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PRESENTACION

Esta tesis consta de dos partes: una de ellas, una tesis proplamente
dicha, con introduccién, antecedentes, material y métodos, resultados y
discusién de datos no publicados; y, una segunda parte constitulda por
un articulo cientifico (como co-autor) aceptado para su publicacién en
ta revista “Asia-Pacific Journal of Molecular Biology and
Biotechnology”. Este ultimo se adjunta como un anexo de la tesis.



Introducelén

INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad que afecta a mas de 10 millones de
humanos. Solamente la India contaba recientemente con 5 millones de
leprosos, en Brasil hay mds de 200 mil leprosos y en México existen
mas de 16 mil casos registrados, siendo los estados de mayor
Incidencia: Sinaloa, Colima, Nayarit y Guanajuato, entre otros(17). A
pesar de los intentos realizados para su erradicacién, la enfermedad
sigue en aumento.

La lepra es una enfermedad que ataca principalmente a la piel y al
sistema nervioso en humanos, y fué reconocida desde la mas remota
antigiledad; existen descripciones de ella desde el afio 600 A.C. en la
India, A causa de sus manifestaciones, esta enfermedad se atribuyé a
un castigo divino o a una terrible herencia; incluso en algunos lugares,
a los pacientes leprosos se les consideraba oficialmente muertos.

No fué sino hasta 1873, que Gerhard Henrik Armauer Hansen descubrié
que la enfermedad era causada por un microorganismo, al cual se le
llamé originalmente Bacillus leprae, y en 1896 se propuso Hamarlo
Mycobacterium leprae (M. leprae). Este bacilo es &cido-alcohol
resistente, y cuando se tife por la técnica de Ziehl-Neelsen, se
visualiza como un gérmen de forma bacilar ligeramente curvo, que mide
de cuatro a siete um de largo y de 0.3 a 0.4 um de ancho (17).

E! microorganismo contiene también filamentos en forma de cuerda en
la pared celular, formados por un péptido glicolipido similar a los de
otras micobacterias. Es importante Indicar que el bacilo tiene
antigenos comunes a otras micobacterias y nocardias (13 y 16). A pesar
de ser un microorganismo conocido desde el siglo pasado, su estudio ha
sido muy dificil, debido principaimente a que no puede cultivarse in
vitro.

Actualmente existen dos modelos posibles para el cullivo de tla
micobacteria: uno es el armadillo de nueve bandas y el otro el cojinete
plantar de ratones. Sin embargo, la produccién de bacilos en estos
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animales presenta algunos obstdculos; por ejemplo, en los ratones la
produccién es muy baja, y no es posible la realizacién de varias
cosechas del bacilo debido a que el tiempo de vida del ratén es
relativamente corto. El armadillo presenta mas ventajas debido a que
puede vivir de 12 a 15 aflos, y el numero de bacilos que
pueden recuperarse de los tejidos de estos animales es de 108 a 1010
bacilos por gramo de tejido. La desventaja principal que presenta el
armadillo es que, (por ser un organismo de cepa abierta) introduce una
serie de variables, las cuales pueden afectar la produccién de! bacilo o
Incluso su infeccién.

Respecto a la transmisién del bacilo, no se conoce con exactitud cuél es
la via por la que el microorganismo infecta al humano. Cldsicamente,
se ha considerado que la via de entrada es la piel; sin embargo, no
existen evidencias que apoyen ésto, y debido a la naturaleza de!
epitelio, no parece posible que los bacilos puedan penetrar la plel
intacta. Considerando ademas que los tejidos por Jos que penetra el
bacilo no son necesariamente los afectados, la via respiratoria es ia
puerta de entrada mas probable.

En relacién a la ruta de salida, los datos bacteriolégicos se inclinan por
la via respiratoria, debido a que las secreciones nasales de los
enfermos lepromatosos constituyen la fuente bacilar con mayor
concentracién de bacilos, con un promedio de 107 bacilos viables por
dia. En cuanto a la transmisién dérmica, si el paciente presenta
ulceras tréficas, puede descargar diariamente en el medio mas de
20 x 108 bacilos(17).

En un gran niimero de individuos, la infeccién pasa desapercibida y solo
después de varios afos algunos de los infectados desarrollan
sintomatologia clinica de la enfermedad, una pequeifia parte de ellos
presenta una lepra lepromatosa, y el resto presenta alguna de las otras
variaciones de la lepra, las cuales pueden ser la tuberculoide, la
indeterminada y la limitrofe (“borderline™). La lepra lepromatosa (LL)
y la tuberculoide (TT) son las denominadas lepras “polares™(20).

La lepra lepromatosa es el tipo progresivo de la enfermedad, en la que
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el bacilo invade extensamente la piel y las mucosas en forma de
nédulos y de infiltracién difusa, lesiona los nervios periféricos y todos
los érganos y sistemas, excepto el nervioso central. Tanto en el raspado
de fa mucosa nasal como en el de las lesiones cutdneas, existen
numerosos bacilos. Este tipo de lepra se presenta en individuos cuya
inmunidad celular contra los antigenos del M. leprae esté
deprimida, lo que explica el mal pronéstico y la falta de respuesta a la
lepromina (Prueba subcutdnea similar al DTH, en la cual se utiliza una
suspensién de M. leprae esterilizada por calentamiento y que contiene
de 4x107 a 1.6x108 bacilos/mL); su inmunidad humoral contra antigenos
del bacilo estd aumentada, lo que da lugar a reacciones antigeno-
anticuerpo vy a la formacién de complejos solubles (20).

La lepra tuberculoide es el tipo regresivo de la enfermedad, y sus
manifestaciones tienden a localizarse exclusivamente en la piel y en
los nervios periféricos. En este tipo de lepra practi ite no existen
bacilos, y se presenta en individuos cuya inmunidad humoral esta
aumentada contra los antigenos del M, leprae, presentando un exceso de

respuesta inmune celular contra los mismos antigenos (17).

Se denominan casos indeterminados (20) a aquellos en los que no es
posible evidenciar ciinicamente, por lo menos durante algin tiempo,
caracteristicas francas de uno de los dos tipos polares. Se considera
que los casos indeterminados son el principio de la lepra.

Con el nombre de “borderline” se designa a un grupo de casos, que como
los indeterminados son inestables y que suelen pertenecer, en general,
al tipo lepromatoso; sus manifestaciones se localizan aparentemente
solamente en piel y en nervios periféricos. Inmunolégicamente son
casos Indefinidos e inestables, que a veces se muestran como
lepromatosos y otras como tuberculoides.

Por e momento, en el diagnéstico de la lepra el estudio clinico del
paciente constituye el primero y el mas importante de todos (17). Los
hallazgos histopatoldgicos, bacteriolégicos e inmunoldgicos solamente
son complementarios. El diagnéstico clinico de la lepra en casos
incipientes presenta ciertas dificultades, ya que los sintomas son tan
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discretos y variables que pueden pasar inadvertidos durante mucho
tiempo y solo podrd diagnosticarse cuando empiezan a presentarse las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. La primera prueba
inmunolégica, que se utilizé para diagnosticar a los pacientes con
lepra, fué la de la lepromina. Esta, como se mencioné anteriormente, es
una suspensién de bacilos muertos obtenida a partir de nédulos de
pacientes lepromatosos, y fué utilizada como prueba cutdnea en forma
andloga a la tuberculina, esperando que el lepromatoso diera una prueba
positiva y e! tuberculoide una negativa (25). Sin embargo, el resultado
fué contrario a lo que se esperaba. Posteriormente se Intentaron
utilizar anticuerpos especificos para el agente causal, como forma de
identificacién del bacilo (1). Sin embargo, éstos tipos de diagnéstico
inmunolégico no son de utilidad en la identificacién de la enfermedad,
ya que muchos sujetos de la poblacién general, aparentemente sanos,
dan valores positivos a ambos tipos de pruebas.

Esta Ultima circunstancia ha sido muy frustrante en la investigacién de
la lepra, ya que una de las mejores soluciones para incrementar la
calidad del diagnéstico de cualquier enfermedad infecciosa, es la
busqueda de elementos especificos de la respuesta inmunolégica. Para
lo cual, algunas de las preguntas a responder serfan las siguientes:
¢Qué es lo que propicia el que algunos pacientes pasen desapercibidos?
(LPor qué la enfermedad solamente se declara en el 10% de los
individuos infectados por el M. leprae 7 ;Cémo se las arregla el bacilo
para sobrevivir y multiplicarse con facilidad en algunos pacientes, esto
es los que desarrollan la forma més grave de la enfermedad (lepra
lepromatosa), provocando Unicamente nédulos, ciertamente poco
agradables, pero pocos sintomas desagradables; mientras que en otros
pacientes el desarrollo de la enfermedad los deja muchas veces
inmunolégicamente agotados y fisicamente mutilados y deformes?

Un equipo que trabaja en el laboratorio de investigacién “Armauer
Hansen” en Addis Abeba, Etiopia, bajo la direccién del inmundlogo
noruego Tore Godal, empezd a esbozar algunas respuestas a esas
preguntas. Demostré6 que la inmunidad del huésped era fa clave
determinante de la enfermedad; se empez6 a comprender que la suerte
de un individuo afectado depende sobre todo del estado inmunitario
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celular del sujeto infectado (21).

En efecto, tal como podia esperarse de un microorganismo intracelular,
el M. leprae se enfrenta a un ataque por parte de los macréfagos. Asi
pues, se trata mds bien de una inmunidad celular que de una inmunidad
humoral la encargada de la proteccién contra el bacilo, a pesar de que
en los pacientes lepromatosos se observa una produccién masiva de
anticuerpos que carecen de eficacia protectora. El grupo de T. Godal
observé que estos enfermos lepromatosos no llegan practicamente a
oponer ningun tipo de inmunidad celular al bacilo de la lepra, y que los
linfocitos T solo reaccionan al M. leprae en los ensayos in vitro . En
cambio, los individuos que permanecieron sanos a pesar de una
infeccién por el M. leprae, presentan indices muy elevados de inmunidad
celular, lo que hizo que se llegara a la conclusién de que la inmunidad
celular puede proteger contra la infeccién y/o la enfermedad, siendo el
factor decisivo la rapidez con que se pone en accion. Podria decirse que
si en el momento de la penetracién en el organismo, el bacilo es
“enfrentado” a una respuesta inmunitaria celular eficiente, en los
primeros dias o en las primeras semanas, con seguridad e! paciente
permanecera sano (asi parece ser en el 80% de los casos de infeccién).

Como se menciond anteriormente, el sistema de inmunidad celular es el
que provée la proteccién contra la infeccién de microorganismos
intracelulares como lo es el M. leprae. En general, el tipo de inmunidad
protectora contra las infecciones por micobacterias, estd fuertemente
relacionada a las reacciones en piel que provocan los antigenos
micobacterianos, las cuales se denominan de hipersensibilidad tardia o
DTH (de! inglés “Delayed-Type Hypersensitivity”).

La reaccién de la DTH es una prueba inmunolégica que se realiza
mediante la aplicacién intradérmica del antigeno en el paciente que se
desea analizar. La reaccién se caracteriza por la formacién de un
eritema y una induracién en pacientes previamente expuestos al bacilo.
Estas caracteristicas aparecen después de algunas horas de la
aplicacién intradérmica, llegando a niveles méaximos a las 24-48 horas.
posteriores a la aplicaciéon del antigeno. La formacién del eritema es
debida a una mayor vasodilatacion acompafiada por un incremento de la
permeabilidad vascular; la induracién se debe al infiltrado de células
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mononucleares.

Histolégicamente, en una reaccién de DTH el infiltrado celular
temprano consiste en linfocitos mononucleares ailrededor de las
vénulas de la dermis. En la siguiente fase se encuentran celulas tanto
mono como polimorfonucleares. Estas Ultimas se mueren y en la fase
tardia solo se encuentran mononucleares del tipo de linfocitos y
macréfagos. Los macréfagos juegan el papel de células presentadoras
de antigenos para los linfocitos T; de esta manera existe una
proliferacién celular especifica de los linfocitos con receptor para el
antigeno inyectado intradérmicamente, y esta proliferacién estd
regulada por la produccién de citocinas.

Por todo lo anterior, la prueba de DTH con antigenos especie-
especificos podria ser utilizada como prueba inmunodiagnéstica para la
deteccion de paclentes infectados con M. /leprae, y que no
presentan sintomatologia aparente.

La induccién de DTH hacia M, leprae estd bien documentada (32), y se ha
realizado en cobayos (22), en ratones (27) y en humanos (7 y 32). Estos
estudios muestran que la reaccién de DTH puede ser producida con
extracto soluble de bacilos muertos de M. leprae, lo cual nos indica que
esta preparacién de extracto soluble puede ser un buen candidato como
reactivo para una prueba dérmica (32). Sin embargo, al companir este
bacilo varios epitopos con otras micobacterias, podriamos incurrir en
la obtencién de reacciones falsas positivas, al utilizar al bacilo como
antigeno. Una manera de evitar estas reacciones falsas positivas,
serfa preparando una mezcla de antigenos limitados y bien definidos,
especificos de preferencia. Sin embargo, la poca disponibilidad del
bacilo dificulta la obtencién de sus antigenos. Una opcién bastante
atractiva para obtenerlos, es que estos antigenos podrian ser péptidos
sintéticos, obtenidos de las secuencias de aminoicidos de protefnas
especificas de M. leprae.

Otro tipo de ensayo en el cual esta involucrada ia respuesta inmune
celular, es el ensayo de proliferacién de células T in vitro . Este
consiste en la activacién in vitro, y la consecuente proliferacién, de
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los linfocitos obtenidos de sangre periférica y de bazo (humanos
infectados 6 sanos), o ganglios linfaticos de un ratén previamente
inmunizado, que en este caso particular serfa con extracto soluble de
lepra. Los macréfagos presentes en sangre periférica, en el bazo o en
los ganglios linfaticos procesan al antigeno y lo presentan a los
linfocitos T, para que de esta manera proliferen en forma especifica
los linfocitos T sensibilizados.

Una de las ventajas de trabajar con los linfocitos T es que éstos
reconocen epitopos lineales, a diferencla de los anticuerpos, que en
general reconocen epitopos conformacionales. De ésta manera,
conociendo la secuencia de aminoacidos de un probable epitopo puede
realizarse la sintesis quimica del mismo, y usarse en ensayos de DTH ¢
de proliferacién de célutas T in vitro .

Actualmente existen reportadas las secuencias de aminodcidos de
varias proteinas de M. /eprae.

Algunas de éstas proteinas son las sigulentes:

- DnaK (70 kDa), proteina de choque térmico (10).

- GroEL (65 kDa), proteina de choque témico (10,11,40,41).
- SodA (28 kDa), superéxido dismutasa (10).

- GroES (14 kDa), proteina de choque térmico (2,10,24).

Proteinas con secuencia conocida y funcién no identificada:
- Antigeno rico en prolinas (36 kDa) (11,19,37).
- Proteina de 28 kDa, posiblemente regulada por hierro (5).
- Proteina de 18 kDa de choque térmico (3,11).

Oftras proteinas bajo investigacién son:
- Proteina de 45 kDa (31).

- Proteina de 35 kDa (11).

- Proteina de 30-3t kDa (31).

- Proteina de 10 kDa (11).

De algunas de estas proteinas, ya se conocen cudles secuencias de
aminoacidos actdan como epitopos para células T.
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ANTECEDENTES

En un intento por desarrollar un ensayo inmunodiagnéstico para la
deteccién de la sensibilizacién de un individuo, ante los antigenos del
M. Jeprae, en nuestro grupo de investigacién se seleccionaron tres
protefnas del bacilo, las cuales estaban reportadas en la literatura
como portadoras de epitopos de células T. Estas proteinas son las de 65
kDa, de 28 kDa y la proteina de 18 kDa, las cuales, se renombraron
recientemente por la Organizacién Mundial de la Salud como los
antigenos 2L, 9L, y 12L, respectivamente (Dr. D. B. Young, comunicacién
personal).

De estas proteinas, se sintetizaron y se caracterizaron ocho péptidos
correspondientes a secuencias de aminoacidos que estaban reportadas
como Iinductoras de proliferacién celular de linfocitos T. Después de
purificarlos, se procedié a estudiar su capacidad para inducir una
respuesta de DTH en cobayos y asl disefar un ensayo inmunodiagndstico
del tipo de respuesta tardia.

Adicionalmente se sintetizaron otros dos péptidos, los cuales fueron
diseiiados con un programa computacional (MSEQ) que predice epitopos
para células T; estos ultimos dos péptidos, corresponden a secuencias
de aminodcidos de la proteina superdxido dismutasa de 28 kDa.

En este estudio, se usé al cobayo como modelo experimental, debido a
que presenta una muy buena respuesta de tipo de DTH cuando ha sido
previamente inmunizado con antigenos micobacterianos (22). Todos los
péptidos sintetizados quimicamente fueron probados en ensayos de
DTH, con cobayos inmunizados con extracto soluble de M. leprae.
Los resultados mostraron una buena respuesta de DTH con todos los
péptidos probados; sin embargo, se observé que algunos de ellos
mostraban respuesta cruzada con los animales inmunizados con el
Mycobacterium bovis (cepa BCG), es decir, no eran inmunoespecificos
(12). Por este motivo surgié la necesidad de aumentar la antigenicidad
de algunos de los péptidos.

Recientemente, J. P. Tam realiz6 algunos estudios de inmunodeteccién
para malaria (36), en este trabajo utiliz6 péptidos con antigenos




multiples (MAP) con el fin de incrementar la respuesta obtenida en la
formacién de complejos antigeno-anticuerpo. Baséndonos en ésto, se
decidié probar esta misma estrategia para estudiar si en el sistema
celular se podia apreciar el mismo fendmeno y de esta manera
incrementar la respuesta en los ensayos de DTH. Como otra
posibilidad para aumentar la inmunogenicidad de los péptidos, se
planted la realizacién de dimeros de los péptidos, con la finalidad de
poder comparar la respuesta obtenida por el péptido per se , el péplido
en forma de dimero y el péptido en forma de MAP. Con ésto en mente, se
plantearon los siguientes objetivos,

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el aumento en la respuesta inmunolégica de linfocitos T
dirigida contra Mycobacterium leprae, mediante polimeros de péptidos
sintéticos de las proteinas de 18, 28 y 65 kDa.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Sintetizar péptidos por la técnica de Merrifield en fase sélida que
correspondan a fragmentos de las secuencias de aminodcidos de
proteinas de M. leprae, reconocidos como epitopos para células T.

2.- Inducir la formacién de dimeros entre los péptidos sintetizados.

3.- Realizar la formacién de péptidos con antigenos multiples (MAPs).

4.- Purificar y caracterizar los péptidos sintéticos desde el punto de
vista quimico (andlisis y secuencia de aminodcidos) e inmunoldgico,

utilizando para este uUltimo un sistema de proliferacion celular de
linfocitos T in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Sintesis de Péptidos

Los péptidos se sintetizaron por el método de Merritield en fase sélida
(23). Los aminodcidos que se utilizaron tienen protegido el grupo a-
amino con el radical ternt-butiloxicarbonit (t-Boc). La resina empleada
fué la fenilacetamidometil -aminodcido -resina (Pam-aa-resina)
(Laboratorios Peninsula, Belmont, California, USA). Los aminodcidos con
grupo funcional laterales contenfan grupos protectores (Misma

compaiiia: Peninsula). Todos los reactivos empleados fueron grado

analitico, los cuales se mencionan a continuacién:

-Como solventes se utilizaron diclorometano (DCM) y dimetilformamida
(DMF) (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wisconsin, USA).

-Como agente acoplante de aminodcidos se utilizé
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (Aldrich}).

-Para remover los grupos protectores t-Boc, se ulilizé una mezcla de
4cido trifluoroacético (TFA) (PIERCE, Rockford, Iliinois, USA) y DCM
1:1. Para la neutralizacién del grupo amino recién desprotegido se
utitizd trietilamonio (TEA). En la figura 1 se muestra un esquema de la
sintesis quimica de péptidos. La sintesis de péptidos se realizé tanto
manual, como automdticamente (Peptide Synthesizer modelo 9600,
MilliGen/Biosearch, Millipore Div., USA)

-Después de cada sintesis, el péptido se separé de la resina por medio
de una hidrélisis dcida con dcido fluorhidrico (HF) (Mateson Co. Inc.) en
presencia de anisol, para continuar con una extraccién de &cido acético
al 5%. Si el péptido resultaba muy insoluble, se extrala con &cido
acético glacial y posteriormente se diluia hasta alcanzar una
concentracién de 5% en agua para una posterior liofilizacién. En la tabla
1 se enlistan los péptidos sintetizados.

En algunos casos, fué necesario adicionar una cisteina a los péptidos,
ya fuera en el amino terminal o en el carboxilo terminal, ya que estos
péptidos no contaban en su secuencia con este aminoacido. La adicién de
la cistelna fud necesaria, debido a que para poder formar los dimeros

1t
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BEl-&'
1
[C-NH-CH~ c 0~ [POLIMERO)
Desproteccidn
[s]—& o
[

HpN — CH—C-0 - [POLIMERD
Acoplamiento
—NH=CH(R}}~CO~X
FooE-se
—NH-CH—CO—~NH—CH—C—0— [POLIMERO

Repetir desproteccién
o y ocoplamiento

SR
[A-péptido- -¢ — 0 —[POLIMERO
l Hidrdlisis

Péptido + |POLIMERO

Fig.1. Sintesls qulmlcn de pdplldol en fase sélida. Primero se tiene un aminodcido

acoplado a una resina por su ilo, este aminoacido tiene protagido el grupo
amino por un grupo protector(L) y su grupo R por otro distinto (S)(solo cuando s unh grupo
- lateral potencialmente reactivo). Ulilizando écido trifluoroacético se elimina el grupo
protecior L; una vez neutralizado e grupo amino de! primer amino4cido, se puede acoplar
un segundo el cual tiene protegido U grupo amino. Se repite Is desproteccién y el

veces sea ioy se p de a la hidrélisis entre el péptido y Ia
vesma de soponte por medio de acido fluorhidrico.
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Tabla 1.- 8 1a de Inodcld de los pé d Yy pr

pép
de las cuales provienen

P2 (65 kDa 201-219)
a) pC2
[Cis- Tir-Fen-Val-Tre-Asp-Ala-Glu-Arg-Gin-Glu-Ala-Val-Leu-Glu-Glu-Pro-Tir-Iso-Leu

b) p2C .
Tir-Fen-Val-Tre-Asp-Ala-Glu-Arg-Gln-Glu-Ala-Val-Leu-Glu-Glu-Pro-Tir-lso-Leu-Cjia

P?7 (18 kDa 8-23)

a) pC7
Gia-Fen-Arg-Glu-Leu-Asp-Arg-Fen-Ala-Glu-Gin-Val-Leu-Gli-Tre-Ser-Ala

b) p7C
Fen-Arg-Glu-Leu-Asp-Arg-Fen-Ala-Glu-Gin-Val-Leu-Gli-Tre-Ser-Ala-Cis

PS5 (28 kDa 24-48)
Pro-Cis-Ala-Tir-Fen-Leu-Val-Tir-Glu-Pro-Tre-Ala-Ser-Ala-Lis-Pro-Ala-Ala-Lis-
His-Tir-Glu-Fen-Lis-Gin

P15 (65 kDa 418-427)
Lou-Gln-Ala-Ala-Pro-Ala-Leu-Asp-Lis-Leu-Cig

Cis.- En algunos casos fué necesario adicionar uu residuo cistelnico, esta cistel diclonat
se b enla i

13



Materiales y Métodos
ser ita de fa p ia de, una cistelna en cada uno de los péptidos
a dimerizar. Los péptidos a los cuales se les adicion6 una cisteina
en alguno de sus extremos, fueron el p2 y el p7.

Si la cisteina se adicion6 en el extremo amino terminal, el péptido se
denominaba pC2, en cambio, si ia cisteina se encontraba en el extremo
carboxilo terminal, el péptido se denominaba p2C. Se siguié el mismo
critetio para nombrar a los péptidos derivados del p7.

Purificacién de los Péptidos y su Caracterizaclén

El péptido crudo se purificé por cromatogratia liquida de alta presién
(HPLC) (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, Califronia, USA)
utilizando una columna C18 (10 X 250 mm) bajo las siguientes
condiciones:

Se utilizaron dos fases méviles: A (TFA al 0.12%), B (TFA at 0.1% en
acetonitrilo); se empled un gradiente lineal de 0-60% de la solucién B
en un tiempo de 60 minutos con un fiujo de 2 ml/min. Posteriormente
se realizaron recromatografias de los péptidos en la misma columna, en
condiciones de gradiente isocratico.

La composicién de aminoacidos de los péptidos se verific6 por dos
métodos:

a) Analisis de aminoacidos de las muestras hidrolizadas con écido
clorhidrico 6N, a una temperatura de 110 0C, durante 20 horas (High
Performence Analyzer, Sistem 6300E, Beckman, USA).

b) Secuencia de aminoacidos automética por el método de degradacién
de Edman (Pro-Sequencer mode! 6400/6600 MilliGen/Biosearch,
Mitlipore d_iv. USA).

Formacién de Dimeros

Los péptidos a dimerizar, se colocaron en un regulador de NH,OH 0.1 M,
pH=7.8, durante una noche, tiempo en el cual se estuvieron burbujeando
con aire; la concentracién final del péptido fué de 1mg/mL.

Si el homodimero formado era entre el péptido pC2, se le nombraba
dimero C2, en cambio si el dimero formado era entre el péptido p2C, el
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dimero obtenido recibla el nombre de dimero 2C.

Formacién de MAPs

Los MAPs se formaron siguiendo el protocolo de Tam y col.(33,34,35 y
36) en el cual se sintetiz6 una matriz de lisinag, usando di-Boc-lisina
en el primer nivel (Laboratorios Peninsula). En el segundo nivel se
adicion6 Fmoc-Lis-(Boc). Una vez que se contaba con la matriz de
lisinas se procedié a eliminar el grupo Boc y se inicializé la sintesis
del péptido 15 en los grupos amino épsilon de las lisinas. Concluida la
sintesis del péptido 15, se eliminé el grupo protector Fmoc de la matriz
y en su lugar se coloc6 una molécula de dcido monocloroacético. Este
dcido se adicioné utilizando el protocolo empleado para el
acoplamiento de aminodcidos. Una vez cloroacetilada la matriz, se
procedié a la hidrélisis por medio de &cido fluoroacético.

Debido a que se contaba con una matriz cloroacetilada, ahora era
posible adicionar cualquier péptido que tuviese en uno de sus extremos
una cisteina. Este acoplamiento se lleva a cabo por medio de una
reaccién de sustitucién nucleofilica de tipo I (SN2).

Los pasos de purificacién y de ruptura a los cuales se sometié el MAP,
fueron los mismos que los empleados en la sintesis de los demas
péptidos.

Para realizar e! acoplamiento de la matriz de lisinas con el péptido
deseado, se realizé el siguiente procedimiento:

-Se agregaron 3.5 mg del péptido mis 1.46 pmoles de ditiotreitol
(DTT, Aldrich) a 5 mL de una solucién de guanidinio-HC! BM, més 0.25
mL de una solucién de EDTA (50 mg EDTA/mL).

- Se ajusté el pH a 6.5 con Tris.HClI 1M pH 8.5 y se burbujed N2 por 30
min. Se dej6é en éstas condiciones por 16 h.

-Se agregé el MAP en una relacién 1:20 molar respecto al péptido, y se
ajusté el pH a 8.5-9.0, dejandose reaccionar por 1.5 h.

-Se dializ6 contra NH4HCO, 0.1M en membrana 6M (corte de 1000) y se
liofilizé.
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Micobacterias.

El extracto soluble de M. leprae (MLSE) fué obtenido al sonicar bacilos
de Mycobacterium leprae, los cuales fueron cultivados in vivo en
armadillos de nueve bandas, en el Instituto Politécnico Nacional,
Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas, por el grupo de los Doctores
Sergio Estrada y Fausto Quesada,

El extracto soluble de M. tuberculosis (MTSE) se obtuvo de manera
similar, sonicando bacilos de Mycobacterium tuberculosis. Estos
bacilos fueron cultivados en medio Proskauer y Beck, modificado por
Youmans (PBY).

Una vez sonicadas las micobacterias, se procedié a centrifugar el
sonicado a 12500 X g durante 15 minutos. E| sobrenadante se recuperd
como extracto soluble y se ajusté la concentracién de protefnas a
2mg/mL.

Protocolo de Inmunizacién

Dos grupos de cuatro ratones hembras (Balb/c) y con 4 semanas de
edad, fueron inmunizados por separado, uno de ellos con MLSE y el otro
grupo con MTSE; se aplicaron 20 ug subcutdneamente en el cojinete
plantar de las extremidades posteriores. Se realizé una primera
inmunizacién con adyuvante incompleto de Freund (dfa -8). En e! dia -1
se realizé una segunda inmunizacién bajo las mismas condiciones y en
el dia cero se sacrific6é al animal para la extraccién de los ganglios
linfaticos drenantes infartados.

Ensayos de Proliferacién Celular /n vitro.

Los animales previamente inmunizados con extracto soluble de
micobacterias, fueron sacrificados por dislocacién cervical y se
procedié a la extraccidn de los ganglios linfaticos popliteos e
inguinales infartados. Esta extraccidn se realizé en condiciones
estériles. Posteriormente, se machacaron los gangtios para obtener
las células y realizarles varios lavados con medio RPMI 1640(Sigma).
Una vez lavadas las células se hizo una estimacién de la concentracién
celular, mediante una camara de Neubauer y se aplicaron 50 mil células
por pozo en una placa de microcultivo (Costar Cat, 3585,
Cambridge,MA.,USA) de 96 pozos y se llevé a un volimen final de 200
ulUpozo con medio RPMI 1640. Este medio se encontraba suplementado



Materiales y Mé

con L-glutamina 2mM, penicilina 100 U/mL / estreplomldna 100 U/mL,
2-mercaptoetanol 5X10-5 M y 10% de suero fetal de bovino ( HyClone,
Logan, Utah, USA ).

Las células se cultivaron en presencia de antigeno a distinta)
concentraciones (0.4, 4.0 y 10 nmol/mL), estos antigenos son los
péptidos en cualquiera de sus variaciones (péptido per se, en forma
dimero o MAP). El control negativo fué en ausencia de antigeno y al
cantrol positivo se le adicioné concanavalina A (2.5 pg/mL). Después de
72 h de cultivo, a 37 o0C en ambiente hiimedo y 5% de COg, las células s‘e
pulsaron por 6 h con 0.5 pCi de (3H)timidina (2.0 Ci/mmol, Amersha
Int., Buckinghamshire, England). Las células se cosecharon sobre filtrgs
de fibra de vidrio con un cosechador { Combi Cell Harvester Skatron Ing,
Inc., Sterling, VA.). Los ensayos se realizaron por triplicado y al menos
dos experimentos independientes fueron realizados. Los resuitados se
muestran como incremento de cuentas por minuto. Este fué calculado de
la siguiente forma: A= cpm de la muestra - cpm del control
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
Sintesis y Purificacién de Péptidos

Para la realizacion de este proyecto de investigacién, se simtetizaron
seis péptidos. Estos péplidos corresponden a secuencias de aminoacidos
de tres distintas proteinas de M. /eprae (18, 28 y 65 kDa). Como se
mencioné anteriormente, en.la tabla 1 se muestra la secuencia de
aminodcidos de los epitopos y las proteinas de las cuales provienen los
péptidos.

Como se indica en esta tabla, a algunos péptidos fué necesario
adicionarles un residuo de cisteina, ya fuera en su extremo amino o en
su extremo carboxilo terminal. Esta adicién se debié a que se deseaban
realizar tanto dimeros paralelos como antiparalelos, mediante la
formacién de puentes disulfuro.

Para la mayoria de las sintesis se calculé la obtencién de 100 mg de
péptido. Sin embargo, se obtuvieron de 70 a 90 mg de péptido crudo, si a
ésto aunamos el proceso de purificacién para obtener el péptido de
interés en forma pura, el rendimiento disminuyé atn mds, siendo éste
distinto para cada péptido. E! rendimiento obtenido depende de que tan
eficiente fué la sintesis, la cual depende tanto de la secuencia de
aminodcidos como del tamaio de! péptido. En la tabla 2 se muestran los
porcentajes de péptido puro obtenido respecto al material crudo.

De estos resultados, es interesante hacer notar que no se obtuvo el
mismo rendimiento al realizar la sintesis automatica 0 manual de un
mismo péptido. Esto es debido probablemente a que en la sintesis
automdtica no se puede verificar si el acoplamiento de cada aminodcido
fué completo, no siendo éste el caso para la sintesis manual, en donde
s6 monitorea cada acoplamiento por medio de una reaccidn quimica
entre el reactivo de ninhidrina y el grupo amino terminal del dltimo
aminodcido acoplado. Por tai motivo, se tiene un mejor control en la
sintesis manual que en la sintesis automatica. En la tabla 2, se puede
observar que los péptidos sintetizados manualmente contienen un
porcentaje mayor de péptido con la secuencia correcta, que aquéllos que
fueron sintetizados automaticamente. Asi mismo, se puede también
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Tabla 2.- Por Je de péptido con la ! ta dentro de la mezcia
cruda, dsto es una vez realizada la hidrélisis eon &cldo fluorhidrico

[Mezcla Cruda % de Péptid
c2 15
c2* 35
2C 12
cr 40
7C 14
pi5* 50
pS 30
p5* 45
‘- El i indica los péptidos que fueron sintetizados manualmente

19
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observar esta diferencia en los perfiles cromatogrificos de
purificacién. En la figura 2, por ejemplo, se muestran dos
cromatogramas de un mismo péptido (PC2), uno de ellos sintetizado
autométicamente y el otro sintetizado manualmente.

Como se menciond en materiales y métodos, una vez sintetizados los
péptidos, éstos fueron purificados por cromatografia liquida de alta
presién. En la figura 3 se muestran algunos cromatogramas obtenidos
al purificar dichos péptidos en gradiente (0-60% de sol. B), asi como
cuando se mantuvo una composicién constante del solvente eluyente;
ésto es a lo que se denomina isocratico.

Con algunos de los péptidos (PC2, P2C, PC7 y P7C) se tuvieron
problemas cuando se intenté purificarlos debido a su baja solubilidad.
Generalmente se solubilizaron en la solucién A de corrida (TFA al
" 0.12%). Sin embargo, para los casos insolubles se buscaron varios
solventes como: cloruro de guanidinio 8M, dimetilformamida y d&cido
acético at10%.

De estos tres solventes se obluvo mayor solubilidad con el &cido
acético al 10%; ésto siempre y cuando se agregara al péptido, el 4cido
acético glacial, se agitara con el vortex y posteriormente se agregara
solucién A (las estimaciones de mayor o menor solubilidad fueron
realizadas visualmente una vez centrifugados).

Andlisis de Aminoédcidos

Una vez que los péptidos se purificaron, se seleccionaron los picos
mayoritarios y se les realizé un andlisis de aminodcidos como se
describié en materiales y métodos. En la tabla 3, se muestran los
resultados de algunos andlisis de aminoacidos obtenidos. En algunos
casos, fué necesario realizar el andlisis de aminoacidos a varios de los
componentes del cromatograma, para poder identificar cudl de ellos era
el péptido correcto.

Formacién de D{meros

Al separar por HPLC el dimero formado del péptido solo, podia
apreciarse que variaba el tiempo de retencién del homodimero formado
respecto al péptido per se . En la figura 4 se observa esta variacién
entre los dos tiempos de retencién entre un péptido solo y el mismo
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Fig. 2. P I6n de ia sintes) tomética y Ia sintesis manual. En la figura A

pusde apreciatse of cromatograma de la sintesis automética del péptido C2, la fraccién con la
secuencia coirecla se indica con +. En (a figura B se cbserva e! clomalognml dal mhmo
péptido C2 sintetizado en forma manual. Ambas idas se

liquida de alta presién, utilizando una columna C18 analitica y empisando un wndhnu de 0-
60% de acetonitrilo.
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Fig. 3. Purificacién en gradiente y en Isocrético. En {a figura A se observa et perfi!
cromatogrifico del péptido 2C al ser purificado por cromatografia liquida de alta presién
utilizando un gradiente de 0-80% de acetonitrilo y una columna C18 analiica. Enmarcado se
encuentra un isocrélico de la fraccion de interes (+), es decir, manteniendo s misma

én de

{40%). En la figura B se observan los 0 del
péptide C2. E| gradi yla son los mi que en la figura A. El isocritico se
realizé utilizando una ion de 32% de ] L indica (a posicié

del péplido puro.
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Tabla 3.- Andlisis do aminodcidos de dos
de ies plptidos sintetizados

Armninodcido [ p15
Asp - 1.5(1)
Glu 3.0 (3) 09 (1)
Ser 13 () -
His 0.8 (1) .
Tre 0.8 (1) -
Ala $50(5) | 3.1(3)
Pro 25(3) | 14(1)
Tir 1.103) -
Val 12(1) .
Cis 0.8 (1) a02(1)
Leu 1.1(9) 29 (3)
Fen 1.4 (2) -
Us 3.0(3) 0.8 (1)
Los nimeras con decimal indican el valor ob do, of nik entre paré
indica ol valor seperado.
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Fig. 4, Comparaclén entre el t de retencién de un péptid ducido y

oxidado. En esta figura puede apreciarse claramente como varia un poco el tiempo de
retencién de un péptido cuando se encuentrs en su forma reducida (Ri=38.27) y cuando se
sncuentra en su forma oxidada (Rt=39.87). El perfil cromatogréfico que se muestra
corresponde al péplido 15, Se empled una columna C18 para ia purificacion y se ulilizé un
gradiente de 0-60% de acetonitrilo; la purificacién fué realizada por cromatografia Iiquida
de alla presién.
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péptido en forma de dimero.

La composicién de! dimero y del péptido sin dimerizar era, por lo
general, de aproximadamente el 50% de cada uno, tal como puede
apreciarse en la figura 4.

Formaclén de MAPs

Debido a que la lisina posee dos grupos aminos, uno en e! carbono alfa
y otro en el carbono épsilon, se aprovecha esta estructura para poder
ramificar una sintesis quimica de péptidos por medio de una matriz de
lisinas, y posteriormente utilizar sus grupos amino para proseguir con
la sintesis de cualquier péptido. La matriz del MAP que se sintetiz6
estd compuesta por dos niveles de lisinas, como puede apreciarse en la
figura 5. Esta matriz contiene al péptide 15 (ver tabla No.1) en el amino
épsilon y contiene una molécula de cloroacético en el amino alfa para la
adicién de un segundo péptido, y de esta manera poder formar un
heteropolimero. En la figura 6 se observan los cromatogramas del MAP
antes y después de la adicién del segundo péptido. Se tomé la fraccién
37.97, la cua! correspondia a la matriz del MAP (determinado por
secuenciacién de aminodcidos) y se e acoplé el péptido C2. En el inciso
B se observa el perfil cromatografico del MAP acoplado al péptido C2.
Por andlisis de aminodcidos se determiné que la fraccién 38.94
correspondia al MAP sin acoplar, la 40.40 correspondia al MAP acoplado
al péptido C2 y la fraccidn 43.04 correspondia al péptido C2 sin acoplar.
De aqui se tomé la fraccion 40.40 para realizar los ensayos de
proliferacién celufar.

Debido a que el péptido 15 (ver tabla 1) contiene un epitopo especifico
de M. leprae , que es reconocido por las células T, lo seleccionamos para
que formara parte del MAP, ya que en principio esto garantizaria la
estimulacién de células T por la secuencia intrinseca del MAP. Sin
embargo, el reconocimiento de este péptido estd genéticamente
restringido a la molécula de histocompatibilidad DR2 humana, lo que
explicaria el por qué, en un momento dado, no se obtuviesen
estimulaciones celulares en un ensayo linfoproliferativo con células de
ratén.

Ensayos de Linfoproliferacién
Para estos ensayos de proliferacién celular con ganglios linfaticos,
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Leu-Gin-Ala-Ala-Pro-Ala-Leu-Asp-Lis-Leu

Lis
e G
CICH2COO

Leu-Gin-Ala-Ala-Pro-Ala-Leu-Asp-Lis-Leu / 3

CICH2CO0

Fig. 5. Estructura del MAP sintetizado. En esta figura puede apreciarae que el MAP
sintetizado consta de dos niveles de lisina. En el dltimo nivel se encuentra una molécula det
péptido 15 en el amino épsilon y una molécula de cloroacético en el amino alfa de las dos

lisinas,
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Fig. 6. MAP antes y después de la adicién del segundo péptido. En la figura A puede

el crol g del MAP que { dos moléculas del péptido 15 y dos
moléculns de cloroacético (ver figura 5). di iacid ds inoacidos se
determiné que la fraccién 37.97 era el que la la i Se tomd esta
fraccién y se realizé el lami con el péptido C2 (Ver materiales y métodos). En la
figura B se observa el perfil cromatogrédfico de! MAP acoplado al péptido C2. Por medio de
andlisis de aminoécidos se ind que la fraccién 38.94 correspondia al MAP sin acoplar,

la fraccién 40.40 al MAP acoplado al péptido C2 y la fraccién 43.04 al péptido C2 sin
acoplar. Ambos cromatogramas se obtuvieron por cromatografia liquida de alta presién
utilizando una coll Iitica C18 y leando un gradi de 0-60% de acetonitrilo.
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primeramente era necesario estandarizar el protocolo, para lo cual se
realizé una cinética utilizando uno de los péptidos, con el extracto
soluble de lepra y con el mitégeno concanavalina A. Esto se hizo con el
fin de determinar el tiempo de estimulacién con los distintos antigenos
utilizados.

Los puntos maximos de estimulacion obtenidos se muestran en la tabla
4. Como se puede observar, el tiempo necesario para obtener el méaximo
de estimulacién, depende del procesamiento del antigeno para poder
ser presentado al linfocito T; ésto se discute a continuacién.

Tabla 4. Tiempo de méxima estimulacién con dif g
Maximo de
Antigeno Est. (hrs.)
Con A 48
Péptido 72
MLSE 120

La concanavalina A tiene un tiempo de estimulacién menor, debido a que
actua directamente sobre glicoproteinas del linfocito T y por lo tanto
no necesita ser procesada ni ser presentada "a las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad para poder inducir
proliferacién celutar.

Por otra pare, algunos autores (4,18 y 30) opinan que los péptidos
pequeiios no necesitan del procesamiento dentro de la célula
presentadora profesional, sino que éstos, pueden formar complejos
directamente sobre las moléculas del MHC Il de superlicie que se
encuentran en las células presentadoras y de esta manera iniciar la
estimulacion de los linfocitos T. Para este ensayo se utilizé el péptido
2 en su forma monomérica, es decir, sin dimerizar.

En relacion al MLSE, éste consiste en un complejo multiprotéico
derivado de! lisado de la micobacteria, por lo que necesita ser
procesado en los endosomas de la célula presentadora de antigenos,
para que de esta manera, se obtengan los epitopos que inducirdn la
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proliferacién de linfocitos 7. Es por ésto que se requiere de mayor
tiempo para poder ilegar al maximo de estimulacién.

Una vez que se determinaron los puntos de maxima estimulacién, fué
necesario discernir entre varios sueros fetales para poder seleccionar
aquél que indujera una mejor proliferacién con el menor fondo. Se
probaron tres sueros de distintas casas comerciales: HyClone, Sigma y
Bloproducts.

En el primer ensayo se proBaron los tres sueros en ratones inmunizados
con extracto soluble de tuberculosis (debido a que es mas inmunogénico
que MLSE), los resultados se observan en la figura 7.

Como puede apreciarse en la figura 7, el suero de Sigma proporciona una
mayor estimulacién; sin embargo, como se observa en la figura 8, los
fondos obtenidos aumentaron en proporcion directa a la concentracién
de suero utilizado.

Debido a estos resultados, se seleccioné el suero de HyClone, que
aunque no da fa mdaxima estimulacién, si mantiene los fondos
constantes, y ésto puede ser decisivo si se fllegasen a realizar
modificaciones en el procedimiento,

Una vez que se estandarizé el procedimiento, se procedié a probar los
péptidos y los polimeros sintetizados.

Como puede apreciarse en la figura 9, solo uno de los dimeros (C2)
probados aumentd considerablemente la estimulacién de linfocitos T
respecto al péptido no dimerizado. Uno de los puntos de mas relevancia
es que sélo aumentd la respuesta en los ratones que fueron inmunizados
con el extracto soluble de lepra, lo que sugiere que dicho péptido posée
en su secuencia un epitopo especifico para M. lepras , ya que no di6
respuesta cruzada con los ratones inmunizados con el extracto soluble
de tuberculosis. En la figura 9 se indica la concentracion utilizada del
péptido que fué de 25 png/mL, sin embargo, también fueron probadas 1y
10 pg/mL. Los resultados obtenidos a estas concentraciones fueron muy
similares a los obtenidos con la concentracién indicada en esta figura,
pero no se muestran por simplicidad grafica.
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Fig. 7. Estimulaclén celular de nddulos linfoldes con distintos sueros e
Inmunizados con MTSE.4 x 104 células fusron incubadas en prasencia de uno de los

tres suercs sefialados, la concentracién final de los sueros fue de 10 %. La incubacién fué

por & dias en pozos de fondo plano y fueron pulsados con 0.5 pCi/pozo con 3H-Timidina, los
puntos son el promedio de tres pozos
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H rondo
B Muesira

0,05 0,1 0,15

Sigma FBS HyClone FBS

Por clento de Suero Utilizado

Flg. 8. Estimulaclén celular de nédulos linfoldes con distintas
concentraclone- de suero . inmunlzados con MTSE. 4 x410células fueron

das en pi ia de tres disti de suero Sigma y de HyClone. La
incubacién a 37 oC fué de cinco dfas en pozos de fondo plano, los pulsos fueron dados con 0.5
uCipozo de 3H-Timidina, Jas barras son el promedio de tres pozos.
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Flg. 9. Estimulacién de cé 1] de BALB/c d con
t lubi de M. b losl, (Mt) o M. feprae’ (MI), o no Inmunes

(Nl). 4 x.104 células fueron incubadas con 25 pg/mL de cada péptido (p2, p7, p5, p15,
2C, C2, 7C, C7, C5, 15C o MAP) durante tres dfas (El MAP se incubé durante cinco dias), se
colocaron en pozoe de fondo plano y se pulsaron con 0.5 pCi/pozo de 3H-Timidina. Las flachas
muastran [a actividad del dimero C2 en los tres distintos grupos: NI, Mt y MI.
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Tomando en consideracién los resultados obtenidos con los dimeros en
la proliferacién de células T y debido a que era necesario adicionarle un
segundo péptido a la matriz de lisinas (la cual ya contenia al péptido
15), se selecciond al péptido C2. De esta manera seria posible hacer la
comparacién de estimulaciones entre el péptido per se, el homodimero
y un heteropolimero.

Como ya se ha mencionado, con el dimero C2 se observé la mayor
estimulaciéon de la proliferacién. Es necesario hacer notar que e! dimero
2C no estimulé de la misma manera como lo hizo el dimero C2. Este
resultado puede deberse a que el epitopo se encuentre en el extremo
carboxito terminal del péptido 2, de tal forma, que al formar un
homodimero donde las cisteinas que @stdn formando el enlace disulfuro
se encuentra en el extremo amino terminal, éstas no representaran
ningtin tipo de impedimento para el reconocimiento del epitopo que se
encuentra en el otro extremo. Por otra parte, si el homodimero formado
contiene a las cisteinas en el extremo carboxilo terminal, éstas podrian
provocar algun arreglo tridimensional de la molécula que impediria el
reconocimiento del epitopo por parte de la molécula del complejo mayor
de histocompatibilidad. Es necesario mencionar, que ésto solo podria
ser factible siempre y cuando el dimero no estubiera siendo
internatizado por !a célula presentadora de antigenos, ya que uno de los
primeros pasos que realiza dicha célula es el de reducir todos los
enlaces disulfuro (6 y 8), para que de esta manera tengan mayor acceso
las enzimas proteoliticas a sus sitios de accién, y asi sepuedan
producir pequeiios péptidos para ser presentados a los linfocitos.

En el supuesto caso de que los homodimeros (C2 y 2C) estuviesen siendo
internalizados, deberia de esperarse que tanto el péptido 2, como sus
dos homodimeros, dieran respuestas muy similares.

Otro dato que sugiere que los homodimeros no estadn siendo
internalizados, es el resultado negativo en la estimulacién de la
proliferacién de los linfocitos inducidos por el MAP (ver figura 9). Al
ser una molécula relativamente grande, es factible que el MAP esté
siendo internalizado por la célula presentadora; por otro lado, si el
dimero C2 se internalizara, presentaria los mismos sitios de corte que
el péptido .C2 que se encuentra en la secuencia del MAP, y aunque e}
péplido 15 no produzca estimulacién (el otro componente del MAP), si
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se veria estimulacién por parte del epitopo del péptido C2.

Un resultado que no se esperaba, es que el dimero C2 di6 una buena
estimulacién y sin embargo, el péptido 2 no estimulé la proliferacion
celular. Como se mencioné anteriormente, el dimero 2C probablemente
no provocéd estimulacién debido al impedimento estérico del enlace
disulfuro en el epitopo; sin embargo, éste no es el caso para el péptido
2, ya que no posee ningin enlace disulfuro. El por qué un dimero provoca
estimulacion y el péptido per se no es capaz de hacerlo, es algo que no
podemos explicar. Hasta el momento, no se cuenta con algun reporte que
nos permita proponer una hipétesis al respecto.

Actualmente, no se cuenta con ningun reporte en la literatura en donde
se haya probado un MAP en un sistema de proliferacién celular de
linfocitos T; todos los MAPs que han sido probados, han sido en un
sistema de linfocitos B, es decir, se prueban con anticuerpos para
incrementar de cierta forma la avidez del antigeno (33-36). Sin
embargo, nos parecié interesante probarlo en este sistema, ya que al
ser introducido el MAP dentro de la célula presentadora, ésta podria
seleccionar mediante hidrélisis protefca un nuevo epitopo que fuera
capaz de aumentar la respuesta de los linfocitos T (9,38,38).

Como se mencioné anteriormente, atn no se ha reportado por algun otro
grupo, la utilizacion de MAPs en sistemas de linfoproliferacién de
células T. Los reportes que existen actualmente sobre este tipo de
moléculas son orientados hacia la obtencién de un Incremento en el
reconocimiento de! anticuerpo por el antigeno, es decir, se busca
aumentar la avidez del antigeno (un epitopo de malaria) hacia el
anticuerpo (36).

Otros de los usos que se les ha dado a los MAPs es para implementar
nuevas vacunas; es decir, se utiliza el MAP para inducir células de
memoria de linfocitos B contra hepatitis y malaria (33,34,35,36). Como
puede observarse, los MAPs solo han sido utilizados en sistemas de
linfocitos B.

Solo un grupo, aparte del nuestro, ha intentado utilizar MAPs en un

sistema de proliferacion celular de linfocitos T. ElI Dr. J. Petersen, en
Dinamarca, a identificado epitopos para células T murinas en la toxina
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pertussis (28,29). Con estos epitopos de células T ha disefiado MAPs,
los cuales han sido probados en un sistema de proliferacién celular de
linfocitos T( comunicacién personal).

Desgraciadamente, aun no se han publicado los resultados de estos
experimentos, y desconocemos hasta el momento, si estos MAPs
lograron estimular igual o mayormente a los linfocitos que los péptidos
sin polimerizar, o si al igua!l que nosotros, no observaron proliferacién
de los linfocitos T. Esto debido probablemente (como se mencioné
anteriormente), a que las células presentadoras hidrolizan el epitopo.

La identificacién de un epitopo inmunocespecifico, para las distintas
especies de micobacterias, no es tarea féacil, ya que comparten entre sl
muchos de sus antigenos (15) y esto complica su identificacién. Es por
ésto, que al igual que nuestro grupo de investigacién, otros grupos se
encuentran realizando esta blusqueda. Por ejemplo, en Colombia, el Dr.
Patarroyo ha identificado una proteina de 14 kDa que aparentemente
solo se encuentra en Mycobacterium tuberculosis (14,26). También él,
al igual que nosotros, ha sintetizado péptidos sintéticos de los
epitopos, para utilizarlos como un ensayo inmunodiagnéstico en la
identificacién de pacientes con tuberculosis.
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CONCLUSIONES

1. Se realizé la sintesis de seis péptidos correspondientes a secuencias
de aminoé4cidos de tres proteinas (18, 28 y 65 KDa) de Mycobacterium
leprae, con los cuales se realizaron los estudios indicados en la tesis.

Il. En la sintesis manual de los péptidos se obtuvo un mayor rendimiento
que en la sintesis automatica.

. Con los péptidos sintetizados se formaron nueve homodimeros para
ser probados en un sistema de proliferacion celular de linfocitos T.

IV, Al final de la oxidacién en la formacidn de los dimeros, se obtuvo
aproximadamente un 50 % de péptido oxidado y un 50 % de péptido
reducido, es decir, la eficiencia de oxidacién no fué muy buena.

V. Se sintetizé6 un MAP, el cual contiene la secuencia de dos péptidos,
del péptido 15 y el péptido 2; este MAP fué probado en un sistema de
proliteracién celular de linfocitos T.

VI. El punto méximo de estimulacién para e! mitégeno concanavalina A
fué a las 48 hrs, mientras que para el péptido 2 fué a las 72 hrs y para
el extracto soluble de micobacterias fué de 120 hrs.

VIi. De los nueve homodimeros formados, solo uno de ellos, el dimero
C2 mostré un incremento en los resultados de proliferacion celular; los
ocho restantes no mostraron esta capacidad.

VIIl. La construccién del MAP no mostré un aumento en la proliferacion

celular de los linfocitos T, probablemente debido a que la célula
presentadora no gener$ los epitopos adecuados.
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PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas de este trabajo, se encuentra la de probar
los dimeros y el MAP sintetizados, en un sistema de proliferacién
celular in vitro de linfocitos T humanos, ya que el sistema montado fué
usando ratones Balb/c y éstos no presentan las mismas caracteristicas
de restriccion que las células humanas. Es decir, el hecho de que la
mayoria de los dimeros y el MAP no hayan dado respuesta en una cepa
singénica con un solo haplotipo de MHC de ratén, no implica que en un
sistema ablerto como es el caso con los humanos ocurra 1o mismo.

Otra de las perspectivas dentro del trabajo, es la de realizar pruebas de
hipersensibilidad tardia tipo 1V en humanos con los dimeros y el MAP,
con el fin de avanzar hacia un ensayo inmunoldgico dei tipo dérmico en
humanos.

37



REFERENCIAS

1. Aimeida J. O. (1970). Serology in leprosy. Bull, WHQ 42:
673-702.

2. Baird. (1988). A major antigen from Mycobacterium
tuberculosis which is homologous to the heat shock proteins
groES from E. coli and the htpA gene product of Coxiella bumeti.
Nugleic Acids Hes. 16: 9047. '

3. Booth et. al. (1988). Antigenic proteins of Mycobacterium
leprae. J. lmmunol, 140: 597-601.

4. Buos S. and Werdalin O. (1986). Oligopeptide antigens of the
angiotensin lineage compete for presentation by
paraformaldehide treated accessory cells to T cells. The
Joumal of immunology 136(2).

§. Cherayil and Young. (1988). A 28 kDa protein from
Mycobacterium leprae is a target of the human antibody response
in lepromatous leprosy. J. immunol, 141: 4370-4375.

6. Collins D., Unanue E. and Harding C. (1991). Production of
disulfide bonds withing lysosomes is a key step in antigen

processing. The Joumal of immunology 147(12).

7. Convit J., Aranzazu N., Pinardi M. E. and Ulrich M. (1979).
Immunological changes observed in indeterminate and
lepromatous patients and Mitsuda-negative contacts after
inoculation of a mixture of M. leprae and BCG. Clin. Exp.
lmmunel 36: 214-220 .

8. Diment S. (1990). Different roles for thiot and aspartyl
proteases in antigen presentation of ovalbumin, The Journal of
immunology.

9. Dolovitch T., Semple J. and Phillips M. (1988). Influence of
antigen processing on immune responsiveness . lmmunology

38



Today 9(7 and 8).

10. Engers H. D. and Workshop participants. (1985). Results of a
World Healt Organization-Sponsored workshop to characterize
antigens recognized by Mycobacterium-Specific monoclonal
antibodies. |nfect, lmmun, 51: 603-605.

11. Engers H. D. and Workshop Participants. (1985). Results of a
World Healt Organization-Sponsored workshop on monoclonal
antibodies to Mycobacterium leprae. [nfect, Immunol. 48: 603-
605.

12. Estrada-G |., Gutiérrez M., Esparsa J., Quesada-Pascual F.,
Estrada-Parra S. and Possani L. (1992). Use of synthetic peptides
corresponding to sequences of Mycobacterium leprae proteins to
study delayed-type hypersensitibity response in sensitized
Guinea pigs. International Journal of Leprosy 60(1): 18-27.

13, Estrada-Parra S., Rojas-Espinosa O., Quezada-Pascual F.,
Estrada-Garcia |., Santos-A L. (1983). La lepra: Investigacién en
la Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas, IPN. Rev, Latinoamer.
_Microbiol. 31: 251-257.

14. Falla J., Parra C., Mendoza M., Franco L., Guzmén F., Forero J.,
Orozco O. and Patarroyo M. (1991). Identification of B and T cell
epitopes within the MTP40 protein of Mycobacterium
tuberculosis and their correlation with the disease course.
Infection_and immunity 59(7): 2265-2273.

15. Garsia el. al. (1989). Homology of the 70 kiloDalton antigens
from Mycobacterium leprae and Mycobacterium bovis whit the
Mycobacterium tuberculosis 71 Kilodaltons antigen and with the
conserved heat shock protein 70 of eucaryotes. jnfect. lmmun.
57: 204-212.

16. Gaylord H. and Brennan T. (1987). Leprosy and the leprosy

bacillus: Recent developments in caracterization of antigens and
immunology of the disease. Annu, Bev, Microbiol. 41: 645-675.

39



17. Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencias
Epidemiolégicas. (1992). Lepra: Pasado, presente y perspectivas
para el futuro. Publicacién Técnica del INDRE 15.

18. Jensen P. E. (1991). Enhanced binding of peptide antigen to
purified class |l major histocompatibility glicoproteins at acidic
pH. J. Exp, Med. 174: 1111-1120.

19. Kilatser P., vanRens M. and Eggelte T.A. (1984).
Immunochemical characterization of Mycobacterium leprae
antigens by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
immunoperoxidase techniques (SGIP) using patients’ sera. Clin,
Exp. Immung|l. 55: §37-544.

20. Latapi F. (1972). Lepra. Breve informacién para el médico
general. Dermatologia Cijnica. Ed. J. L. Contez: 583-620.

21. Maurice J. La lepra. Mundo Cientifico 7(73): 1020-1028.

22. Mehra V. and Bloom B. R. (1979). Induction of cell mediated
immunity to M. leprae in guinea pigs. Infect. Immun 23: 787-
794,

23. Merrifield B. A. (1963). Solid phase peptide synthesis. The
synthesis of a tetrapeptide. J. Am. Chem. Sqc. 85: 2144-2154,

24, Minden P., Kelleher P.J., Freed J.H., Nielsen L.D., Brennan P.J.,
McPheron L. and McClatchy J.K. (1984). Immunological evaluation
of a component isolated from Mycobacterium bovis BCG . [nfect,
Immunol. 46: 519-525.

25. Mitsuda K. (1953). On the values of a skin reaction to
suspensions of leprous nodules. Iot. J. Lepr. 21: 347-358.

26. Patarroyo M., Parra C., Pinilla C., Del Portillo P., Torres M.,
Clavijo P., Salazar L. and Jimenez C. (1986). Immunogenic
synthetic peptides against mycobacteria of potential
immunodiagnostic and immunoprophilactic value. Symposium_on.
the immunology o9 leprosy 57(2): 163-168.

40



27. Patel P. J. and Lefford J. M. (1978). Induction of cefl
mediated immunity to M. leprae in mice. ]nfect, immun. 19: 87-
93,

28. Petersen J., Holm A, Ibsen P., Haslov K., and Heron !. (1993).
Identification of murine T cell epitopes of the S4 subunit of

pertussis toxin. Infection and immunity 61(1): 56-63.

29. Petersen J., Holm A., ibsen P., Haslov K., Capiau C and Heron |.
(1992). Identification of human T cell epitopes on the S4 subunit

of pertussis toxin. Infeclion and immunity 60(10): 3962-3970.

30. Rothbard J. and Gefter M. (1991). Interactions between
immunogenic peplides and MHC proteins. Anau, Revy, immunol, 9:
527-565.

31. Sathish M., Esser R., Thole J. and Clark-Curtiss J. (1890).
Identification and characterization of antigenic determinants of
Mycobacterium leprae that react with antibodies in sera of
leprosy patients. Infect. Immunol. §8: 1327-1336.

32. Smelt A. H., Rees R. J. W. and Liew F. Y. (1981). Induction of
delayed-type hypersensitivity to M. leprae in healthy individuals.
Clin. Exp. Immunol. 44: 501-506.

33. Tam J. P. (1888). Synthetic peptide vaccine design:
Synthesis and properties of a high-density multiple antigenic

peptide system. Proc, Natl, Acad. Sci, USA 85: 5409-5413.

34. Tam J. P. and Lu Y. (1988). Vaccine engineering. Enhancement
of immunogenicity of sinthetic peptide vaccines related to
hepatitis in chemically defined models consisting of T- and B-
cell epitopes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9084-9088.

35. Tam J. P, and Zavala F. (1989), Mumple antigen peptide: A
novel aproach to increase detection sensitivity of synthetic
peptlides in solid-phase immunoassays. . of immunot, Methods
124: 53-61.

41



36. Tam J. P, Clavijo P., Lu Y., Nussenzweig V., Nussenzweig R.
and Zavala F. (1890). Incorporation of T and B epitopes of the
circumsporozoite protein in a chemically defined sinthetic
vaccine against Malaria. J,_Exp, Maed, 171: 209-306.

37. Thole J., Stabel L., Suykerbuyk M., Dewit M., Klatger P.,
Kolk A. and Hartskeerd R. (1990). A major immunogenic 36000-
molecular-weight antigen from Mycobacterium lep ins

an immunoreactive regions of prollne -fich repeats. [nfect
lmmunol, 58: 80-87.

38. Van Noort J., Boom J., Van der Drift A., Wagenaar J., Boots A.
and Boog C. (1991). Antigen processing by endosomal proteases
determines which ‘sites of sperm-whale myoglobin are eventually
recognized by T cells. Eur, J. immunol. 21: 1989-1996.

39. Yoshikawa M., Watanabe M. and Hozumi N. (1987). Analysis of
proteolytic processing during specific antigen presentation .

Cellular Immunotogy 110: 431-435.

40. Young D., Lathigra R., Hendrix R., Sweetser D. and Young R.
(19688). Stress proteins are immune targets in leprosy and

tuberculosis. Proc, Natl. Acad. Sci. USA 85: 4267-4270.

41. Young R. A, Bloom B., Grossinsky C., lvanyi J., Thomas D. and
Davis R. (1985). Dissection of Mycobacterium tuberculosis
antigens using recombinant DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
2583-2587,

42



ANEX0S



ASIA-PACIFIC JOURNAL OF MOLECULAR
BIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

February 23, 1894

Dr. Lourival Dumingou POSSANI
e Bi

Imhtubo da Biotecnolngtu
U t6 de México

Apdo. Postal 510-3
Cuernavaca, Morelos 62271 México
Fax: (62)(73) 17-2388

Dear Dr. Pomni

Please find enclosed my own comments and thoso of two revi (A and B), gardi
the manuscript entitled "The i . of tid ding to
leprae protein sequences” by M.C. Guti Estrada-G., S. Estrada-P,, F, Quesada P., AJ"

Licea, and L.D. Possani (code ECAP 9401), wlnch was received in my office on December 20,
1993, to be considered for publication in our Journal,

My comments are marked directly on the manuscript; aside from style considerations, X
believe that you must explain more about the proteins from which the peptides were designed for
testing immunogenic activity, say more about posaibl rties of the peptides (e.g. why could
some of them ba more immunogenic than others) and present more clauly the negative controls

. used for experiments of Figures 2 and 3.

Ag indicated by Revi A itisi to test the reprod "ﬂieyofthe' durati
data of Figure 1 and oﬂ.he shmulatlon ind.iceu of I"ienre 3; this revi tabl
aﬁ,enmnor Br after major revision” and makes several

ciall ing the fact that data from lndlvxdual cell experiments ahould
be included. _

My dation for your is to t after revision, foll g all the

Tuded ta and queries. I look forwald to receiving y the revised version of your pupar.

Sin

Dr. Edmundo CALVA
Edito
Fax (52) (73) 17-2399

e-mail: ecalva@pbr322.ceingebi.unam.mx



THE IMMUNOGENIC ACTIVITY OF S8YNTHETIC PEPTIDES
CORRESPONDING TO Mycobacterium leprae PROTEIN SEQUENCES

by

Maria C. Gutiérrez*, Iris Estrada-G.f, Sergio Estrada-Parraf#,
Fausto <Quesada Pascual#, Alexei F. Licea* and Lourival D.

Possanin+,
from

*Departamento de Bioquimica, Instituto de  Biotecnologia,
Universidad Nacional Autonoma de México, Apartado Postal 510-3,
Cuernavaca Mor. 62271 MEXICO.

#Debartamento de Inmunologia, Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional - Prolongacién de carpio

y Plan de Ayala., México D.F. 11340 MEXICO.

+Author to whom correspondence should be addressed: Dr. Lourival D.
Possani, Departamento de Bioquimica, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Autdnoma de México - Av. Universidad 2001,
Apartado Postal 510-3, Cuernavaca, Mor. 62271 MEXICO.

* Telephone number (52)(73)114900 to 04 Fax number (52)(73)172388

Short title: Synthetic immunocgens for leprosy.



ABSTRACT
Seven peptides containing 15-25 amino acid residues, which
correspond to segments of the amino acid sequences from two heat
shock proteins, the 65 kDa and the 18 kDa, a 28 kDa superoxide
dismutase (SOD) and a 28 kDa iron-regulated protein from
Mycobacterjum leprae, were synthesized by the solid phase method of
Merrifield. Guinea pigs, immunized with single peptides, gave
positive delayed-type hypersensitivity (DTH)-responses, when
challenged with the homologous peptides. Similarly, the capability
of these peptides to induce T~cell proliferation in vitro was
assayed in groups of BALB/c mice, previously immunized with each
synthetic peptide. Some of the peptides were able to sensitize a T-
cell population, which later recognized the protein in its native
form in a cell-free extract from M.leprae. In other experiments, no
antibodies against any of the synthetic peptides were detected,
neither in the sera of lepromatous leprosy (LL) patients, nor in
the sera of guinea pigs immunized with M.leprae. Therefore, these
synthetic peptides are immunogens capable of priming T-cells of

guinea pigs and mice.



INTRODUCTION
Leprosy is a human disease caused by an intracellular infectious
organism, Mycobacterium _leprae!, which can be cured by
chemotherapy?. However, the long incubation period before the first
symptoms develc;p, the existence of individuals who have already
encountered but overcome infection, and both the lack of continuity
of observation of patients under treatment, and the lack of
adequate control of infected people, have prompted the need for a
quick and reliable diagnostic test for possible treatment and/or
control of the gpread of the disease?. Lepromin® and leprosin-a%rSs
are two preparations widely used in skin tests for leprosy°'7. Both
are relatively crude preparations made from heat-killed M, leprae or
from sonicates of irradiated and heat-killed bacilli and have a
number of important drawbacks. Both preparations are very complex
mixt.:ures of components, which imposes technical problems in
standardizing different batches. Thus, the production of a well-
defined antigen preparation for leprosy skin testing, is of great

importance.

One of the most important properties of a skin test reagent is its
ability to induce a high level of cell-mediated immune response. We
have thus evaluated the ability of a set of synthetic peptides to
induce cell-mediated immunity in guinea pigs and mice. Some of
these peptides were chosen because they have previously been shown
to stimulate human or murine T-cells®9:10, and others were designed

to contavin potential T-cell epitopes, as identified using the MSEQ



program!!,

MATERIALS AND METHODS
antigens. Synthetic peptides
Seven peptides were synthesized by the manual solid-phase method of
Merrifield!?, using t-BoC-amino acids and chloromethyl resins. A
more detailed description of the synthesis, purification by high
performance liquid chromatography and chemical characterization of
synthetic peptides can be found elsewherel3, Table I shows the

sequences of these synthetic peptides.

M.lepras soluble extract (MLSE)

MLSE was obtained as described previously!?. Briefly, suspensions
of M.leprae were first sonicated and then centrifuged at 12,500 g
for 15 min, and the supernatants were recovered as soluble

extracts.

Gensitization

Groups of three female outbred Hartley guinea pigs (300-350 g)
received intramuscularly (i.m.) a synthetic peptide (500 zg), in
incomplete Freund's adjuvant (IFA). Skin tests were performed (see
below) in all animals after four weeks. Reactions were considered
positive when the induration diameter was egual or greater than

Smn.

8kin tests



Sensitized guinea pigs were tested at different sites, with 5 ug of
MLSE and with the peptide used for immunization (i.e. the
homologous peptide) at deoses of 250, 100 and 0.054g. Antigens were
injected intradermally (i.d.) in 0.1 ml of saline on both flanks.
Diameters of induration appearing at the test sites were measured
after 4, 24, and 48h. Control animals, immunized with IFA lacking
a peptide, were skin-tested with MLSE (5 pg) and with each

synthetic peptide (100 ug and 0.05 ug).

Lymphocyte stimulation assay (L8)in mice

Groups of three BALB/c mice were immunized subcutaneously (s.c.) in
each hind footpad, with 10 ug of each of the seven synthetic
peptides in IFA. Seven days later, all animals received a second
dos'e, again in IFA. Draining lymph nodes were removed the next day,
and cells were disaggregated. Pools of cells from all three mice
immunized with a given peptide were prepared. Cell cultures were
set up in triplicate in 96-well plates, using 4x105 cells/well in
RPMI 1640 medium (Sigma Chemical Co., St. Lo-uis, MO., U.S.A.)
supplemented with 2 mM L-glutamine, 5x10~5M 2-mercaptoethanol and
5% fetal calf serum (GIBCC BRL, Cat. No. 230-6170AG, Grand Island,
NY, USA), containing either homologous peptide (1, 10 or 50 ug/ml)
or MLSE (25 or 50 ug/ml). Plates were incubated for 4 days at 378C
in 5% C0O;, after which they were pulsed with 1 uci of [?H]thymidine
per well for 16h, and harvested onto glass filter papers. [JH]-
Thymidine incorporation was quantitated by liquid scintillation

counting, The mean counts per minute (cpm) for each group was



determined, and results were presented as the stimulation index
(SI), given by (cpm of cells plus antigen)/(cpm of cells without

antigen). Assay variation between replicates was less than 20%.

Detection of antibodies using ELISA assays

In order to determine the best conditions for the ELISA, all
synthetié peptides were diluted at 5 pg/ml in either of four
different solutions: O©0.1M sodium bicarbonate pH 9.4, 0.1M
phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.2, water, and 0.1M citrate
phosphate buffer (CPB) pH 5.0. Diluted peptide (100 ul) was added
to each well of three different microtiter plates: Immulen 2
(Dynatech Lab.), Maxisorp (Nunec) and polyvinyl (COSTAR). This
procedure was performed in duplicate. All six plates were incubated
overnight at 4f¢, followed by incubation for 2 h at 372c with one
of the following reagents: 2% skimmed milk, 1% bovine serum alkbumin
(BSA) orxr 5% glycine (all dissolved in PBS ceontaining 0.05% Tween 20
(PBST)). Half of the plates were washed twice with PBST and
incubated overnight at 4ec, with various dilutions of sera from
lepromatous leprosy (LL) patients (see acknowledgments). The
remaining plates were washed similarly and incubated with sera from
guinea pigs immunized with 5x10° 60Co-M.leprae. Both types of sera
were assayed at dilutions of 1:5, 1:10, 1:20 and 1:40. Plates were
washed three times with PBST, incubated for 2 h at 372C with the
appropriate peroxidase conjugate, and washed five times with PBST,
after which the enzymatic reaction was developed with 2,2°'~azinobis

(3-ethylbenz-thiazoline sulfonic acid) chromogen (Sigma Chemical



Co, Cat. No.A-1888, St. Louis, MO., USA), and read at ODyug.

8tatistical methods
Statistical analyses of the results obtained were performed by one-

way analysis of variance and Student's t test,

RESULTS

Induction of DTH wjith synthetic peptides and MLSBE in peptide-
sensitized guinea pigs

Figure 1 shows the results obtained when 100 uzg of each synthetic
peptide was (Table I) used intradermally to induce DTH in guinea
pigs, similar results were obtained with 250ug (not shown).
Positive DTH responses were only obtained with the homologous
peptides (more than 5 mm induration); challenge cf non-immunized
animals with all peptides failed to give DTH responses. All the
peptides except Pl induced positive DTH reactions, though P7 gave
only borderline responses; induration was never.obtained when the
same animals were challenged with the smaller dose (0.05ug (50ng}).
All animals were also challenged with MLSE: only those animals
previously sensitized with peptides P2, P5 and P7 produced positive

DTH reactions, although the response to peptide P2 was borderline.

Lymphocyte stimulation assays (LS8)
Figure 2 shows the results of LS assays in which three

concentrations of peptides, 1, 10 and 50 pg/ml, were used for in



vitro activation of T-cells from mice immunized with the synthetic
peptides. In all cases, the greatest levels of stimulation were
obtained with peptides at a concentration of 10 ug/ml. Similar
results were obtained in a second, independent, experiment . Figure
3 shows the SI cobtained when lymph node cells from mice immunized,
with each synthetic peptide, were stimulated with the homologous
peptide (10 ug/ml) or MLSE (25 pg/ml). Upper and lower panels are
two independent experiments in the same conditions. While low SI
values were obtained when homologous peptides were used for
stimulation, lymph node cells from animals immunized with Pps, P7,
P9 and P10 were stimulated more strongly with MLSE. Controls with

Concanavalin-A gave SI values greater than 50 (data not shown).

ELIBA with sera from guinea pigs sensitized with M.lepraae and from
lepromatous leprosy patients

Each synthetic peptide was used as antigen in ELISA assays to
deternine whether sera from immunized guinea pigs and a pool: of
sera from 15 LI patients contained antibodies recognizing the
peptides. No antibodies were detected either in sera from gquinea
pigs or in the pool of sera from LL patients, even at a 1:5 serum
dilution. All sera had very high antibody titers to MLSE when

measured in the same system (mean titer 1:512).

DISCUSBTION
Both lepromin and leprosin-A, two of the more widely used skin test

reagents for leprosy have a number of disadvantages when used for



diagnostic purposes3. oOne important problem is the need for
growing large gquantitles of the pathogen: M.leprae only grows in
certain animals, such as the nine-banded armadillo pagypus
novemecinctusld, Both preparations consist of complex mixtures of
components, which impose technical problems in standardizing
different batches, and there is a definite risk of contamination
with live infectious baciilil“, Thus, the production of a simpler,
reliable, specific and very well-defined antigen preparation for
leprosy skin testing is a highly desirable objective. Currently
favored approaches te this aim include the use of recombinant DNA
t:echni.ques:ls and synthetic peptides, as we describe here, Since
M.leprae is an intracellular infectious agent, cell~mediated
immunity (CMI) is expected to confer protection against leprosy®,

rather than humoral immunity acting through circulating antibodies.

Measurements of skin induration reactions in experimental animals
is considered an adequate method of assessing CMI responses.
Furthermore, induction of DTH to M.leprae is weli documentedl?, and
has been demonstrated in guinea pigs!?, mice}® and humans®?. The
recant availability of primary structure data for several M.leprae
proteins, obtained using recombinant DNA technigues!®, and the use
of recombinant proteins to identify some of their T-cell epitopes
has allowed the design and synthesis of peptide fragments,
corresponding to these epitopes. These have great potential for
developing skin test diagnostic¢ reagents for leprosy, and may be

used for vaccine development. Given that one of the most important



properties of such synthetic peptides is their ability to induce
immune responses, we chose seven peptides, known or suspected (by
computer analysis) to contain M.leprae T-cell epitopes 8:9,10,11,
The immunogenicity of these peptides was assessed in two different
animal species: guinea pigs and mice. Guinea pigs are classically
used for measurement of DTH, while the mouse provides the standarad
system for determining lymphocyte stimulation: both tests measure

T-cell reactivity.

Assessment of DTH responses in guinea pigs showed that, except for
P1 (from the 65 kDa protein), all the other peptides, i.e. P2 (from
the 65 KDa protein, P5 and P6 (both from the 28 kbDa protein), P7
(€rom the 18 kDa protein), and P9 and P10 (both from the 28 kDa
SOD) (Table I) induced positive DTH~responses in animals previously
sensitized with the homologous peptide. More interesting was the
fact that immunization of guinea pigs with P5 and P7 resulted in
sensitization of a cell population, that subsequently presumably
recognized the native proteins (i.e. the 28 kba and 18 kDa
proteins) in MLSE (Fig. 1). That these were specific DTH reactions
was shown by the fact that none of the control (non-immunized)
animals showed positive indurations with any of the peptides (Fig.
1, N), and we have thus far never obtained positive DTH reactions
with MLSE in non-immune animals. The fact that positive DTH
reactions were only seen with a high dose of peptide (250 and 100
#g) suggests that they are less immunogenic than the "parent"

proteins in the native context, in the sense that they may praduce

10



smaller numbers of immunocompetent cells. The lower doses (50ng)
may thus have been below the threshold for activating the number of
immunocompetent cells required for a DTH response, although we have
previously shown that challenge with this quantity is sufficient to
induce DTH responses when antigens are presented in the form of

MLSE?,

Three different concentrations of peptides were used to stimulate
mouse lymph nede cells from animals previously immunized with
synthetic peptides. In vitre lymphocyte stimulation was dose-
dependent (Fig. 2): the highest SIs were obtained using 10 pug/ml of
each peptides. Although the SIs observed, in both, this and in an
independent experiment, with the homologous peptides were not high,
higher values were obtained with MLSE, though only with the cells
from mice immunized with peptides P&, P7, P9 and P10 (Fig. 3). It
thus appears, as in the case of the guinea pig DTH measurements,
that immunization of mice with some of the peptides resulted in
sensitization of T-cell populations, which subséquently recognized
the native 28 kDa (P6), 18 kDa (P7) and 28 kDa SOD (P9 & P10)

proteins in the MLSE (Fig. 3).

These results thus demonstrate that synthetic peptides are able to
sensitize T-cell populations in gu::.nea pigs and mice, in such a way
that they apparently recognize the protein in its native form in
the MLSE. These results also indicate that simple peptides are

capable of inducing DTH, contrary to the belijef that polymerization

11



of short amino acid segments is required. This confirms data
previously reported by Patarroyo et al.m, who reached similar
conclusions using even shorter synthetic peptides corresponding to

M.tuberculosis proteins.

Analysis of LS responses in mice immunized with the synthetic
peptides showed that peptides P6 (from the 28 kDa protein), P7
(Erom the 18 kDa protein), and P9 and P10 (both from the 28 kDa
SOD) primed T-~cell populations for a proliferative responses to the
native molecules in the MLSE. The greatest proliferation was
obtained with P9 (amino acids 46-60 of the SOD sequence); both P9
and P10, chosen using the MSEQ programll, contain motifs specifie
to T-cell epitopes. The peptides P9 and P10 were shown to be more
immunogenic in both systems (DTH and LS), more likely due to
intrinsic immunogenic properties of the native protein from which
they were derived (28 kDa SOD). Peptide P5 was unable to prime

cells to recognize the native molecule in the MLSE.

The negative results obtained in the ELISA antibody assays did not
result from failure of the peptides to attach to the various
plastic supports (positive picric acid tests for the presence of
bound polypeptides were obtained with all supports and all
peptides; results not shown). Thus, if we assume that negative
results are not caused by an unknown artefact, these findings
indicate that amino acid sequences corresponding to T-cell epitopes

do not necessarily promote the synthesis of detectable levels of

12



circulating antibodies.

In conclusion, these studies show that synthetic peptides may have
some potential in the development both of diagnostic test reagents,
including those based on induction of DTH responses, and of
vaccines against lepresy. In order for peptides to induce
protection one would expect them first to be immunogenic, something
we have shown in this paper. The knowledge of more M. leprae
specific protein amino acid sequences and the understanding of how
these proteins are processed by antigen-presenting cells are two
conditions bound to play a key role in the development of a skin

test for leprosy.
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LEGENDS TO ¥FIGURES

Fig.1l: DTH-Responses in Guinea Pigs Bensitized with Synthetic
Poptides
Groups of three guinea pigs were immunized i.m. with each synthetic
peptide (500 pg). After 4 weeks, DTH-responses were induced by i.d.
injection of 100 pgg of homologous peptides (shaded bars) and & ug
of MLSE (white bars). Diameter of induration (in mm] was measured
at 48 h. Reactions were considered positive when the induration
diameter was equal or greater than 5 mm. Each bar represents the
mean of reactions obtained with 3 guinea pigs. N |indicates the
mean induration obtained with all peptides in three{non-immunized
guinea pigs. Values for P5, P6, P9 were statistically significant
at a level of p <0.001, while for peptide P10 at a lgvel of p<0.005
(using the Student's t test).

Fig.2: Titration of Peptide Concentrations fpr Lymphocyte
Btimulation Agsays in Mice

Cells from individual groups of BALB/c mice, im;l\un zed with 20 ug
of each of the peptides P1, P2, P5, P6, P7, P9 and P10, were
cultured in the presence of peptides (1, 10 and 50 pg/ml). Cultures
were pulsed with 1 uCi 34 thymidine on day 4. Stimulation index

(SI) is given by (cpm of cells plus antigen)/(cpm of cells alone).

Fig.3: Lymphocyte Btimulation Responses to Homologols Peptides and
MLBE in Mice

Panels a and b are two independent experiments jnder the same
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conditions. Cells from individual groups of BALB/c mice, immunized
with 20 gg of each of the peptides P1, P2, P5, P6, P7, P9 and P10,
were cultured in the presence of 10 ug/ml of homologous peptide
(shaded bars), or M.leprae soluble extract (MLSE) (white bars). All
cultures were pulsed with 1uCi of [3H]-thymidine on day 4.
Stimulation index (SI) is given by (cpm of cells plus antigen)/(cpm

of cells alone).
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TABLE I: Proteins from M.leprae and corresponding amino acid (aa)
sequences of fragments chosen for the synthesis of antigenic

peptides.

1. From the 65KDa protein®:
Pl (from aa 195-219) KGYISGYFVIDAERQEAVLEEPYIL
P2 (from aa 201-219) YFVTDAERQEAVLEEPYIL
2. From the 28KDa protein®:
P5 (from aa 24-48) PCAYFLVYEPTASAKPAAKHYEFKQ
P6 (from aa 181-205) VNDLLKVANQLGASQVMDLIKGVVM
3. From the 18KDa protein®:
P7 (from aa 8-23) FRELDRFAEQVLGTSA
4. From the 28SOD proteind:
*P9 (from aa 46-60) KLDEARAKDDHSAIF

*P10 (from aa 100-~117) DETFGSFDKFRAQFSAAA

*These peptides were chosen with the MSEQ programil.
2 and € members of the haat shock protein family8:9.
b possible iron-regulated protein?!.

9 superoxide dismutase??,
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