of peptides
from internalized Sulmonella typhinmurium, Our results suggest
that when macrophages are activated by IFN-y and infected
with Salmonella typhimurium they are able to secrete pepuides
from phagocytosed material that load empty class I molecules
on the surface of the macrophage or on neighbouring cells. The
previously empty molecules loaded with the secreted peptides
were stable on the surface of the cells for several hours and
were recognized by antigen-specific cytotoxic T cells previously
primed in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Mice
Fesmnale BALB/c muce (8—12 weeks old) were obtained from
the Mexican Cluldren’s Hospital (Mexico City, Mexico).

Bacteria

Saimonella typlimurnen strain LT2 was donated by Dr C.
Alpuche (Experimental Medicine, UNAM. Mexico City,
Mexico). The bacteria were grown in brain-heart infusion
(Difco, Detroit. MI) for 3 hr at 37 unti} they reached log-
arithmic phase and were washed twice with phosphate-buffered
saline (PBS) before the infection.

Cells

Dr G. J. Hammerling {German Cancer Rescarch Centre,
Heidelberg, Germany) donated RMA-S znd RMA cells.'”
IC21 macrophages (H-.’l}’)\]s J774 macrophages (H—Zd‘),’q PE15
mastocytoma (H-2% and L929 fibroblast (ATCCCL-1) were
all obtained from the Amencan Type Culture Collection
(ATCC. Rockville, MD). The L-1210 cells were donated by Dr
Cesar Gonzalez (Hospital La Raza, Mexico City). All celis
were grown in REMI-1640 supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS), 50 um 2-mercaptoethanol, 2 mum L-glutamine
and 1 my sodium pyruvate (Gibco-BRL, Long Island, NY)
without aotibtotic. The designation. RP-10, refers to the
media mentioned above. Gentamyein (at 20 pg/ml; Boehringer
Mannheim. Mexico City} was azdded to the infected macro-
phages to control the growih of exiracelinlar bacteria.

Antibodies

Y3 hybridoma {anti-K"! was donated by Dr G. J. Hammer-
ling and M1/70-15.11.5 hybridoma (ant-Mac-1} was obtained
from ATCC. Hybridomas were grown i RP-10 with
antibiotics (100 wg/m! streptomycin and 100 U/ml penicillin
(3). The motaclonal antibody (mAb) Y-3 was affinity-purified
in a Protein A-Sepharose column (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) and was confugated to biotut using
Sulpho-N-hydroxysuccinimide-Biotin (Pierce. Rockford, IL)
in carbonate buffer according to the manufacturer’s instruc-
tions. Strepiavidin-phycoerythrin (PE) conjugate, goat anti-rat
antibody-fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugate and goat
anti-mouse antibody-FITC conjugate were purchased from
Gibeo-BRL.

Peptides

Salmenella peptides were obtained from an extraction of
total membrane and cytosolic proteins™ treated with 1%
trypsin &s described by Moore ¢f 4. OVA peptide 257-264
(SITNFEKL) was synthesized by solid-phase Frnoc-peptide
synthesis in an ABI 430-A automated synthesizer {Applied
Biosystems Inc., Foster City. CA) and purified by reverse-
phase high-performance liquid chromatography in a Cl8
column (Millipore, Bedford, MA).

Muacrophage infection and RMA-S co-cultures

In order to activate macrophages, 2x 10° 1C21 or I774
maerophages were cultivated for 48 hr in 12-wekt Costar plates
{Fisher Scientific, Pittsburgh, PA} with 20 Ulmi of IFN-y or
20% of L-1210 supernstant (containing IFN-v} in antibiotic-
free medium. The macrophages were gently washed to remove
the IEN-v from the media and to eliminate any dead cells. The
muacrophages were then infected by adding a ratio of 100
bacteria (LT2 strair) per macrophage and the plate was
centrifuged at 1000 g for 5 min at room temperature.” The
plates were incubated for 30 min at 37°, and the extra celiular
bacteria were removed by four washes with warm PBS. RMA-5
cells were then added to the macrophage monolayer at a ratio
of 1:1. The co-culture was incubated in RP-10 supplemented
with 20 ugiml gentamycin (RP-10-gentamycin} at 37° for
18 br. Foliowing the incubation period, RMA-S cells were
harvested and washed with PBS before immuno-staining.

Co-cultures n the presence of inkibitors

IFN-v-activated macrophage monolayers were treated with
1 s of leupeptin (Bochringer Mannheim, Mexico City) or
20 mm of ammomum chloride (Sigma-Aldrich., $t. Lows, MI)
for 30 min at 37 before infection with Saimonella. Al other
procedures were performed as described above, except that
more leupeptin and ammonium chioride was added with the
RMA-S cells to keep the endosome inhibitor concentration
constant during 18 hr of incubation time. As control, cells were
incubated for 18 hr with the inlubitors at the same concentra-
tion. BFA (Boehringer Mannheim) was added to the final
co-cultures with RMA-S celis where indicated, at a final
concentration of [ ug/ml. RMA-S control ceils were incubaled
under the same condittons as described above.

Fleny cytometric analysis
MHC class I K" molecules were stamed on the surface
of RMA-S and 1C21 cells using biotin-conupated Y3
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mAb and counter-stamned with streptavidin-PE conjugate.
Contaminating macrophages in the RMA-S samples were
stained with mAD Mac-1 and revealed with » FITCconjugated
goat anti-rat antibody. Cells were analysed using & FACScan®
cytometer and Lysis 1% software (Becton Dickinson,
Mountasn View, CA). Dead cells were dstected using pro-
pidium iodide (Sigma-Aldrich} and were gated out during the
analysis.

Salmoneila labelling and immuneprecipitation of K" molecules
Sabmonella ryphiurivm LTZ was grown in M9 medinm and
fobelied with ‘H-labelted leucine, “H-labelied alanine, “H-
labelled valine and ‘H-labelled phenylalanine (NEN Life
Science. Boston, MA) for 1 hr. After three washes with PBS,
the labelled bacteria was used to infect 1x 107 IC21 macro-
phages followed by co-culture with RMA-S in RP-10-genta-
mycin as described above. After an 18-hrincubation period. the
RMA-S cells and the macrophages were harvested and fysed
with 50 mm Tris—=HCI pH §-0. 1% Nonidet P-40, 150 mw NaCl,
1 mm ethylenediamine tetraacetic acid. 1 mm phenyimethylsul-
phonyi fluoride, leupeptin and aprotonin. K® class T MHC
protem was immunoprecipitated using Y3 mAb (20 ug)y We-32
was used as an irrelevant mAb centrol. The peptides were
eluted from the complexes using 10% acetic acid and boiling
for 2 mun. The released K® peptides were separated from
the MHC protein by filtration using Centriprep-10 (Millipoe).
and the amount of radioactivity was determined using a
B-scintillation counter (Beckman Instruments, Irvine, CA).

Cyrotoxic T beimphocyte assay

BALB/ mice were sublethally infected with Sabnonella
typhimuriun LT2 (10 bacteria/mouse injected intraperitoneally
every 10 days for 1 month). Spleens were harvested and
isolated splenocytes were stimulated with 100 ug/ml of
Suimenella peptides for 3 days in vitre. P815 cells co-cultivated
for 18 hr with Saimonellrinfected IC21 macrophages were
used as cytotoxic T lymphocytes {CTL)targetsina 3 ¢Crorelease
assay.” Target cells (1 x 10" cells) were incubated for 4 hr with
different sumbers of CTL effectors in 96-well round-bottom
plates, in 2 final volume of 200 uliwell of complete medivm.
Supernatants were harvested mechanically using a supernatant
collection system (Skatron Instruments. Sterling VA). Super-
natant radioactivity was measured in a gamma-counter
(Beckman Instruments). Per cent specific release was calculated
from the mean of triplicate cultures according to the
following formula: % specific release=100x [(experimental
release —spontaneous release){maximal release - spontaneous
released].

Sratistical analysis

The mean Auorescence channel of RMA-S cells from infected
and non-infected macrophages was compared by non-para-
metric Wilcoxon signed-rank test for paired samples using
SPPSS 90 statistical software.

RESULTS

Macrophages secrete peptides that load empty class IK*
molecules

We determined whether IFN-y-activated macrophuges were
able to secrete peptides into the external medim. After 48 hir

. 200] Blackwell Smenee Lid, fmmuarology. 103, 4148

of activation with IFN-v, the IC2] cells were washed to remove
any free IFN-y and RMA-S cells were added and incubated
with the washed macrophages for 18 hr. Class 1 K® molecule
expression on the surface of the RMA-S cells was then
determined by indirect immunofluorescence using the Y3 mAb
{recognizing only peptide-loaded K" molecules). As seen in
Fig. 1{a), co-cultures with Sahbmonella-infected macrophages
increased the expression of detectable K® complexes on the
RMA-S cells [mean fluorescence channel (MFC) of 150
compared to & MFC of 17 on RMA-S cells alone]. Any
contaminating macrophages (Mac-1 and K double-positive
stained cells, Fig. ib. quadrant 3 of each dot plot) within the
RMA-S samples were excluded from the analysis. Interestingly,
co-culture with non-infected. 1FN-v-activated macrophages
also increased RMA-S surface K" expression but not to the
same extent as when the macrophages were previously infected
with Sabronella. As seen in Fig. 1(c), this up-regulation of K®
on RMA-S cells showed some variation, probably due to the
efficiency of Safimonella infection bstween expetiments. How-
ever, according to statistical analysis using the non-parametric
Wilcoxon sest for paired samples, in fact IFN-y-activated
Salmonella-mfected macrophages secreted more peptides than
the IFN-v-activated non-infected macrophages (£=0-012). Neo
increase in K" expression was observed when RMA-S cells
alone were incubated with bacteria (data not shown). As a
control. macrophages were fixed with formaldehyde immedi-
ately after the infection with Salmonella; under these conditions
no increase in KP staining in RMA-S cells was found (data ot
shown). Thus, macrophages co-cultured with RMA-S cells
induced an increase in class I MHC K® molecule expression on
the RMA-S celis, especially after bacterial infection, suggesting
that peptides secreted from the macrophage load empty class I
melecules on neighbouring cells.

Tr order to determine whether the increase in K" staining
on RMA-S cells after co-culture with infected macrophages
was due to released peplides of bacterial origin, Salmonetla
were Brst tabelled with *H-labelled zlanine, levcine, valine and
phenylalanine (ammo acids often used as anchor residues
in optimai peptides that bind K® molecules). The labelled
bacteria were washed and used to infect the macrophages.
The macrophages infected with radiolabelled bactenia were
co-cultured with RMA-S cells as before. Following co~culture,
the RMA-S cells and macrophages were wolated separately
and class T MHC K® molecules were immunoprecipitated
from lysates of the two cell populations using Y3 mAb; the
radioactivity was then determined in the peptides eluted
from the immunoprecipitates. The same elution procedure
was performed with immunoprecipitates of an isotype-matched
non-K P-specific mAb (W632) as a control and the radicactivity
was subtracted from the amount recovered from the peptides
eiuted from the Y3 immunoprecipitates. In these experiments
300 + 10 counts per min {c.p.m.) and 10001 40 c.p.m. {average
of three expenments) were recovered from RMA-S celis
and macrophages, respectively, The background levels of
W632 mAb immunoprecipitations were 44 c.pm. for the
RMA-S and 100 cpm for the macrophages (these values
were subtracted). Thus. at least some the loaded peptides
tinding to class T MHC on the TAP-deficient RMA-S cells
were of bactenial origin,
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Figure §. Macrophages scerete peplides that load cmpty K" moleenles
on the surface f RMA-S cclls 121 macrophages were pretreaied with
20 Uiml of 1N~y for 48 hrand then infected at an ratio of 100 bactena
{Salmoncily pyphmurian LT2) per maciophage RMA-S cclls were then
added 1o the washed macrophage monolayer at a rano of 111 RMA-S
cells were harvested after 18 hr tncubation peried and unmuno-
stained using anti-K® mAb Y3-biotin and sirepteavidin PE. Con-
taminant macrophages 1n the RMA-S samples were staned using
mAb M1/70.15.11.5 (anu-Mze-1) and anti-ral-FETC (dot plot). (a) The
histograms show RMA-S stained with an 1sotype-controt antibody (1),
K" expression on RMA-S cultured alone (S) and K® capression on the
pated populanon of RMA-S cells from co-culture with non-wnfected
macrophages (S-Non-Inf-M¢) and with infected macrophages (8-Inf-
M¢). {b) The dot blot shows co-culluie population: macrophages
quadrant 3 and RMA-S gated population on quadrant 4. (c} Graphic
lines present the sigaificant merease of mean fluorescenee channel of
RMA-S from miected macrophages (S-1nf-Mé) compated to the non-
infecled maugrophage {S-Non-Inf-M¢) in eight different eapetnments.
(P =0-012 according to Wilconon test for pared samples).

N. Martin-Orozeo et al.

Table t The macrophages require activation by IFN-y for secretion of

peptides
Co-culture conditions K" expression on RMA-S
RMA-S IC-21 IFN-y Salmonelia [ Y3 Y31
+ + - - 103 245 14-2
+ + - + 107 489 3g§-2
+ + + - 88 612 52-4
-+ + + + 12:4 713 58-9

Resuits are shown ac the Mean Fluorescence Channel (MFC)
Co-cultures were carried out as described in Fig. 1 Wher indicated.
20 Ufml of IFN=y was used to activated macrophages during 48 hr L
{sotype control antibody: Y3, antibady against K" molecules. The MEC of
RMA-S K" expresston. with and without {FN-y, was [6 3, that of 1C21 K*
expression was 507-30 and after IFN-y activation it was 602-80.

IFN-y activation and Salmoneile infection of macrophages
promotes the secretion of peptides

We examined whether the activation of macrophages by IFN-y
plaved a significant role in the observed secretion of class 1-
loading peptides following Saimonella infection. 1C21 cells
were treated with or without IFN-vy for 48 hr, washed, and then
infected with bacteria before co-culture with RMA-S cells.
The activity of the IFN-y preparation used was confirmed
by the increase in class I MHC staining on the macrophages
themselves (Table 1), After 18 hr of co-culture, the expression
of K" molecules on the RMA-S cells was evaluated after
scparation from the macrophages. Non-1FN-v-activated
macrophages, m the zbsence of Sulmonella infection, were
unable to mduce an increase in K® expression on the RMA-S
cells (Table 1). In contrast, when macrophages were treated
with IFN-y pror to RMA-S co-culture. an increase in K”
molecules was observed, which was significantly enhanced if
the macrophages were also infected with Sulmonetla. Bowever,
Schnonella nfection of non-IFN-y-activated macrophages
caused only a shight increase in K" expression on the co-
cultured RMA-S cetls. Thus, IFN-y activation was reguired for
macrophages o secrete class [ KP.loading peptides from
endocytosed matenal.

Endosomaz] inhibitors do not affect peptide release

We next determined whether the generation of secreted
peptides loading class 1 K" molecules following Sulmonella
infection required proteolytic activity from an endosomal-
lysosomal compartment of the macrophages. To test this we
treated 1C21 macrophages with ammonium chloride (prevents
lysosomal functions). or leupeptin (a serine and thiol protease
inhibitor) before Salmonella infection and during the co~cuiture
with RMA-S cells. RMA-S culture alone in the presence of
these inlubitors did not produce any change in their K°
expression. The increase m RMA-S K" staining from the
co-culture with infected macrophages was not affected by
feupeptin or ammonium chloride treatment Intcrestingly. the
non-infected controls showed increased K® expression oo
RMA-S cells {Fig. 2} Thus, Jeupeptin and ammomntum chloride
did not affect Sulmonelia-infected macrophage K" peptide
seeretion and seemed to increase the processing of soluble
proteins from the culiure media.
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Figure 2. Proteolynic endosomal irhibitors partially decrease the scere-
tion of K* peptides from Sw/monefle-infected macrophages. [FN-v-
acuwvated macrophage monolayers were treated with: (a) no inlibitor
(b) 20 mat arnmonium chloride, or (c} 1 mm leupeptin for 30 min at 37°
before infection with Sufmeneflu, The co-cultures with RMA-S were
performod as described in Fig. ! Both ammoaium chlaride and leu-
peptin were also added at the lime of co-cultuze initiation As control,
RMA-S alone were also lreated with the inhibitors for 18 hr. MHC
cluss | K expresston on RMA-S cdls was analysed by FACS staining
as described 10 Fig 1. The histograms show RMA-S stained wath an
isotype-control antibody (Ic). K" expression on RMA-S cultured alone
(S) and K" cxpression on the gated population of RMA-S cells from
co-culture with non-infecied macrophages {S-Non-Inf-M4) and with
infected macrophages (S-Inf-M¢) RMA-S cells from the co-cultured
with macrophages The results from one of six experments are shown.
Values in parenihesis correspond 1o mean fuorescence channel.
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BFA does not inkibit the generation of K"-loading peptides
following Salmoneila infection

BFA blocks protein transport into the Golgi apparatus. It
generates redistribution of the Golgt into the emdoplasmic
reticutum. inhibiting vesicle traffic to the cell surface, However,
it does not inhibit recycling of endosomes at the membrane
level (e.g. recycling of transferrin rece;:ytor).26 We treated the
RMA-S and TEN-y-activated macropbage co-cultures with
BFA for 18 hr before the fluorescence-activated cell sorter
{FACS) analysis of K° molecules. We first asked whether the
geperation and secretion of peptides by macrophages after
Salmonella infection involved the exportation of vesicles
coming from the Golgi: and second whether the secreted
peptides loaded preformed MHC class 1 molecules on the
surface of the RMA-S. Interestingly, we found that RMA-S
cells co-cultured with Sulmonella-infected macrophages still
showed an increase in K® molecules in the presence of BFA
{Fig. 3a) over that seen with RMA-S control cells treated with
BFA or RMA-S cells co~cultured with non-infected macro-
phages treated with BFA. Thus, the macrophages release
Suhnonella peptides from the phagosomes and not from
material contained in vacuoles coming from the endoplasmic
reticulem. In addition, the secreted peptides load preformed
class | molecules on the surface of RMA-S.

We also cetermined the level of K” expression on the
muacrophages used in the experiment shown in Fig. 3{a). In the
absence of bacterial infection, TFN-y induced an increase in K®
expression on the macrophages, as expected. This increase was
markedly inhibited with BFA. This confirms that the BFA was
actrve in our culture system inhibiting the endogenous pathway
of MHC class 1 shutiling to the cell surface. Interestingly,
infection of macrophages with Salmoenella also induced an
increase in K° expression on the macrophages themselves, even
in the presence of BFA in the culture. Thus, it seems that the
secreted peptides load any possible empty molecules on the
surface of the macrophages. Aliernatively, the Salmonella
inside the phagosomes may prevent the internalization of class
I moiecules on the surface of the macrophage.

Macrophages

&
«\_\ﬁ v lTBFA—trealed ¥ Alone

7

B s e

0 100 200 300 40
Mean fluorescence (k)

RMA-S and 1C21 macrophage co-cuiluies were

treated with 1 pgiml of BI'A for a period of 18 hr. RMA-S controls wore treated with BFA as well. K" cxpression on harvested

RMA-S cclls was analysed as described w Fig, 1. The histograms show RMA-S stamed with

an isolype-control antibody (le). K*

eapression on RMA-S cultuied alone (8) and K® cxpresston on the gated populauion of RMA-S cells fiom co-culture with non-

mfected macrophages (3-Non-Inf-Md} and with infected macrophages {S-Enl-Mdg). (b)

macrophages,
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K" expression was also detenmuned on the 1C21
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Table 2 Only phagocytic secrete peplides that load MHC class 1

molecules

K expression on RMA-S
Co-cullue I Y3 Y3-1
RMA-S 228 1804 1576
RMA-8-+1929 34 1302 562
RMA-8+ infected 1929 305 414 1108
RMA-S peritoncal macrophages 415 3319 2904
RMA-S+ infected peritoncal macropbages 383 4535 4146
RMA-S+774 295 482 4523
RMA-S+ nfected J774 2-67 6631 6364
RMA-8 7-98 3059 2261
RMA-S+A20 941 2908 19-67
RMA-S-+ infected A20 413 2894 2481

Results are shown as the mean fluorescence channel. Co-cultures were
performed as described im Fig 1. L929. peritoneal macrophages from
BALBic mice. J774 and A20 were treated with IFN-y for 48 hr and infected
with Sefmonefla 1yphirwmom at rato of 100 bactenia per cell. 1. isotype
control antibedy. Y3, antibody against K® molecules.

Only phagocytic cells are able to secrete peptides that load
empty class I molecules

We determined whether cell types other than macrophages,
treated with IFN-y. were zble to induce an increase in K
expression on RMA-S cells following co-culture. In these
experiments (Table 2). only peritoneal macrophages and
infected or non-infected macrophage cell lines (J774 and
IC21 shown 1n Fig. 1} were able to induce an increase in K
expression on co-cultured RMA-S cells. In contrast, L1929
fibroblasts and A20 B lymphoma cells did not induce any
significant differences in K® expression. In these experiments
we also found that activated peritoneal macrophages in
primary culture could also induce an increase in K® molecules
on the surface of co-cuitured RMA-S celis after infection with
Salmonella (Table 2 and data not shown).

Empty class 1 molecules loaded with peptides secreted by
infected macrophages stay on the surface for several hours

Only added octamer or nomamer peptides which contain
anchor-motif amino acids in their sequence are able to stalize
MHC class } molecules on the celf surface.'® Therefore we
examined the stability of the increased K® expression on
the surface of RMA-S cells after incubation with infected
macrophages. In these experiments the RMA-S cells were
isolated after 1% hr co-cuiture with infected macrophages,
washed twice and cultured for an additional 3 hr before
desermination of K" expression usmg flow cytometry. The
OVAYT 2 gapride was used as a positive control for an
octamer K -binding peptide. Addition of OVA™™ ** jed to a
targe increase in MHC class I K" expression on the RMA-S
cells. which was stable for at least 3 hr after washing the cells to
remave unbound peptide (Fig. 4). Similarly. ro significant
decrease in K fluorescence intensity on RMA-S cells was
found in co-cultures containing Safnencile-infected macro-
phages afier the additional 3 hr. The overall staintng intensity
was lower than that abtained with exogenous free OVA peptide
(Fig 4} owang to the high amounts of exogenous OVA peptide

(a) RMAS (b}  RMASalone
100 7 RMA-S + not infected MO
] S-OVAZT # RMAS +infected MO
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Figure 4. {a) The sccrcted peptides stabilize empty class § molecules.
1C2! macrophages were co-cultured with RMA-S cells for 18 hr as
described in Fig. 1. Afterward the RMA-S were harvested (0 hr) and
washed three times with PBS and cultured alone for three additional
hours at 37° (3 hr). MHC class 1 KP expression on RMA-S cells was
znalyscd by FACS staining as described in Fig. 1 The histograms show
RMA-S stajned with an isotype-contro!l antibody (I}, K" expression on
RMA-S cultured alone ($) and K® cxpression on the gated popula-
tion of RMA-S cells from co-culture with non-infected macrophages
{S-Non-af-M¢} and wih infected macrophages (S-laf-Md). RMA-S
cells cultured with 15 uw/ml of OVA™T2% peptide were used as
positive contro (S-OVAT"2) (1) K” expression on RMA-S cell at
both experimental times.

added relative to the low amounts of K>-binding peptides that
could be secreted from the bacterial infection. Thus, the class 1
molecules loaded with secreted peptides stayed on the cell
surface and were not internalized or degraded for at least 3 hr.

Loading of target cells with secreted peptides from Salmonella-
infected macrophages can activate antigen-specific CD8™
T cells

We nexi determined if the secretion of peptides from acttvated
macrophages and the loading of MHC empty class I molecules
on neighbouring cells would create recognition structures for
the stimuiation of antigen-specific CD8* T cells. We tested this
by employmng Sulmonelia-infected macrophages co-cultured
with P815 mastocytoma cells that were later used as target cells
for CTL. Spleen cells from BALB/c mice. previonsly primed
with Salmonella, were restimulated m vitre with a mix of
peptides from Sulmonella proteins for 5 days; this was the
source of antigen-specific CTL. As shown in Fig. 5, Salmo-
nella-specific CTL from BALB/c mice lysed P815 cells that were
previously cultured with infected macrophages. Thus, the
secreted peptides from Sefmonella-infected macrophages can
generate MHC class I structures that are recognized by specific
CD8* T cells.

DISCUSSION

Exogenous antigens can be presented by MHC class 1
molecules through different antigen-processing pa[hw&.ﬂfs.27
Our results agree with previous studies in which release of
peptides by macrophages was demonstrated.™'! However. in
these previous studies, it was not clear how the class I motlecules

¢ 2001 Blackwell Seience Lid, fmmunology, 103, 4148



IFN-y-activated macrophages develop MHC class 1 secretory pathway 47

35

* PBI5INt-MO
30 4 = P815-Non-IntMO
25 =

20

% specific lysts
IR
o
4

10 3
5 -4
M P’ ~
i} — t T T ¥
100 50 25 125 §25
Effectar to target ratio

Figure 5. Target cells loaded with secreted peptides from macrophages
can activate antigen-specific CD8 © T cells, PB1S mastocytoma was co-
culmred with noa-infected activated 1C2} macrophages (P815+Md)
or Salmondlla-infected 1C21 macrophages (P815+1af Mé). Aficr
12 hr, P§15 celis were harvested, labelled for | hr with #er, and mixed
with Sefmonella-specific CTL. The source of CTL were spleen cells
from Saulmonella-infecied BALBfc mice. The spleen celis were re-
stimulated m vitre for 5 days with 100 pg/ml of Salnonella peptides
gencrated by trypsin digestion before use in the CTL assay.

were loaded because fixed macrophages were used as recipients
of the released peptides. Furthermore, the nature of factors
te.g. IFN-v} inducing this secretory pathway has not been
previously investigated. The size, amount and origin of the
antigen have been the principal vanables.'>'® In the work
presented here, we show that IFN-y can be a decisive stimulus
for the macrophage to induce the secretion of peptides that
toad empty class T molecules on the surface of peghbouring
cells and on the macrophages themselves The dependency of
IFN-v stimulation shown here might explain why a TAP-
independent peptide release pathway was detected in some
studies but not in others.'™'*® Peptone-activated macro-
phages isolated from peritoneal exudates also showed this
peptide secretory pathway ard IC2] macrophages not treated
with TEN-y were unable to induce the loading and stabilization
of RMA-S KP molecules (Tabte 1, Table 2 and data not
shown). MHC KP molecules were present on the surface of
RMA-S for at least 3 br in a similar fashion to the octamer
OVAY™24 (SIINFEKL). In addition, secreted peptides loaded
into class I molecules of PR1S target celis can be recognized
by CTLs from BALB/c mice primed at vivo with Suhnonella.
Thus, this secretory antigen presentation pathway can release
peptides that can form recognition structutes for CTL.
Dendritic cells treated with IFN-v increase their presentation
of exogenous antigens by class 1 molecules using proteasome
and TAP endogenous pathways,™ the pathway described here
for IFN-y-activated macrophages may co-operate with den-
dritic cells during the induction of T-cell responses against
foreign antigens. During an inflammatory response tumaour
necrosis factor-y activates macrophages to produce interleu-
kin-12 and. as a consequence, CD4"' and CD8' T celis
produce IFN-y,° These events may nduce and prolong the
activation of the macrophage in order to recruit specific CD8 *
effector T celis 1 the tissues.

We were able to detect radiolabelled peptides loaded
on RMA-S cells after co-culture with activated macrophages
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infected with radiolabelled Sulmonells by K° mmmunoprecipi-
tation experiments, Thus, secreted material came from the
internalized Salmonelfa. Interestingly, ammonivm chloride and
leupeptin did not inhibit the K fluorescence increase on RMA-
S cells induced by Salmonella infection of IFN~y-activated
macrophages and also induced an increase in the KP® expression
induced by the macrophages without bacterial infection. These
results suggest that [FN-y-activated macrophages can cleave
exogenous antigens with a set of proteases that can function
at newiral pH. Indeed, our results further suggest that the
neutralization of the phagosome or the endosomal compart-
tments ncreases the proteolytic activify of these proteases.
The neutralization of the phagosome can be achieved by
S. typhimurium, which normally attenuates the acidification
of this compartment in order to survive.! This may be an
explanation why there are always more secreted peptides from
infected macrophages than from non-infected macrophages.

BFA blocks the transport of proteins from the endoplasmic
retioutum to the Golgi apparatus, a step critical for the classical
TAP-dependent pathway for the transport of newly synthe-
sized peptide-loaded MHC molecules. OQur results suggest that
processing and secretion of peptides from exogenous antigens
can wtilize a BFA-resistant pathway engaging a compartment,
which may recycle close to the plasma membrane independent
of the Golg apparatus. Recently, a Fe-y-receptor-mediated
phagocytic pathway mediated by the ARF6 protein was shown
1o be resistant to BEA in macrophages.™ [FNy can induce the
expression of two subunits of the proteasome, LMP-2 and
LME-7. as well as the reguiator PA28.>** It is possible that
the TFN~y activation of the macrophages before the uptake
of Salmenella could mduce a proteolytic activity inside the
phago-lysosome that could generate peptides similar to those
generated by the proteasomes.

The peptide release pathway described here needs to be
evaluated in vive. This pathway may be part of the mechanism
of “cross-priming’ demonstrated by other investigators. In an
ipflamed tissue. dendritic cells may present peptides released
from macrophages and then migrate to the lymph nodes to
activate specific T cells, in this way even if the immature
dendritic cell is not able to process the antigen. it can be the
carrier of peptides for the macrophage.’®" Alternatively, the
release of self-peptides from phagocytosed self-proteins and
apoptotic bodies in the tissues could be a mechamsm by which
activated macrophages could participate in break down of the
tolerance and generate autoimmunity.**** This mechanism
could be dangerous for bystander non-infected cells, however,
the activation of CD8 ™ T cells in the tissues could generate the
production of IFN-y to help macrophage killing of Salmonelia.
Alternatively, other regulatory mechanisms can control CD8 +
T attack 1n the tissues like CD30-CD30 ligand interactions.¥
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