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1. ABSTRACT

The role of the antibodies in protection against infectious diseases was
postulated since the observation at the end of the XIX century of their
capacity to neutralize toxins.

Activated B lymphocytes are the responsible of antibody production and
together with T lymphocytes are the cells that mediate the effector
mechanisms of the adaptive immune system. The main property of the
adaptive response is the establishment of immunological memory. The
memory response, is what confers protection against reinfection and it is
related to high antibody titers as well as the presence of higher frequencies
of antigen specific T and B lymphocytes

Antibodies are involved in the protection against infectious deseases, in
particular those with neutralizing activity, these antibodies are the main
effector mechanism against virus and bacteria. The presence of long
lasting protective antibody titers in one of the objectives aimed in vaccine
development.

Many studies pointed out that the antigen structure impacts on B
lymphocytes activation, the antigens with a rigid and highly organized
array are able to activate efficiently B lymphocytes because the cross-link
the BCR properly. Another set of studies suggests that the repetitive
molecular array also could be detected by cells from the innate immune
syste, p.e mannose binding protein (MBP). However, the role of this kind of
antigens in the induction of the long-lasting protective immune response
mediated by antibodies had not been studied.

The experimental data obtained using papaya mosaic virus (PapMV) as
system, make us able to propose that the antigens with a highly organized
and repetitive molecular array are recognized as pathogen associated
molecular patterns (PAMP) and also they are excellent immunogens

(Pamptigens) able to induce a long-lasting antibody response.



Those properties make Pamptigens able to activate of the mechanisms
involved in the establishment of the long-lasting protective immune
response because they activate efficiently both the innate and the adaptive
arms of the immune system.

The subunit expression system based on VLP from PapMV is the first
heterologous expression system of whole subunits in a highly organized
and repetitive array which is able to induce long-lasting immunity
combined with the advantages that it is inocuos, stable and could be

produced at low cost.



2. RESUMEN

La participacion de los anticuerpos en la proteccion contra infecciones se
postuld a partir de las observaciones realizadas hacia finales del siglo XIX
de su capacidad de neutralizar toxinas.

Los linfocitos B activados son las células responsables de la produccion de
los anticuerpos y junto con los linfocitos T son los encargados de mediar
los mecanismos efectores de lo que se denomina respuesta inmune
adaptativa. La principal propiedad de dicha respuesta es el
establecimiento de la memoria inmunologica. La respuesta de memoria, es
la que confiere proteccion a la reinfeccion y se ha relacionado con la
presencia de altos titulos de anticuerpos, asi como por la presencia de
linfocitos T y B especificos.

Los anticuerpos participan de manera importante en la proteccion contra
las enfermedades infecciosas. En particular, los anticuerpos neutralizantes
constituyen el mecanismo efector de la respuesta inmune contra virus y
bacterias. La presencia de altos titulos de anticuerpos protectores de larga
duracion es uno de los objetivos buscados en el desarrollo de vacunas
contra patogenos controlados principalmente por mecanismos efectores
dependientes de anticuerpos.

Diversos estudios sefnialan que la estructura antigénica influye de manera
importante en la activacion de los linfocitos B, ya que los antigenos que
presentan un arreglo rigido y altamente organizado activan eficientemente
a los linfocitos B a través de un eficiente entrecruzamiento del receptor del
linfocito B (BCR). Otros trabajos, sugieren que el arreglo molecular
repetitivo también puede ser detectado por las células del sistema inmune
innato como lo es el caso de la proteina que une manosa. Sin embargo, la
participacion de estos antigenos en la induccion de la respuesta de

anticuerpos protectores de larga duracion no ha sido evaluada.



Los resultados obtenidos empleando como sistema experimental el virus
de mosaico de la papaya (PapMV) nos permiten proponer que los antigenos
altamente organizados y repetitivos al ser reconocidos como patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMP) y ser excelentes inmunogenos
(Pamptigen) son capaces de inducir la respuesta de anticuerpos de larga
duracion. Estas propiedades les permiten favorecer la activacion de los
mecanismos involucrados en el establecimiento de la respuesta immune
protectora de larga duracion debido a que activan eficientemente tanto a la
respuesta immune innata como a la adaptativa.

El sistema de expresion de subunidades de patogenos de interés para
vacunacion basado en particulas semejantes a virus (VLP) PapMV
representa el primer sistema de expresion de proteinas heterdlogas
completas en este tipo de plataformas con un arreglo molecular altamente
organizado y repetitivo y ha demostrado ser un sistema eficiente capaz de
inducir la respuesta inmune protectora de larga duracion ademas de ser

inocuo, estable y producido a bajo costo.



3. LISTA DE ABREVIATURAS

AID
APC
BCR
CFA

DC

DL

GC

HEL
ICAM-1
IFA
IFN-a

IL

LPS
MHC
Omp
OVA
PAMP
Pamptigen
PapMV
PRR
SHM
TLR
TNF-a
TNP, NP
VCAM-1

VLP

Desaminasa inducida por activacién
Célula presentadora de antigeno

Receptor de linfocito B

Adyuvante completo de Freund

Célula dendritica

Dosis Letal

Centro germinal

Lisozima de huevo de gallina

Molécula de adhesion intercelular
Adyuvante incompleto de Freund
Interferén a

Interleucina

Lipopolisacarido

Complejo principal de histocompatibilidad
Proteina de membrana externa
ovoalbumina

Patrones moleculares asociados a patéogenos
Patrén molecular asociado a patogenos-antigeno
Virus de mosaico de la papaya

Receptor de reconocimiento de patron
Hipermutacion somatica

Receptor tipo Toll

Factor de necrosis tumoral a
4-hidroxi-3-nitrofenol

Molécula de adhesién celular vascular

Particula semejante a virus



4. INTRODUCCION

La participacion de los anticuerpos en la proteccion contra las infecciones
se postuld a partir de las observaciones, realizadas hacia finales del siglo
XIX, de su capacidad de neutralizar la accion de toxinas.

Los linfocitos B activados o células plasmaticas son las células
responsables de la produccion de los anticuerpos y junto con los linfocitos
T son las encargadas de mediar los mecanismos efectores de lo que se ha
denominado respuesta inmune adaptativa. La principal propiedad de dicha
respuesta es el establecimiento de lo que se conoce como memoria
inmunologica. La respuesta de memoria, se caracteriza por la proteccion
ante la reinfeccion y se ha relacionado con la presencia de altos titulos de
anticuerpos asi como de linfocitos T y B especificos.

Para explicar el estado inmune se propone la presencia de un mayor
numero de linfocitos antigeno-especificos que provienen de la expansion
clonal ocurrida en la primera exposicion al antigeno y que se mantienen en
un estado “preactivado” permitiéndoles tener un menor umbral de
activacion con respecto a las células naive dando lugar a una respuesta
mas rapida en las exposiciones antigénicas subsecuentes. También se ha
propuesto que los altos titulos de anticuerpos son mantenidos por células
plasmaticas de larga vida alojadas en la médula 6sea o que estimulos a
través de receptores tipo Toll mantengan a las células de memoria.
Finalmente se ha propuesto también que la persistencia del antigeno en el
sistema seria la responsable de la activacion constante de las células B
especificas que ya rearreglaron el receptor permitiendo su activacion y

diferenciacion.



Los anticuerpos participan de manera importante en la proteccion contra
las enfermedades infecciosas, en particular, los anticuerpos neutralizantes
constituyen el mecanismo efector de la respuesta inmune contra virus y
bacterias. La presencia de altos titulos de anticuerpos protectores de larga
duracion es uno de los objetivos buscados durante el desarrollo de
vacunas contra patégenos controlados principalmente por anticuerpos.
Diferentes estudios senalan que la estructura antigénica influye
directamente en la activacion de los linfocitos B, ya que los antigenos que
presentan un arreglo rigido y altamente organizado en una estructura
paracristalina activan eficientemente a los linfocitos B directamente a
través del entrecruzamiento del receptor de linfocito B (BCR), lo cual ha
sido evaluado en diferentes sistemas como la flagelina de Salmonella,
polimeros haptenados y antigenos particulados como el virus de la
estomatitis vesicular y el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.
Sin embargo, la capacidad de los antigenos altamente organizados y
repetitivos para inducir la respuesta inmune de anticuerpos protectores de
larga duracion no ha sido estudiada.

Para evaluarla, nosotros empleamos como modelo antigénico al virus de
mosaico de la papaya (PapMV). El PapMV pertenece al grupo de los
Potexvirus, tiene unas dimensiones de S00nm de largo y un diametro de
15nm. Las particulas virales estan compuestas por una cadena de
(+)ssRNA de 6656 nucleodtidos y por 1400 copias de una Unica proteina
dispuestas en un arreglo organizado y repetitivo conformando su capside.
El presente trabajo propone que el PapMV es un antigeno timo
independiente tipo 2 (TI-2) y que es reconocido por el sistema inmune
innato como patron molecular asociado a patéogeno (PAMP). Estas
caracteristicas de antigeno y PAMP le confieren propiedades adyuvantes
que le permiten inducir la respuesta inmune protectora cuando se
coadministra con subunidades de patogenos de interés en vacunacion,
efecto que se potencia si la subunidad de interés se encuentra unida a la

particula viral.



Los resultados obtenidos sugieren que los antigenos altamente
organizados y repetitivos son reconocidos como PAMP y ademas son
excelentes inmunoégenos capaces de inducir la respuesta de anticuerpos de
larga duracion, propiedades que les permiten favorecer el establecimiento
de la respuesta immune protectora de larga duracion debido a que activan
eficientemente tanto a la respuesta immune innata como a la adaptativa.
La aplicacion de estos hallazgos resulta interesante para el desarrollo de
adjuvantes para el mejoramiento de las vacunas a base de subunidades

que confieran inmunidad de larga duracion.
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5. MARCO TEORICO

5.1 ¢Por qué los anticuerpos son importantes en la respuesta inmune
protectora?

Las primeras descripciones acerca de la capacidad del organismo para
protegerse ante las reinfecciones fueron registradas por Tucidides en el
ano 429 AC (1).

A dicha proteccion se le denominé inmunidad, que proviene del latin
immunitas, que definia la excepcion que aplicaba a algunos funcionarios
romanos de pagar impuestos o de algunas obligaciones civiles y este
término fue utilizado por primera vez en el siglo XIV para referirse a la
proteccion contra la plaga (2).

No fue, sino hasta los siglos XVIII y XIX de nuestra era, a través de las
experiencias de Edward Jenner (3) quien inoculaba en humanos el virus
vaccinia, agente causal de la viruela en las vacas, asi como las de Louis
Pasteur (4) quien administraba Pasteurella multocida atenuada, que se
puso de manifiesto que mediante la exposicion a los patégenos era como se
adquiria la proteccion a las reinfecciones.

Hacia finales del siglo XIX, Emil von Behring y Shibasaburo Kitasato,
transfiriendo sueros inmunes, demostraron que a través de esta practica
se podia conferir proteccion a la accion de toxinas (5). Posteriormente, Paul
Erlich (6) empleando suero anti-toxina diftérica, propuso que existia algun
componente en éste que, segun sus observaciones reaccionaba
estequiométricamente con la toxina. Esto, dio como resultado que
postulara la teoria de la cadena lateral, en la que establecia que el
antigeno seleccionaba cadenas laterales que las células liberaban a
manera de anticuerpos.

A partir de este punto, y con el desarrollo de la inmunoquimica, se

generaron algunas otras teorias como la del templado, desarrollada por
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Felix Haurowitz y Friedrich Breini (7) para tratar de explicar la reaccion
antigeno-anticuerpo. No fue sino hasta 1938, que Tiselius y Kabat, a
través del fraccionamiento de sueros inmunes, asociaron los anticuerpos a
la fraccion gamma de las globulinas presentes en el suero (8).

Finalmente, en 1957, Burnet (9) propuso la teoria de la seleccion clonal
para explicar la generacion de los anticuerpos. En ella, propone que los
anticuerpos estan codificados en el genoma y que el repertorio se amplia a
través de mutaciones somaticas, que los anticuerpos producidos por cada
célula tienen una unica especificidad y asocia la presencia de receptores
de los antigenos en la superficie de las células que generan los anticuerpos
y finalmente, propone que el antigeno induce la formacion de los
anticuerpos asi como la proliferacion de las células que los generan y que
las células hijas heredan la especificidad.

Asi, la evolucion en el conocimiento del sistema inmune y el desarrollo de
estrategias de vacunacion apoyados en la inmunoquimica han generado el
conocimiento que constituye en la actualidad el fundamento para el
estudio de los mecanismos que favorecen la respuesta inmune protectora
mediada por anticuerpos.

La comprension de los mecanismos que llevan al establecimiento y
mantenimiento del estado inmune es un punto crucial en el desarrollo de

vacunas que confieran proteccion de larga duracion.

5.2 cComo se establece la respuesta inmune de memoria mediada

por linfocitos B?

Los anticuerpos de alta afinidad son los efectores de la rama humoral de la
respuesta inmune adaptativa. Estos son producto de la diferenciaciéon de
los linfocitos B, dirigida por los linfocitos T, en el proceso denominado
reaccion de centro germinal (GC). Los GC son estructuras que se forman
en los foliculos de los o6rganos linfoides secundarios, y es donde se lleva a

cabo la expansion clonal de los linfocitos B, la hipermutacion somatica

-12 -



(SHM), el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas, la maduracion de la
afinidad, apoptosis, y la diferenciacion de las células plasmaticas y el
compromiso de los linfocitos B a células de memoria (10).

La formacion y el mantenimiento de los GC dependen de las interacciones
entre los linfocitos B, linfocitos T y células dendriticas foliculares (FDC)
(11, 12, 13). Las FDC participan en la proliferacion, seleccion y
diferenciacion de los linfocitos B a través de mecanismos dependientes e
independientes de antigeno (14, 15), mientras que los linfocitos T activados
inducen la diferenciacion de los linfocitos B de GC a través de
interacciones célula-célula tipo CD40/CD40L y a través de citocinas (16).
Cuando los anticuerpos son producidos durante la respuesta primaria, los
complejos inmunes (IC) son retenidos por largos lapsos en las FDC, debido
a su alta expresion de receptores Fc y receptores de complemento (CR),
siendo CR1 y CR2 los mas abundantes en los foliculos primarios (17, 18).
Las FDC proporcionan antigeno para su reconocimiento por el linfocito B,
se cree que esta interaccion es crucial para el desarrollo de anticuerpos de
alta afinidad y que han llevado a cabo cambio de isotipo, asi como para el
establecimiento de la respuesta de memoria mediada por linfocitos B (19,
20, 21, 22). Ademas del aporte de antigeno, las FDC ofrecen numerosos
estimulos no especificos durante la reaccion de centro germinal que
contribuyen a la optima respuesta de B (23). Las FDC expresan moléculas
de adhesion ICAM-1, VCAM-1, MadCAM-1, que proveen a los linfocitos B
de GC de senales para prevenir la apoptosis y ayudan a la seleccion de los
linfocitos B durante la maduracion del BCR (24, 25, 26, 27, 28) .

La expansion clonal de los linfocitos B activados (centroblastos), ocurre en
el contexto de las FDC (29). Posteriormente, se da inicio al proceso de SHM
(30). Los centroblastos se diferencian a centrocitos, dejando de proliferar y
expresan una nueva inmunoglobulina en su superficie. Histologicamente,
las zonas obscura y clara se hacen evidentes (31).

La zona obscura, esta conformada por centroblastos que proliferan y llevan

a cabo SHM y una pequena poblacion de FDC (32). La zona clara, esta
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conformada principalmente por la red de FDC, centrocitos y linfocitos T. La
diferenciacion de células pre-plasmaticas y de memoria comienza
alrededor del segundo dia después de que ha iniciado la SHM, este retraso
garantiza la alta afinidad de las inmunoglobulinas (33).
Se ha propuesto que la maduracion de la afinidad se lleva a cabo en
diferentes etapas (34):
1) existe una moderada maduracion de la afinidad cuando las zonas
clara y obscura estan presentes
2) hay un incremento en la maduracion de la afinidad durante la
deplecion de la zona obscura
3) se llega a un maximo de afinidad durante las ultimas etapas de la
reaccion de centro germinal
Se ha observado que las quimiocinas son centrales en el desarrollo,
organizacion y mantenimiento de la arquitectura de los o6rganos linfoides
secundarios, incluyendo la de los foliculos. Para que el GC se desarrolle, es
esencial que la estructura del foliculo esté intacta. Particularmente, la
quimiocina CXCL13 y su receptor CXCRS son los responsables de la
organizacion del foliculo asi como de la migracion de las células By T en
los GC primarios (35, 36).
En este sentido, la organizacion del GC esta regulada tanto por CXCL12 y
su receptor CXCR4 como por CXCL13 y su receptor CXCRS (37). Las
quimiocinas, ademas de ser importantes para el trafico y organizacion de
los linfocitos B en el GC, también lo son para reclutar a los linfocitos T.
Los linfocitos T CD4* CXCRS5* migran a los foliculos y a los GC en
respuesta a CXCL13 (38, 39, 40). La presencia de células T en el GC es
importante para dar senales de diferenciacion de los linfocitos B.
Se reconoce que CD28/B7 y CD40/CD40L son necesarios para la optima
activacion de linfocitos B y T CD4* en la formacion de los GC (41, 42).
Recientemente, se ha demostrado que también ICOS, un homodlogo de
CD28, es importante para el desarrollo de GC y que su senalizacion regula

la diferenciacion Th1/Th2 (43, 44).
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Se ha reportado que algunas citocinas regulan la diferenciacion de los
linfocitos B en el GC. IL-4 es producida por los linfocitos T y se asocia con
la diferenciacion de los linfocitos B (45). Tanto IL-2 como IL-4 promueven
in vitro la diferenciacion a células B de memoria (46). IL-6 que es secretada
por FDC promueve la proliferacion de linfocitos B (47). IL-10 se requiere
para la diferenciacion a célula plasmatica (48, 49). CD40L promueve la
proliferacion de linfocitos B, regula la apoptosis mediada por Fas (50) y
favorece la diferenciacion a células de memoria (51). Tanto las FDC como
los linfocitos T expresan el ligando de Fas (Fasl) y en este modo
promueven la seleccion negativa a través de la apoptosis inducida por Fas
(52).

Se considera que los IC en las FDC juegan un papel importante en la
seleccion de linfocitos B con alta afinidad, debido a que las células B que
expresan receptores con alta afinidad estan en ventaja de reconocer los
epitopos de los antigenos secuestrados por las FDC. Las células B que
tienen éxito en reconocer al antigeno se seleccionan, proliferan y se
diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos de alta
afinidad. Se ha reportado que la maduracién de la afinidad se puede
detectar en presencia de FDC que han unido IC, observandose que existe
minima o nula maduracion de la afinidad en ausencia de FDC. La
maduracion de las células B es seguida por la expresion de la desaminasa
inducida por activacion (AID), seguida del cambio de isotipo de las
inmunoglobulinas y la produccion de anticuerpos. El bloqueo de la
interaccion FDC-CD21L y CD21 en los linfocitos B inhibe la expresion de
AID y el cambio de isotipo. Las FDC pulsadas con antigeno soluble
también promueven el cambio de isotipo y la produccion de IgG de baja

afinidad.
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5.3 ¢Como se mantiene la respuesta de memoria mediada por

linfocitos B?

En cuanto al mantenimiento de la respuesta de memoria mediada por
linfocitos B se han postulado los siguientes mecanismos:

1. Generacion de linfocitos B con fenotipo de memoria(53,54)

2. Generacion de ceélulas plasmaticas productoras de anticuerpos de
larga vida(55,56,57,58)

3. Mantenimiento de la respuesta de memoria a través de la formacion
de depositos de antigeno en células dendriticas foliculares,
favoreciendo el constante estimulo antigénico(59,60,61,62,63).

4. Mantenimiento de la respuesta de memoria a través de la infeccion
cronica o recurrente con el agente patéogeno(64,65)

Recientemente, se ha propuesto un quinto mecanismo de mantenimiento
de la respuesta de memoria de linfocitos B que sugiere que es mediado por
activadores policlonales, por ejemplo el agonista de TLR9 CpG(66).

Se ha descrito en modelos de infecciones virales e incluso después de la
administracion de antigenos inertes que las células plasmaticas pueden
migrar hacia la médula o6sea en donde mantienen su capacidad de
produccion de anticuerpos(67,68,69,70,71,72,73). En contraste, se ha
identificado que las células B de memoria residen de manera preferente en
bazo y ganglios y que también se encuentran recirculando en sangre
periférica(58,74).

En ausencia de linfocitos B de memoria, la transferencia de células
plasmaticas da lugar a una prolongada y sostenida produccion de
anticuerpos, lo que sugiere que las células plasmaticas pueden producir
anticuerpos por periodos prolongados en ausencia de antigeno(58).

Se ha propuesto también, que el mantenimiento de los titulos de

anticuerpos en suero requiere de la continua proliferacion y diferenciacion
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de los linfocitos B de memoria a células plasmaticas productoras de
anticuerpos(59,75,76,60,65).

Sin embargo, no se ha definido si el mantenimiento de la respuesta de
memoria se debe a la participacion de s6lo uno de estos mecanismos o si

es a consecuencia de la cooperacion entre ellos.

5.4 ¢cQué funcion biologica tienen los anticuerpos?

Los anticuerpos representan junto con la respuesta inmune innata la
primera linea de defensa contra los agentes patogenos asi como contra
toxinas. Se han descrito algunos efectos biologicos mediados por
anticuerpos entre los que se encuentran: la opsonizacion, neutralizacion
de virus, bacterias y toxinas, fijacion de complemento y la citotoxicidad
mediada por anticuerpos.

Asi, la actividad biolégica de los anticuerpos puede o no depender de la
presencia de otras células o factores solubles que participan en la
respuesta inmune. Por ejemplo, la neutralizacion de toxinas y de virus
depende exclusivamente de la presencia de anticuerpos. En ambos casos
la neutralizacion se debe a que se bloquea el sitio de union al receptor
celular especifico para la toxina o el virus (77). En el segundo caso, cuando
se requiere de células o factores solubles presentes en el suero para
mediar la proteccién por anticuerpos encontramos la participacion de
células fagociticas y el sistema del complemento, mecanismos que tienen
relevancia en el control de la infeccion por virus (78) y bacterias (79, 80).
Otros mecanismos descritos que median la proteccion por anticuerpos son
la inhibicion de la liberacion de viriones

por las células infectadas (81), asi como la neutralizacion a nivel
intracelular tanto de virus como bacterias mediada por la participacion de
IgM o IgA poliméricas (82). Se ha visto que este ultimo es importante para

conferir inmunidad a nivel de mucosas dado a que las células epiteliales
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pueden transportar a estos anticuerpos después de la uniéon a su receptor
PIGR (receptor de inmunoglobulinas poliméricas).

Se ha descrito otro mecanismo de proteccion mediada por anticuerpos, en
el que participan los anticuerpos naturales, se ha demostrado que son
importantes para concentrar al antigeno en los o6rganos linfoides
secundarios. Esta proteccion esta mediada principalmente por anticuerpos
de la clase IgM, sin embargo se ha reportado la participacion de

anticuerpos naturales de las clases IgG e IgA(83).

5.5 ¢Bajo qué mecanismos los anticuerpos median la inmunidad?

La respuesta de memoria depende de la existencia de un mayor numero de
linfocitos B y T que tienen un umbral de activacion mas bajo que las
poblaciones naive y esta caracteristica favorece la proteccion ante la
reinfeccion, asi mismo, se ha observado que la presencia de anticuerpos de
alta afinidad participan de manera importante en la proteccion ante la
reinfeccion(84,85).

De los mecanismos efectores de la respuesta inmune adaptativa, los
anticuerpos han demostrado tener un papel importante en mediar la
proteccion conferida por las vacunas de las que se dispone, por ejemplo,
viruela, sarampion, hepatitis B, influenza, rabia, varicela (86,87,64).

Se han descrito diferentes propiedades de los anticuerpos que determinan
la capacidad protectora de éstos, entre estas caracteristicas se encuentran:
el isotipo, afinidad por el antigeno, su capacidad para neutralizar u
opsonizar (88).

Los estudios clasicos que evaluan la participacion de los anticuerpos en la
respuesta inmune protectora incluyen transferencias pasivas de suero o de
anticuerpos monoclonales a animales sin inmunizar, posteriormente se
reta con el antigeno observandose correlacion entre la proteccion y la

neutralizacion evaluada in vitro (89).
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En modelos animales, se ha demostrado que la proteccion mediada por
anticuerpos puede estar regulada solo por el fragmento F(ab)2 e incluso el
efecto protector se ve influenciado por la subclase de IgG que sea
transferida, por ejemplo, con la infeccion del virus de la fiebre amarilla los
anticuerpos IgG2a son efectivos a diferencia de los anticuerpos
neutralizantes de la subclase IgG1 (90).

Los anticuerpos neutralizantes son importantes para la respuesta
protectora contra virus. La neutralizacion se define como la pérdida de la
capacidad infectiva del virus debido a la union de los anticuerpos a éste.
Se ha propuesto que la neutralizacion en el medio extracelular se debe a
que los anticuerpos generan un cambio conformacional en la envoltura o
la capside, lo que interfiere con la union del virus al receptor, otro
mecanismo que se ha propuesto es que la union de los anticuerpos al
virus impide que éste se replique en la célula debido a que no se puede
liberar su material genético (77).

La participacion de los anticuerpos naturales en la respuesta protectora se
ha evidenciado a través de la proteccion contra Streptococcus pneumoniae
(91), ademas que participan también favoreciendo la captura del antigeno,
procesamiento y presentacion del mismo por linfocitos B a través de la
union a receptores Fc (92).

También, se ha visto que los anticuerpos naturales favorecen la
concentracion del antigeno en los 6rganos linfoides secundarios e incluso
pueden neutralizar a las bacterias y virus en la circulacion(93).

De manera tal que, independientemente del mecanismo a través del cual
los anticuerpos medien la proteccion, éstos son importantes ya que
favorecen la concentracion del antigeno en los organos linfoides
secundarios favoreciendo la induccion de la respuesta inmune adaptativa.
Este fenomeno se observa cuando la funcion de los anticuerpos es la
opsonizacion o cuando los IC son reconocidos por las FDC residentes en

los 6rganos linfoides secundarios.
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5.6 ¢cCual es la relevancia biologica de la memoria inmunologica?

A través de la evolucion, el sistema inmune ha desarrollado la propiedad
llamada memoria inmunolégica, que se ha definido como la capacidad del
organismo de responder de manera mas rapida y eficiente durante la
segunda exposicion al antigeno (94).

La respuesta de memoria es lo que confiere inmunidad a los organismos,
entendiéndose como inmunidad la capacidad del sistema inmune de
proteger al organismo contra la reinfeccion y es el desarrollo de ésta la
consecuencia mas importante de la memoria inmunologica.

Se ha observado en algunos sistemas, que se puede mantener el estado
inmune por varios anos después del primer estimulo
antigénico(1,95,96,97,98,99,100), siendo precisamente la induccion de la
respuesta inmune protectora de larga duracion el objetivo principal de la
vacunas.

A consecuencia de que el ser humano observo que la exposicion a los
microorganismos favorecia la proteccion a la reinfeccion, éste se ha dado a
la tarea de disenar estrategias de vacunacion que le ayuden a protegerse
de infecciones letales.

Los primeros prototipos de vacunas que se emplearon eran a base de
microorganismos atenuados, representando este tipo de vacunas la vacuna
contra la viruela y la vacuna contra el colera.

El procedimiento de atenuacion fue utilizado por Pasteur también en el
desarrollo de la vacuna contra la rabia y el antrax (101), posteriormente,
Calmette y Guérin (102) y Theiler (103) retomaron esta practica para el
desarrollo de vacunas contra la tuberculosis y la fiebre amarilla,
respectivamente.

Con el avance en las técnicas experimentales, se llegd a la atenuacion de
algunos otros virus, haciéndose factible el desarrollo de vacunas contra la

polio (Sabin), sarampion y varicela.
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De manera casi paralela, se tomo como estrategia en el desarrollo de
vacunas el empleo de microorganismos inactivados, siendo de los primeros
ejemplos la vacuna contra la tifoidea, el cdlera y la vacuna inactivada
contra la polio, la cual se empled junto con la Sabin en la campana de
vacunacion que llevo a la erradicacion de la polio (104).

Con el transcurso del tiempo, en un esfuerzo por disminuir los efectos
secundarios asociados a algunos componentes de los microorganismos, o
bien al riesgo de recuperacion de virulencia cuando se emplean
microorganismos atenuados, para el desarrollo de vacunas se ha optado
por la deteccion, purificacion y uso de subunidades de microorganismos.
Sin embargo, debido a la pérdida de inmunogenicidad de estas
formulaciones se ha hecho evidente el empleo de adyuvantes con el fin de
favorecer la respuesta inmune.

A través de la transferencia pasiva de suero, se ha evidenciado que los
anticuerpos son mediadores de la respuesta inmune protectora conferida
por las vacunas dirigidas a la neutralizacion de toxinas (tétanos (105),
difteria (106)), asi como para la prevencion de enfermedades de origen viral
(sarampion (107), rabia (108), viruela (109), varicela (110)) u ocasionadas
por bacterias capsuladas (influenza (111)).

Se han reportado estudios que evaluan los lapsos a los cuales aun se
mantiene el estado inmune después de la administracion de algunas de las
vacunas disponibles, observandose de manera importante la participacion

de los anticuerpos (Tabla 1).
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Vacuna Lapso de persistencia del Tipo de vacuna
estado inmune
Rubeola (112) Al menos 27 afos Virus vivo atenuado
Influenza (113) Al menos 10 anos Subunidad
Hepatitis B (114,115) | Al menos 15 afos Subunidad
Rabia (116) Al menos 14 anos Virus vivo atenuado
Varicela (117) Al menos 6 afos Virus vivo atenuado
Tétanos (118) Al menos 3 anos Subunidad
Pertussis (118) Al menos 3 anos Subunidad
Difteria (118) Al menos 3 aflos Subunidad
Tuberculosis (119) 50 a 60 anos Microorganismo vivo atenuado
Poliomielitis (120) Al menos 25 afnos Virus inactivado (Salk)
Virus activo (Sabin)

Viruela (99) 75 anos Virus atenuado

TABLA 1. Comparacion de la duracién de la respuesta inmune protectora conferida por
algunas de las vacunas disponibles.

Asi, podemos observar que la capacidad protectora de las vacunas
disponibles se basa en su capacidad de inducir la respuesta de
anticuerpos de larga duracion.

La persistencia en la produccion de anticuerpos es una de las
caracteristicas de la respuesta inmune de memoria mediada por linfocitos
B. Esta, junto con la respuesta de memoria de linfocitos T son las

caracteristicas mas importantes de la respuesta inmune adaptativa.

5.7 ¢cQué caracteristicas le confieren inmunogenicidad a los

antigenos?

Se han descrito diferentes factores que contribuyen a la inmunogenicidad
de los antigenos. Dentro de los factores intrinsecos al antigeno se
considera que la naturaleza quimica, peso molecular, la conformacion, la
relacion filogenética asi como la organizacion y repetitividad de los

antigenos contribuyen a la inmunogenicidad. Ademas, se ha observado
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que existen algunos otros factores extrinsecos que participan en la
induccion de la respuesta inmune, entre ellos se encuentran: la via de
entrada del antigeno, la dosis asi como la presencia y permanencia del

antigeno en los organos linfoides secundarios.

5.7.1 Geografia de la respuesta inmune

Las células que conforman el sistema inmune equivalen a mas de un
kilogramo del peso de un humano adulto y se encuentran ampliamente
distribuidas en el organismo (121). A través de su continuo movimiento,
migrando pasivamente a través de la sangre y linfa, localizandose en
tejidos linfoides y no linfoides, las células del sistema inmune pueden
detectar rapidamente a los patogenos lo que asegura su control en los
diferentes tejidos. La migracion y la activacion incorrecta de las células del
sistema inmune es lo que puede dar origen a autoinmunidad, por lo que
su migracion y activacion debe estar regulada.

Las primeras observaciones de células en la linfa y en los 6rganos linfoides
fueron registradas hace mas de 200 anos. El proceso de recirculacion de
los linfocitos entre la sangre y linfa a través de las venas del endotelio alto
en los ganglios linfaticos fue descrito por Sir James Gowans, quien fue
capaz de marcar células con timidina radiactiva que posteriormente
detecto en secciones de tejido por autoradiografia o por microscopia optica
convencional (122, 123). No mucho tiempo después, las diferentes regiones
de los tejidos linfoides donde se localizan los linfocitos T y linfocitos B
fueron identificadas por autoradiografia (124) e inmunofluorescencia (125).
En 1976, Stamper y Woodruff (126) describieron in vitro la union especifica
de los linfocitos a las venas del endotelio alto. Posteriormente, se describio
el anticuerpo monoclonal MEL-14 (127), con el que se hizo posible la
identificacion del primer miembro de la familia de las selectinas y
adresinas, moléculas responsables de la regulacion de la entrada de

células linfoides a los tejidos.

-23 -



Se han definido como organos linfoides primarios (médula osea, timo e
higado), a los encargados de producir células competentes y los organos
linfoides secundarios (ganglios, bazo, placas de Peyer) a los tejidos donde
se lleva a cabo la respuesta inmune y donde se generan los efectores de la
respuesta inmune adaptativa.

El tejido linfoide secundario esta ampliamente distribuido en el organismo
lo que permite la rapida deteccion y respuesta a antigenos externos
independientemente de como ingresen al organismo, y su organizacion es
especializada facilita las interacciones celulares necesarias para la
induccion de la respuesta inmune adaptativa.

La mayoria de los linfocitos T y B entran a los tejidos linfoides secundarios
provenientes de la sangre, residen en este sitio alrededor de un dia y salen
pasando primero a los senos linfaticos que comunican con los vasos
linfaticos eferentes.

La presencia de antigeno modifica de manera importante la actividad de
los linfocitos B y T en los o6rganos linfoides secundarios. Durante la
respuesta inflamatoria y la respuesta a antigenos, se inhibe el egreso de
células ocasionando un incremento en el tamano de los 6rganos linfoides
secundarios lo que permite a las células efectoras adquirir funciones
especializadas antes de que sean liberadas en masse algunos dias
posteriores a la infeccion (128).

De qué forma el sistema inmune reacciona con los antigenos, depende de
las frecuencias relativas de linfocitos B y T especificos contra ese antigeno,
asi como por su umbral de activacion. También son importantes la
cantidad de antigeno disponible y el periodo durante el cual el antigeno
permanece en los organos linfoides secundarios, donde la respuesta
primaria da inicio (129). Ademas, se ha observado que los antigenos que
no se localizan en los tejidos linfoides, independientemente si son
derivados de proteinas propias o de agentes infecciosos no inducen la

respuesta inmune.
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En 1997, Rolf Zinkernagel propuso el modelo de la geografia de la
respuesta inmune (130) para explicar los diferentes patrones de
inmunogenicidad. Este modelo, considera que la dosis, el tiempo y
particularmente la localizacion del antigeno en los organos linfoides
secundarios, asi como la estructura del antigeno, son claves para la
activacion de linfocitos Ty B (131, 132, 133).

Esta propuesta, se basa en las siguientes observaciones: 1) la activacion
convencional de linfocitos T y B solo puede ser inducida en o6rganos
linfoides (134,135), 2) los linfocitos T son activados por antigenos
asociados a las células presentadoras de antigeno (APC) que se localizan
en los organos linfoides secundarios (136,137), 3) los linfocitos B dan
origen a una respuesta de IgM independiente de la colaboracion de los
linfocitos T contra determinantes antigénicos altamente organizados y
repetitivos (138), o contra determinantes repetitivos y no altamente
organizados en presencia de activadores policlonales como LPS (139)
siempre y cuando estos antigenos se localicen en los organos linfoides
secundarios en suficiente cantidad.

Ademas, este modelo considera de igual importancia la cantidad de
antigeno presente asi como el periodo durante el cual éste permanece en
los organos linfoides secundarios (134).

Se ha sabe que los antigenos que no se localizan en los 6rganos linfoides
secundarios, independientemente si son derivados de proteinas propias o
de agentes infecciosos no inducen la respuesta inmune (136,140). Ademas,
experimentalmente se ha observado que para la activacion de las clonas de
linfocitos B autoreactivas la estructura del antigeno es importante, ya que
los linfocitos B autoreactivos pueden ser activados después de reconocer al
autoantigeno dispuesto de manera repetitiva (estructuras comunes
reconocidas por auto-anticuerpos incluyen DNA, colageno, receptor de
acetilcolina) y si hay disponibles linfocitos T CD4* especificos para un

epitopo relacionado (141,142).
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5.7.2 Caracteristicas de los inmundgenos

5.7.2.1 Carga eléctrica

En el proceso de purificacion de los anticuerpos utilizando DEAE
Sephadex, se habia observado que los anticuerpos IgG se distribuian en
dos fracciones cromatograficas (143).

Posteriormente, cuando se analizaron anticuerpos anti-lisozima de conejo
obtenidos bajo diferentes condiciones, se concluy6é que la distribucion de
los anticuerpos en esas dos diferentes fracciones estaba controlada por
diferentes propiedades quimicas del antigeno, mas que por el protocolo de
la inmunizacion o el fondo genético de los animales (144, 145, 146).
Analisis posteriores de los anticuerpos dirigidos contra diferentes
antigenos naturales y sintéticos, llevo a la conclusion de que habia una
relacion inversa entre la carga eléctrica neta del antigeno y la del
anticuerpo que lo reconoce. Ademas, esta regla se cumplia incluso si se
inmunizaba simultaneamente con antigenos de carga opuesta (144,146).
Asi, los antigenos de naturaleza acida se detectaban de manera
predominante en la primera fraccion cromatografica, mientras que los
anticuerpos dirigidos a antigenos basicos se concentraban en la segunda
fraccion. Igualmente, cuando se administraban haptenos, se observo que
los anticuerpos anti-hapteno se distribuian en cualquiera de las dos
fracciones dependiendo de la carga eléctrica neta del acarreador al que el
hapteno estaba acoplado.

Estas experiencias llevaron a la conclusion de que la biosintesis de los
anticuerpos esta controlada tanto por el determinante que reconocen como
por otras regiones de la molécula antigénica.

Para determinar de qué manera el comportamiento cromatografico de los
anticuerpos dependia de la carga eléctrica neta del inmunodgeno o si era

funcion de la carga eléctrica del determinante antigénico, se gener6é una
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ribonucleasa pancreatica bovina con un exceso de cargas positivas, en
forma de cadenas de poly-L-lisilil en el exterior de la molécula, asi como
varios determinantes p-azobencenarsonato unidos a residuos de tirosina o
histidina al interior de la molécula.

La mayoria de lo anticuerpos anti-p-azobencenarsonato se localizaron en
la segunda fraccion después de la cromatografias por DEAE Sephadex bajo
condiciones en las cuales los anticuerpos se separan de acuerdo a su
carga eléctrica neta. En contraste, los anticuerpos con la misma
especificidad pero utilizando como acarreador albumina sérica de conejo y
hexa-L-tirosina se seleccionaban principalmente en la primera fraccion.
Entonces, los anticuerpos formados eran reflejo de la carga neta de la
molécula mas que de la carga del area cercana al determinante p-
aminobencenarsonato en el inmunoégeno.

De esta manera, se pudo concluir que el control del tipo de anticuerpo que
se genera ocurre a nivel de la molécula antigénica completa y pareceria ser
que la carga eléctrica neta del antigeno intacto juega un papel en la
seleccion del anticuerpo, a nivel celular o subcelular del loci a partir del
cual el anticuerpo es sintetizado (146)

En contraste, se ha observado una relacion inversa ha sido demostrada
entre la carga eléctrica neta del inmunodgeno y la carga neta del anticuerpo
que induce (144,147-150). Este fenomeno se registra en diferentes
especies animales y es general para los anticuerpos de las diferentes clases

(144,150).

5.7.2.2 Configuracion

Durante mucho tiempo se habia observado que la reaccion antigeno-
anticuerpos era estereoespecifica (151) y ademas se habia demostrado la

contribucion de la configuracion optica en la especificidad de los

anticuerpos (152,153) a través de la observacion de que la union de D-
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tirosina a gelatina resultaba en in incremento de la inmunogenicidad
comparando con la de la gelatina nativa o cuando se adicionaba L-tirosina.
Para evaluar la contribucion de la configuracion optica de los aminoacidos
en una macromolécula en la inmunogenicidad, se generaron cadenas de
multiprolinas con diferentes configuraciones opticas a partir de polilisina y
anhidrido de N-carboxiprolina en DMSO. Asi, se sintetizo una serie de
polimeros con las formulas generales: poly(Tyr,Glu)-poly(Pro)-poly(Lys) y
poly(Phe,Glu)-poly(Pro)-poly(Lys) los cuales diferian en la configuracion
optica de los aminoacidos (154). Se encontro que, mientras los antigenos
que contenian L-péptidos en el exterior daban lugar a anticuerpos con
especificidad a esos péptidos, y los antigenos que contenian D-péptidos en
el exterior inducian la produccion de anticuerpos estereoespecificos

contra el esqueleto de poliprolinas (154).

5.7.2.3 Metabolismo y repetitividad de los determinantes antigénicos

Algunos inmunogenos tienen la propiedad de inducir la respuesta humoral
en ratones irradiados sin la presencia de numeros detectables de linfocitos
T. En este grupo de inmunoégenos denominados “timo independientes” se
incluyen la flagelina polimerizada (155,156), el polisacarido de
pneumococo (157), LPS de E. coli y polivinilpirrolidona (158).
Estructuralmente, estos antigenos consisten de largas cadenas hechas de
determinantes antigénicas repetidas, lo que sugeria era un requerimiento
estructural necesario de un antigeno para inducir este tipo de respuesta
(159).

Se sabia que esta caracteristica era necesaria pero insuficiente para
inducir la respuesta inmune, debido a que varios polipéptidos
(multicadenas) sintéticos, todos con determinantes antigénicos repetitivos
requerian tanto de linfocitos T como de células derivadas de médula 6sea

para inducir una eficiente respuesta humoral en ratones (160,161).
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Ademas, se habia sugerido que la presencia de determinantes antigénicos
repetitivos y de lento metabolismo podria ser 6ptima para la induccion de
una respuesta de anticuerpos eficiente en ausencia de células T.

Para analizar esto, se investigd una familia de cuatro inmunogenos que
tenian tamano, forma, composicion en aminoacidos similar, pero que
diferian uno del otro exclusivamente en la configuracion optica de los
aminoacidos que componian sus deferentes porciones: un polipéptido
compuesto exclusivamente de L-aa (el cual podia ser metabolizado), dos
polimeros, uno compuesto exclusivamente de D-aa y otro en 93% de L-aa
pero que contiene D-aa en su esqueleto exterior ( que eran lentamente
metabolizados) y un polipéptido que contenia 93% D-aa en el interior y L-
aa en el exterior (que podia ser degradado soélo si el esqueleto de L-aa era
degradado).

Utilizando este sistema se encontr6 que la independencia del timo de los
inmunogenos con tamano, forma y composicion en aminoacidos similares
estaba relacionada con la configuracion oOptica de algunos o todos los
aminoacidos que componian su estructura y esto se podia relacionar con
el metabolismo del inmunoégeno. Los resultados obtenidos sugirieron que
la categoria de antigeno timo independiente corresponde a aquellos con
determinantes antigénicos repetitivos y lento metabolismo (162).

Para que los antigenos puedan ser reconocidos por los linfocitos T, éstos
deben ser presentados por las APC en contexto de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC), por lo que la capacidad de las APC
de generar complejos MHC:péptido es esencial para la induccion de la
respuesta inmune (163, 164). Los péptidos antigénicos son generados en
los lisosomas, por lo que se consideraba que la susceptibilidad de los
antigenos a la degradacion proteolitica en los lisosomas es importante para
la inmunogenicidad.

Para analizar esta posibilidad se comparo la inmunogenicidad de la
ribonucleasa pancreatica bovina A (RNasa-A) y de su variante RNasa-S,

ambas proteinas ademas de compartir la actividad enzimatica son

-20 -



estructuralmente idénticas (165), pero diferian en que RNasa-A es mas
susceptible a la degradacion proteolitica cuando es internalizada por
células dendriticas derivadas de meédula 6sea (BMDC) y mantiene su
sensibilidad a la proteodlisis atiin en presencia de adyuvante (hidroxido de
aluminio).

Otra diferencia encontrada fue que la forma estable de RNasa (RNasa-A)
era capaz de inducir titulos de anticuerpos IgG mucho mas altos (>10 000
veces) que RNasa-S cuando se administré en alimina a ratones, y ademas
estas observaciones también eran validas cuando se acoplaron los
haptenos FITC y DNP a RNasa-A y RNasa-S, lo que sugeria que la
diferencia en la inmunogenicidad de ambas proteinas estaba relacionada
con su presentacion en contexto de moléculas MHCII.

Esta hipotesis se confirmo cuando se evaluo la respuesta celular inducida
por ambas proteinas, encontrandose que la forma estable inducia una
mejor respuesta celular tanto en la respuesta primaria como en la
secundaria, evaluada por DTH. Este fenomeno se observo independiente
del haplotipo de moléculas de clase II e independientemente de la via de
entrada del antigeno, con lo cual se descartaba una posible influencia de
la poblacion de APC responsable de la deteccion del antigeno.

Las diferencias de inmunogenicidad de RNasa-A y RNasa-S, sugieren que
uno de los efectos del decremento en la susceptibilidad a la protedlisis es
que se facilita la permanencia del antigeno en la DC, lo que puede
incrementar el nimero de complejos péptido-MHCII. A pesar de que este
fenomeno puede variar entre antigenos, el hecho de que se observo lo
mismo con dos antigenos no relacionados sugiere que esto podria ser un
principio general (166).

Los linfocitos B reconocen patrones y son activados por determinantes
repetitivos y ordenados, que por definicion se consideran extranos, debido
a que los antigenos propios (colageno, DNA) generalmente no se
encuentran accesibles para su reconocimiento ademas que los antigenos

repetitivos se encuentran en los agentes infecciosos y se ha demostrado
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que la organizacion del antigeno (propio o extrano) determina su
inmunogenicidad.

Los antigenos que son expresados de manera poco organizada en la
superficie celular induce una respuesta IgM sin embargo esta respuesta es
menos eficiente que la inducida por antigenos expresados de manera
repetitiva y altamente organizada como la glicoproteina del virus de
estomatitis vesicular Indiana (VSV-IND).

In vivo, empleando ratones transgénicos como modelo, se puede observar
que la diferencia de inmunogenicidad de los antigenos dependiendo de su
organizacion es absoluta: los ratones son tolerantes a antigenos poco
organizados mientras que responden al mismo antigeno si éste esta
presente de manera altamente organizada y repetitiva (141).

Otros antigenos multiméricos, inducen una respuesta de tipo IgM junto
con una cooperacion indirecta de los linfocitos T (antigenos TI 2). Los
linfocitos B son activados por antigenos monomeéricos u oligoméricos
dando origen a una respuesta IgM asi como a la respuesta de larga

duracion de IgG, IgA, IgE so6lo en presencia de cooperacion de linfocitos T.

5.8 ¢Qué mecanismos regulan la activacion de los linfocitos B por
antigenos con un arreglo organizado y repetitivo?

La activacion de los linfocitos B por antigenos que tienen determinantes
organizados en un contexto organizado y repetitivo se ha visto regulada a
tres niveles: 1) la localizacion del antigeno en los organos linfoides
secundarios, 2) la activacion de los linfocitos B de manera T independiente
debido a un eficiente entrecruzamiento del BCR y 3) activacion de los

linfocitos B a través de senales mediadas por PRR, particularmente TLR.

5.8.1 Distribuciéon del antigeno en érganos linfoides secundarios

Ada et. al., habian observado que cuando se administraba a ratas flagelina

de Salmonella adelaide en forma de flagelo, la cantidad de antigeno
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detectado en ganglios era alrededor de 10 veces mayor comparando con la
cantidad de antigeno localizado en tejido linfoide cuando se administraba
la flagelina sin polimerizar (167).

Posteriormente, Loor, marcando con 14C al virus del mosaico del tabaco
(TMV) encontré que las particulas virales podian localizarse en mayor
concentracion en comparacion de discos o de monomeros de la proteina de
capside (CP). Ademas encontro que el contenido de antigeno presente en
los organos linfoides disminuye con mayor velocidad cuando se
administran %C monomeros de CP TMV o !4C CP formando discos en
comparacion del 14C TMV intacto (168).

Las diferentes velocidades de degradacion de estructuras menos rigidas
(como los monomeros y los discos) y de TMV pueden deberse a diferencias
en su estabilidad, debido a que Caspar, en 1963, describi6 que la
interaccion entre el RNA y las subunidades de proteina estabilizan el

ensamblaje del virus (168).

5.8.2 Activacion de los linfocitos B a través del BCR

Se han descrito tres mecanismos para la induccién de la respuesta de
anticuerpos, la natural o espontanea, la T independiente y la T
dependiente.

Los anticuerpos naturales son secretados de manera constitutiva por los
linfocitos B-1 residentes en la cavidad peritoneal (169, 170).

Se reconoce que para la activacion de los linfocitos de manera antigeno-
especifica, se requiere del entrecruzamiento del BCR por el antigeno.
Ciertos antigenos que tienen un arreglo repetitivo, como las glicoproteinas
de algunos viriones o el lipopolisacarido de las bacterias Gram negativas se
comportan como antigenos T independientes (171, 172) debido a que
pueden entrecruzar eficientemente el BCR, a diferencia de los antigenos
monomeéricos que requieren de la participacion de linfocitos T para inducir

la respuesta de anticuerpos.
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Se han hecho estudios con polimeros haptenados que mimetizan la
distribucion repetitiva de los determinantes de antigenos T independientes,
en los que se ha demostrado que arreglos de 20 a 30 haptenos con un
espacio de entre 5 a 10 nm pueden activar eficientemente a los linfocitos B
en ausencia de linfocitos T (173, 174), lo que correlaciona con la respuesta
humoral inducida por algunos virus (141, 175, 176).

Ademas, recientemente se ha demostrado que la dependencia de la
respuesta de anticuerpos IgG es una relacion de la densidad de los
epitopos (177) y ademas se ha observado que la presencia de un epitopo
expresado en alta densidad induce la respuesta inmune protectora (178).
Esto concuerda con observaciones realizadas después de la administracion
de vacunas a base de virus vivos o atenuados, las cuales inducen
inmunidad y generalmente se administran en ausencia de adyuvantes,
como por ejemplo, la vacuna contra viruela, rubéola y polio (179, 136). En
contraste, las vacunas a base de subunidades monoméricas requieren de
la administracion de adyuvantes para inducir una respuesta eficiente de
anticuerpos (136,179).

Recientemente, se ha demostrado que la expresion de determinantes
antigénicos de manera repetitiva favorece la induccion de anticuerpos con
una mayor constante de afinidad (180), lo que soporta la teoria de que la
densidad de epitopos es un marcador de los antigenos exogenos (136,179).
A través de evidencia experimental, Zinkernagel y Bachmann (179, 171,
181, 182), han puesto de manifiesto que los anticuerpos neutralizantes
poseen algunas caracteristicas especiales cuando se comparan con los
anticuerpos que no son neutralizantes dirigidos contra el mismo epitopo:
los anticuerpos neutralizantes deben tener una Ka de 10-8M-! o mayor,
mientras que los anticuerpos que tienen una Ka de 10-"M-! o menor no son
protectores.

A partir de estos datos se sugiere que el incremento de la densidad de
epitopos en cada molécula (proteina) amplifica la avidez promedio de la

interaccion con anticuerpos monoclonales, esto puede incrementa el
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reconocimiento de proteinas con alta densidad de epitopos, asi como la
interaccion con los CDR de la Ig de superficie en los linfocitos B inmaduros
(180) .

Se sabe que la activacion de los linfocitos B involucra dos senales (183):
una senal antigeno especifica a través del entrecruzamiento de BCR y una
segunda senal que generalmente la aportan los linfocitos Th. Sin embargo,
algunos antigenos pueden activar a los linfocitos B independientemente de
T entre los cuales se pueden distinguir dos grupos (184): 1) antigenos TI-1
que pueden activar los linfocitos B sin necesidad de segunda senal, de
manera policlonal, por ejemplo el lipopolisacarido (LPS) o bien de manera
antigeno especifica, por ejemplo VSV (176) o poliovirus y 2) antigenos TI-2
necesitan de la ayuda de T para activar a los linfocitos B (polisacaridos
polimeéricos)(185).

El entrecruzamiento del BCR lleva a la agregacion de los BCR posterior a
la cual ocurre una compleja cascada de senalizacion (186, 187) lo que lleva
a la movilizacion del Ca?* intracelular dependiente de la cinasa de tirosina
de Bruton (Btk) (188) y es a través de este mecanismo que se explica la
independencia de T en la activacion de los linfocitos B por antigenos
multivalentes. Sin embargo, los antigenos TI-2 requieren de una segunda
senal para la induccion de la produccion de anticuerpos (189).

Para explicar el requerimiento de esta segunda senal se han propuesto dos
sistemas: uno a través de la modulacion a través del complejo CD19/CD21
y otro a través la activacion de TLR expresados en los linfocitos B.

CD21 participa en el complejo que forma el BCR, en el que se incluye
CD19, CD81 y Leu-13 (190, 191). Se ha observado que la union a CD21
junto con el entrecruzamiento de mlIgM reduce el umbral de afinidad
requerido para la activacion de los linfocitos B (192), ademas de que
incrementa la activacion de fosfo lipasa C y (PLCy) inducida por Btk, lo que
incrementa el flujo de calcio, favoreciendo la activacion del linfocito B.

La participacion de los TLR en la activacion de los linfocitos B se discute

posteriormente.
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5.8.3 Reconocimiento a través de PRR

La primera linea de defensa contra los antigenos esta conformada por la
respuesta inmune innata. En la actualidad, ademas de esta funcion se le
ha reconocido al sistema inmune innato como el principal mediador en la
activacion del sistema inmune adaptativo.

Las células del sistema inmune innato presentan en su superficie
moléculas que reconocen los arreglos moleculares presentes en los
miroorganismos. A este sistema ligando-receptor se le ha denominado
PAMP-PRR (patrones moleculares asociados a microorganismos -—
receptores de reconocimiento de patron) (193, 194).

En la clasificacion de PRR, ademas de los receptores anclados a la
membrana de las células del sistema inmune innato (receptores scavenger
—SR-, receptores tipo Toll -TLR-, receptores tipo NOD -NLR-, receptores
tipo RIG-I —-RLR-, receptores tipo lectinas tipo C -CLR-, etc), se encuentran
componentes del sistema del complemento, las colectinas y los péptidos
con actividad antimicrobiana.

Los diferentes PRR, colaboran en la activacion de las células del sistema
inmune innato a través del reconocimiento de diferentes PAMP. Por
ejemplo, se ha descrito que los TLR participan en el reconocimiento de
moléculas tan diversas en su naturaleza quimica como flagelina (195),
acidos nucleicos (196, 197), lipopolisacarido (LPS) (198), péptidoglicano
(PGN) (199), lipopéptidos etc. Los NLR por su parte pueden reconocer
muramildipéptido (MDP) (200), la toxina de B. anthacis (201), flagelina
(202), etc y por su parte, los RLR se han visto involucrados en el
reconocimiento de dsRNA (203).

Las colectinas tienen un dominio de colageno y un dominio de lectina y
pueden reconocer virus y bacterias (204). En la familia de las colectinas se
encuentran clasificados la proteina surfactante A (SP-A) y la proteina que

une manosa (MBP). El estudio del reconocimiento de los patrones de
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azucares por la MBP ha derivado en el conocimiento de algunas de las
bases del reconocimiento de los patrones moleculares a nivel micro y
macromolecular por parte del sistema inmune innato.

MBP reconoce de manera selectiva patrones de carbohidratos presentes en
bacterias, levaduras, parasitos, micobacterias y algunos virus (205) y no se
ha observado union a glicoproteinas endogenas.

MBP puede reconocer patrones determinados por la orientacion ecuatorial
de los grupos hidroxilos en los carbonos 3 y 4 (206, 207). Esta
configuracion se encuentra en las hexosas N-acetilglucosmina, glucosa y
fucosa asi como en la manosa. La caracteristica comun de diferentes
estructuras como LPS, acido lipoteicoico y mananas es la combinacion de
estos azucares y este patron es ampliamente representado en los
microorganismos. En contraste, este micropatron molecular no se
encuentra en glicoproteinas endogenas.

La capacidad de los sitios de union de la MBP (y otros PRR) de reconocer
las estructuras presentes en los microorganismos podria depender de la
repetitividad de las estructuras presentes en los microorganismos, lo que
facilita la union al receptor, en contraste las glicoproteinas de animales
superiores no tienen arreglos repetitivos en la membrana.

Como resultado de la cooperacion de los diferentes PRR expresados en las
células del sistema inmune innato, éstas pueden activar las cascadas de
senalizacion hacia el nucleo que tienen como consecuencia la expresion de
citocinas pro-inflamatorias asi como moléculas de coestimulacion
necesarios para la 6ptima activacion del sistema inmune adaptativo (208).
La enzima lumazin sintasa de Brucella spp (BLS) es altamente
inmunogénica (209). BLS es un dimero estable de pentameros (180kDa) y
es resistente a la degradacion por urea y es mas estable a la
desnaturalizacion por calor que la toxina del colera y la proteina sensible a
calor de E. coli (210, 211). Se ha observado que este antigeno estimula

BMDC de raton in vitro favoreciendo la expresion de CD40, CD80, CD86 y
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MHCII, ademas induce la produccion de IL-6, IL-12p70 y TNF-a via
activacion de TLR4 (209).

La participacion de antigenos multiméricos en la activacion de la respuesta
inmune innata, también ha sido estudiada empleando particulas
semejantes a virus (VLP).

La proteina de capside L1 del virus de papiloma humano (HPV) se puede
autoensamblar en VLP cuando se produce de manera recombinante (212),
los cuales representan un antigeno multimérico altamente ordenado. Se ha
observado que cuando se administran en humanos, son capaces de
inducir la respuesta de anticuerpos neutralizantes ademas de inducir una
respuesta Thl protectora (213, 214).

En cuanto a la capacidad de los VLP de HPV de activar la respuesta
inmune innata, se ha demostrado que estos VLP inducen la activacion de
células dendriticas derivadas de médula 6sea, favoreciendo la produccion
de IFNy, IFNa e IL-12 bajo un mecanismo dependiente de MyD88 (215,
216) y que la respuesta de anticuerpos TI inducida por estos VLP también
es dependiente de MyD88 (217).

Recientemente, en el modelo de raton, se reportdé que el baculovirus (BV),
un virus no patéogeno en mamiferos, es capaz de inducir tanto la
maduracion de células dendriticas in vivo como la produccion de citocinas
proinflamatorias IL-12p40, IL-12p70, IL-6, IFN-y, MIG e IP-10. Ademas,
también se observo que BV es capaz de inducir un efecto adyuvante en la
respuesta de anticuerpos y en la respuesta celular con antigenos co-
administrados con BV, este efecto inmunomodulador es dependiente de la
viabilidad del virus, ya que cuando éste se inactiva, el efecto adyuvante asi
como su capacidad de activar al sistema inmune innato se ve disminuida
(218). El efecto adyuvante de BV probablemente esté mediado por la
senalizacion a través de TLR9 debido a que el DNA de BV tiene un gran

contenido de CpG (219).

5.8.3.1 Regulacion de la respuesta de anticuerpos por TLR
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Los TLR pueden detectar a los microorganismos y tienen un papel esencial
en la induccion de la respuesta inmune (193, 220, 221). MyD88 es una
molécula adaptadora de la senalizacion por TLR critica para la induccion
de la respuesta inmune adaptativa dependiente de TLR (222, 223). Se ha
observado que la activacion de linfocitos T CD4* y la produccion de IFNy
son deficientes en ratones knockout de MyD88 (221, 222, 223) . Ademas,
la respuesta de IgM e IgG1 antigeno especificas a antigeno T dependientes
esta considerablemente reducida mientras que la respuesta IgG2 esta
completamente abatida en estos ratones.

También se ha reportado que la respuesta de IgM es deficiente en ratones
con células B knockout de TLR4 y MyD88, pero no en ratones con células
B knockout de CD40 lo que indica que los TLR y CD40 tienen distintos
papeles en la activacion de linfocitos B y en el cambio de isotipo. Entonces,
al menos para la activacion primaria de los linfocitos B, los TLR y la
cooperacion de T tienen papeles diferentes pero complementarios (224).

La senalizacion por TLR en linfocitos B afecta diferentes estadios de la
activacion. El incremento en la presentacion de antigeno por linfocitos B
después de la activacion por TLR probablemente contribuye al desarrollo
de la reaccion de centro germinal y la subsecuente inducciéon de Blimp-1 y
la expresion concomitante de Bcl-6 (225, 226) en linfocitos B de centro
germinal permitiendo la eficiente diferenciacion a células plasmaticas.

Los TLR estan entonces involucrados en el control de respuesta de
anticuerpos a antigenos T dependientes en al menos dos maneras. Una, la
senal por TLR induce la maduracion de DC y la activacion de Th que es
requerida para la cooperacion a linfocitos B, principalmente a través de la
interaccion CD40/CD40L y citocinas. Segundo, los TLR expresados en
linfocitos B tienen un papel directo en la activacion de linfocito B y la
produccion de anticuerpos. Esta funcion de los TLR en linfocitos B puede
ayudar a determinar el origen microbiano de los antigenos reconocidos por

el BCR y ayudar la respuesta contra agentes infecciosos. La union de TLR
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en linfocitos B autoreactivos no promueve la activacion de linfocitos B
debido a la senal de tolerancia que se transduce por el BCR autoreactivo
(227). El reconocimiento conjunto BCR-TLR es requerido para la optima
respuesta humoral (228).

La respuesta de anticuerpos anti-LPS es importante para el control de las
infecciones por bacterias Gram-negativas. Se habia observado que la
estimulacion de los linfocitos B con LPS favorecia su capacidad de
presentacion de antigeno asi como la proliferacion y la produccion de
anticuerpos anti-LPS con actividad neutralizante (229, 230). Los linfocitos
B, ademas de expresar TLR-4, que es el receptor de LPS, expresa otro
miembro de la familia de los TLR, RP105, cuya expresion esta restringida a
los linfocitos B maduros (231, 232, 233). Se habia observado que la union
de un ligando a RP105S en los linfocitos B promove la expresion de
moléculas de clase II asi como de moléculas coestimuladoras, lo que
sugeria su participacion en la activacion de los linfocitos B (231, 234).
Cuando se analizo la respuesta de anticuerpos en ratones deficientes de
RP105 en ratones inmunizados con TNP-LPS se observd que se producian
menores titulos de anticuerpos IgM e IgG3 en comparacion con los ratones
control. Sin embargo, cuando los ratones fueron inmunizados con
antigenos TI (NP-Ficoll) y TD (NP-CG) se inducian titulos semejantes de
anticuerpos que los ratones control. Estos datos sugieren una
colaboracion de TLR4 y RP105 en la activacion de los linfocitos B después
de la estimulacion (235).

Cuando se analizaron los requerimientos de la senalizacion por TLR en los
linfocitos B en la respuesta a antigenos TI-2, se observo que la flagelina
puede funcionar tanto como antigeno T dependiente como T independiente
debido a su capacidad de polimerizar. Ademas, la flagelina es ligando de
TLRS, (195) que es expresado por linfocitos B.

La inmunizacion con flagelina de ratones uMT que han recibido linfocitos B
wt responden una fuerte respuesta IgM, IgG1 (T dependiente) e 1gG3 (T

independiente) anti-flagelina. uMT que han recibido linfocitos B knockout
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MyD88 tienen respuesta IgM e IgG1 deficiente. Sin embargo, estos ratones
tienen IgG3 normal comparando con los ratones que recibieron linfocitos B
wt. Luego entonces, la senalizacion por TLR en los linfocitos B no es
necesaria para la induccion de la respuesta IgG3.

La inmunizacion con flagelina de ratones knockout MyD88 no solo se
caracteriza por una produccion deficiente de IgM e IgG1 sino que también
tienen una respuesta IgG3 deficiente en comparacion con los ratones
normales, sugiriendo que la senalizacion por TLR en otras tipos celulares
(posiblemente DCs y macréfagos) pero no en linfocitos B se requiere para
la generacion de una respuesta optima de IgG3 (224).

Recientemente, se reporté que la inmunizacion con la proteina de fusion
OVA-flagelina resulta en el incremento en la respuesta humoral y celular
contra OVA. El efecto adyuvante observado es dependiente de la union de
OVA con flagelina, ya que la co-administracion de ambos no impacta en la
respuesta humoral y celular. Estas observaciones sugieren que el uso de
proteinas de fusion que puedan ser reconocidas por TLR pueden ser una
adecuada estrategia de vacunacion que no requiera el uso de los

adyuvantes convencionales (236).

5.9 ¢De qué manera la adicion de agentes adyuvantes incrementan

la inmunogenicidad de las vacunas?

Los adyuvantes se definen por su capacidad de incrementar la
inmunogenicidad in vivo de los antigenos con los que son coadministrados.
Los adyuvantes representan un componente importante de muchas de las
vacunas exitosas, particularmente las basadas en subunidades de
patogenos, incluyendo subunidades purificadas de los patogenos y
antigenos recombinantes (237).

De manera general, se espera que la administracion de adyuvantes
promueva el establecimiento de inmunidad de larga duracion (238).

Recientemente, se ha considerado dentro de los mecanismos a través de
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los cuales funcionan los adyuvantes su capacidad de activar la respuesta
inmune innata, lo que tiene como consecuencia una mejor activacion de
los linfocitos T y B (239, 240).

Las estrategias de defensa innata estan enfocadas al reconocimiento de
patrones conservados. Esta estrategia esta mediada por diversas familias
de receptores de patrones (PRRs) (193) que se han conservado a través de
la evolucion. Estos patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)
que son reconocidos son compuestos estructuralmente y quimicamente
diversos, pero que comparten en comun la caracteristica de estar
altamente conservados en los patogenos y ausentes en los organismos
multicelulares (221, 240).

Es importante tomar en cuenta que los agentes infecciosos y la mayoria de
las vacunas disponibles, contienen todos los componentes necesarios para
la activacion de una respuesta inmune integral. Estos es porque los
patogenos empleados en las vacunas poseen todos los antigenos relevantes
en forma particulada y también contienen PAMP.

Sin embargo, el objetivo del diseno de vacunas es remover productos
bacterianos toxicos y se ha purificado los antigenos y/o producido de
manera recombinante (237) sin afectar la inmunogenicidad del antigeno de
intereés.

Asi, el reto en el desarrollo de vacunas a base de subunidades (que
generalmente al ser purificadas carecen de su actividad inmunoreguladora
intrinseca), es reintroducir selectivamente las senales de activacion de la
respuesta inmune innata.

En el desarrollo de vacunas, la eleccion del adyuvante es tan importante
como la seleccion del antigeno.

El término adyuvante se deriva del latin adyuvare que significa ayudar.
Recientemente, su desarrollo esta enfocado a la activacion de la inmunidad
innata para asi regular una fuerte respuesta inmune adaptativa y la

memoria de larga duracion (241).
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El control de los TLR en la interfase del sistema inmune innato y el
adaptativo es un instrumento eficaz en el desarrollo de vacunas que

contengan ligandos de TLR. Algunos ejemplos se presentan en la tabla 2.

TLR Ligando Adyuvante Referencia
1 + 2 | Triacil lipopéptidos Pam3Cys 242
2 + 6 | Diacil lipopéptidos MALP-2 243
Pam2Cys 244
2 PGN Porinas de Neisseria 245
BCG 246
CFA 223
dsRNA Poly I:C 247
LPS MPL A 248
RC-529 248
MDF2p3 249
BCG 246
CFA 223
Otros analogos de LPS 250
5 Flagelina Flagelina 251
7/8 SsRNA Imiquimod 252
Resiquimod 253
3M-012 254
9 Bacterial or viral CpG ODN 255

DNA

TABLA 2. Ejemplos de vacunas que sefalizan por TLR.

Para la mayoria de las vacunas disponibles, el grado de union a TLR no ha
sido estudiado. Algunas excepciones incluyen BCG y la vacuna HiB
conjugada con la porina de Neisseria (256).

La activacion a través de TLR es probablemente un importante mecanismo
a través del cual las vacunas vivas atenuadas confieren inmunidad
protectora. Para otros tipos de vacunas, el papel de los TLR no se ha

evaluado y podria variar en las diferentes vacunas.
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Las vacunas compuestas por elementos de patogenos muertos
probablemente contengan ligandos de TLR, pero no hay evidencia hasta la
fecha de que la inmunogenicidad de estas vacunas este influenciada por la
union a TLR. A continuacion se describe la participacion de la senalizacion
por TLR en la inmunogenicidad de las vacunas dirigidas contra Borrelia
burgdorferi, Mycobacterium tuberculosis e Haemofilus influenzae b.

La vacunacion con la lipoproteina de superficie externa (OsPA) de Borrelia
burgdorferi ha sido utilizada para prevenir efectivamente la enfermedad de
Lyme (257). La respuesta a OsPA en ratones involucra la senalizacion por
TLR2, mediada por MyD88, IRAK y TRAF6 (258). De manera notable, las
células mononucleares de individuos que son respondedores bajos a la
vacuna tienen baja expresion de TLR1 pero no tienen la expresion de TLR2
alterada (259). Los ratones TLR1 y TLR2 -/- son incapaces de montar la
respuesta protectora después de la vacunacion con OspA.

Mycobacterium bovis vivo BCG, es la Gnica vacuna actualmente disponible
para la prevencion de tuberculosis. Los componentes de BCG incluyen el
esqueleto de la pared celular y peptidoglicano que activa TLR2 y TLR4 de
manera MyD88 dependiente (260, 261). La influencia de MyD88 en el
efecto protector de BCG contra la infeccion con M. tuberculosis se ha
evaluado en el modelo de raton. La inmunizacion con BCG protege
inicialmente a ratones MyD88-/- contra el reto, sin embargo los ratones
vacunados eventualmente sucumben a la infeccion (262).

Tres diferentes preparaciones vacunales contra H. influenzae b han sido
aprobadas para su uso en Estados Unidos: conjugado con proteina de
meningococo (OMPC) (HiB-OMPC), toxina diftérica (HiB-CRM) y toxoide
tetanico (HiB-TT).

Cuando se analiz6 la dependencia de estas vacunas en la senalizacion por
TLR se encontré6 que los ratones TLR2-/- tuvieron una respuesta de
anticuerpos alterada después de la vacunacion con HiB-OMPC (263).

De manera general, las vacunas a base de subunidades, principalmente

aquellas en las que se incluyen proteinas recombinantes, tienen baja
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inmunogenicidad debido a que pueden ocurrir defectos en el plegamiento
de la proteina lo que afecta su reconocimiento por el sistema inmune.

Las particulas semejantes a virus (VLP) representan una alternativa para
este tipo de vacunas, ya que son eficientemente reconocidas por el sistema
inmune debido a que presentan a las moléculas en una conformaciéon mas
cercana a la que presentan en el patéogeno (264). Ademas, el empleo de
VLP como estrategia de vacunacion implica la administracion de menores
dosis de antigeno para inducir la eficiente activacion de linfocitos B y T
(CD4* y CD8") necesarias para inducir la respuesta inmune protectora

(265, 266, 267).

5.10 Los VLP como alternativa a las vacunas a base de subunidades

Las proteinas estructurales de diferentes virus tienen la capacidad de
ensamblarse en arreglos repetitivos o particulas semejantes a virus (VLP),
cuando se expresan de manera recombinante utilizando diferentes
sistemas de expresion. Los VLP, tienen en promedio un tamano similar al
de los virus (22-150nm), y tienen las mismas caracteristicas morfologicas
dependiendo de la proteina viral que se trate. Ademas, los VLP no son
infecciosos debido a que se ensamblan sin incorporar el material genético
de virus.

En algunos casos, los VLP generados tienen la misma morfologia que las
particulas virales de las que provienen, por ejemplo, la expresion de la
proteina de superficie del virus de hepatitis B (HBV) en levaduras o en
células de mamifero, da lugar a la formacion de VLP de 22nm que son
idénticos a HBV. De manera similar, la expresion de la proteina L1 del
virus del papiloma humano (HPV) lleva a la formacion de VLP similares a
los viriones generados durante la replicacion de HPV.

Debido a que existen virus envueltos y no envueltos, se cuenta con
diferentes alternativas para la generacion de VLP. En el caso de virus no

envueltos (HPV) o antigenos de superficie de virus envueltos (HBcAg), una
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o mas proteinas de capside deben ser expresadas para lograr el

ensamblaje

(HPV).

En el caso de virus envueltos,

los VLP pueden

ensamblarse a partir de proteinas de envoltura con o sin proteinas de la

matriz o de la capside. Algunos ejemplos de VLP se presentan en la Tabla3.

Virus Composicion Sistema de Tamarno Referencia
expresion (nm)
HBV Proteina pequena levadura 22 268, 269
de envoltura
(HBsAg)
HPV Proteina L1 Células 40-50 270,212,271, 272
mamifero
Baculovirus
levadura
HEV Proteina principal baculovirus 23.7 273,274, 275, 276
de capside (truncada)
Influenza Hemaglutinina baculovirus 80-120 277,278, 279
Neuroaminidasa
matriz
HCV E1l baculovirus 40-60 280, 281, 282, 283
E2
Virus de Proteinas de capside baculovirus 27 284
polio VPO,1,3
HIV Pr55gag, envoltura Baculovirus 100- 285, 286, 287, 288,
Células 120 289
mamifero
levadura
Rotavirus VP2, VP6, VP7 baculovirus 70-75 290, 291, 292

TABLA 3. Ejemplo de VLP generados a partir de proteinas estructurales derivadas de
virus que infecten mamiferos.

Los VLP se han considerado como plataformas para la presentacion de

epitopos o moléculas de interés en vacunacion a través de la generacion de

VLP quimeéricos. Esto se logra a través de la insercion de la secuencia que

codifica para el antigeno de interés en la secuencia de la proteina viral con

la que genera el VLP. De manera alterna, las proteinas externas se pueden

conjugar quimicamente a VLP preformados. En el desarrollo de esta

estrategia se han considerado VLP derivados de virus que infectan

mamiferos y recientemente se han incluido como herramienta VLP
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derivados de virus vegetales. Algunos ejemplos de estos VLP quiméricos se

presentan en las Tablas 4A y 4B.

VLP derivados de virus que infectan mamiferos

Plataformas

Antigeno Sistema de Referencia
Expresion
HBc GFP, epitopos de E. coli 293, 294, 295,
malaria, HBV preS1, 296, 297, 298
epitopos
inmunodominantes
de bacterias y protozoarios
HBs HCV HVR1, proteina Células de 299, 300, 301,
de envoltura del virus de Mamifero, plantas de 302, 303
dengue, epitopo 2F5 de HIV tabaco, levaduras
gp41
HPV SHIV, HPV E6/E7 Baculovirus 304, 304, 305
HIV, SHIV Diferentes epitopos de Baculovirus, células de 288, 289
gag envoltura de HIV mamifero
Phage Qf Nicotina E. coli 306

TABLA 4A. Ejemplos de VLP derivados de virus que infectan a mamiferos que se han
empleado como sistemas de expresion de péptidos heterélogos de interés en el dasarrollo

de vacunas.
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VLP derivados de virus de plantas

Plataformas Antigeno Referencia
Virus de mosaico del tabaco Péptido de HIV-I 307
(TMV) Péptido de la hemaglutinina del virus de 307
influenza 308
Péptido del parasito de malaria 309
Péptido de zona pelucida ZP3 murina
Potato virus X Péptido de gp41 deHIV-I 310
Péptido de FNBP de Staphylococcus aureus 311
Plum pox virus Péptido VP2 de parvovirus canino 312
Cowpea mosaic virus (CPM) Péptido de HIV-I 313
Péptido de OmpF de P. aureginosa 314
Péptido de FnBP de S. aureus 311
Epitopo de VP2 de FMDV 315
Epitopo VP2 de parvovirus canino 316
Tomato bushy stunt virus Péptido de gp120 de HIV-I 317

TABLA 4B. Ejemplos de VLP derivados de virus que infectan a vegetales que se han
empleado como sistemas de expresion de péptidos heterélogos de interés en el dasarrollo

de vacunas.
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Debido a la gran flexibilidad que presentan los VLP de virus vegetales para
la expresion de secuencias de interés en vacunacion tanto en el extremo C-
terminal (309, 307, 308), N-terminal (318, 319) como en las asas (320,
308) de la proteina de capside, estos sistemas se consideran como
atractivas herramientas en el desarrollo de vacunas a base de
subunidades.

Los VLP derivados de virus vegetales han demostrado ser inmunégenos
capaces de inducir tanto la respuesta humoral como celular (321) ademas
de tener propiedades adyuvantes (322).

Ademas de las ventajas biotecnologicas y fisicoquimicas de los VLP de
virus vegetales, sus propiedades inmunogénicas los convierten en
herramientas atractivas en el desarrollo de vacunas a base de

subunidades que confieran proteccion de larga duracion.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El objetivo de las diferentes estrategias de vacunacion es la induccion de la
respuesta inmune protectora de larga duracion. Se ha observado que las
vacunas capaces de establecer este estado son aquellas a base de
microorganismos atenuados o a base de subunidades administradas con
adyuvantes. En el desarrollo de vacunas el punto crucial es la eleccion del
antigeno, sin embargo, hasta la fecha no se han caracterizado las
propiedades de los antigenos capaces de inducir la respuesta inmune

protectora de larga duracion.

7. HIPOTESIS

Los antigenos con un arreglo molecular organizado y repetitivo podran ser
reconocidos de manera eficiente tanto por el sistema inmune innato
(PAMP) como por el sistema inmune adaptativo (antigeno) traduciendo la
respuesta inmune innata en una respuesta inmune adaptativa protectora

de larga duracion.

8. OBJETIVO

8.1 Objetivo general

Estudiar la contribucion de la organizacion y repetitividad antigénica en la

induccion de la respuesta inmune de anticuerpos protectores de larga

duracion.
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8.2 Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

Determinar si el PapMV es reconocido por el sistema inmune innato

como PAMP.
Determinar si el PapMV tiene propiedades adyuvantes.

Generar VLP PapMV con afinidad a las porinas OmpC y OmpF de S.
typhi para comparar la capacidad de diferentes niveles de
organizacion de las porinas OmpC y OmpF de S. typhi de inducir la

respuesta de anticuerpos de larga duracion.

Evaluar la capacidad de diferentes niveles de organizacion de las
porinas OmpC y OmpF de S. typhi para inducir la respuesta inmune

protectora.

5) Evaluar la capacidad de diferentes niveles de organizacion de la

porina OmpC de S. typhi para inducir la respuesta inmune

protectora de larga duracion.
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9. MODELOS EXPERIMENTALES

9.1 Virus de mosaico de la papaya (PapMV)

El virus de mosaico de la papaya (PapMV) es miembro de la familia de los
Potexvirus. Es un virus filamentoso de 500nm de longitud y 15nm de
diametro, compuesto por 1400 subunidades de la proteina de capside (CP)
(323) ensambladas alrededor de una molécula (+)RNA de 6656 nucledtidos
(324).

La capacidad inmunogénica de PapMV ha sido evaluada en ratones, y se
ha observado que es capaz de inducir la respuesta de anticuerpos de larga
duracion caracterizada por la produccion y mantenimiento de altos titulos
de todos los isotipos de IgG (IgG2b=2IgG3>IgG2a>IgG1). Esta respuesta de
anticuerpos de larga duracion se observo en ausencia de adyuvantes
externos, es independiente de la via de administracion y del fondo
genetico.

Ademas de inducir la respuesta de anticuerpos de larga duracion, PapMV
induce la produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6) por
macrofagos derivados de médula 6sea asi como la expresion de marcadores
de activacion en células dendriticas (CD80, CD40).

Cuando PapMV se coadministra con antigenos modelo, por ejemplo OVA,
ejerce un efecto adyuvante en la produccion de anticuerpos favoreciendo
incluso el cambio de isotipo.

La CP de PapMV tiene dos residuos de metionina (posiciones 1 y 6), para
generar la construccion para la produccion de VLP se deletaron los
primeros cinco residuos de aminoacido al extremo N-terminal (CPANS).
Ademas, se adicion6 un tag 6xHis en el extremo C-terminal de CP para

facilitar la purificacion de la proteina recombinante (325).

-51 -



Empleando como sistema de expresion E. coli BL21 se observo que CPANS
es capaz de autoensamblarse en forma de VLP de una décima parte de
longitud con respecto al virus nativo.

Se estima que la estructura secundaria de CPANS consiste en 49% de a-
hélices, porcentaje similar al que presenta el virus del mosaico del tabaco
(TMV) (326).

Los VLP de PapMV son igualmente resistentes a la desnaturalizacion por
calor que el virus silvestre, sin embargo son mas sensibles a la
degradacion por tripsina (325).

Los VLP de PapMV han sido probados como acarreadores de péptidos
heterélogos de interés en vacunacion, observandose que es capaz de
inducir la respuesta de anticuerpos anti-péptido de larga duracion (327)
caracterizada por un perfil Th1/Th2, ademas se observo que la capacidad
adyuvante de la proteina de capside de PapMV es dependiente de su
multimerizacion en forma de VLP (327).

Adicionalmetne, los VLP PapMV también son capaces de inducir la
presentacion cruzada de antigeno, favoreciendo asi la activacion de
linfocitos T CD8* (328).

Recientemente se ha propuesto a los virus vegetales como plataformas
acarreadoras de proteinas completas (329) observandose también un
efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos, lo que abre una nueva
ventana de posibilidades para el mejoramiento de vacunas a base de

subunidades.

9.2 Porinas de Salmonella enterica serovar Typhi

Debido a su gran infectividad y distribucion geografica, la fiebre tifoidea
representa un problema de salud mundial. El agente etiologico de esta

enfermedad es Salmonella enterica serovar Typhi, la ingestion de 105

bacterias resulta en el desarrollo de la enfermedad (330).
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Esta enfermedad esta asociada a una pobre infraestructura sanitaria y la
ingestion de la bacteria se relaciona con el consumo de agua y alimentos
contaminados y se estima que anualmente se presentan alrededor de 16
000 000 casos que resultan en 600 000 muertes (331, 332).

La vacunacion contra la fiebre tifoidea es considerada como una
herramienta efectiva para la prevencion de la enfermedad. En el mercado
actualmente se dispone de dos tipos de vacunas 1) la vacuna a base de
bacteria viva atenuada —Vivotif- (de administracion oral) y 2) la vacuna
basada en la subunidad Vi (de administracion im o sc).

A pesar de la efectividad de estas vacunas, su empleo se encuentra
restringido a adultos debido a los efectos secundarios asociados a su
administracion. Ademas, ninguna de estas vacunas es practica para su
uso en programas ampliados de vacunacion en las zonas endémicas, por lo
tanto, es necesario el desarrollo de nuevas vacunas que sean baratas, que
no requieran cadena fria y que induzcan inmunidad protectora de larga
duracion.

En el diseno de vacunas a base de subunidades contra la fiebre tifoidea
que confieran proteccion de larga duracion, se han considerado a las
proteinas de membrana externa o porinas. Las porinas son las proteinas
mas abundantes en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas.
Las porinas de Neisseria, Shigella y Haemofilus son agonistas de TLR2 e
inducen la expresion de moléculas coestimuladoras y produccion de
citocinas en las APC ademas de la activacion de los linfocitos B (245, 333,
334).

Se ha observado que los pacientes en fase aguda y convaleciente, asi como
las personas que han recibido Vivotif producen altos titulos de anticuerpos
anti-porinas (335, 336).

Nuestro grupo ha desarrollado un candidato a vacuna contra la fiebre
tifoidea base de porinas de Salmonella typhi.

La preparacion consiste en 20pg porinas (mezcla de las porinas OmpC y

OmpF) en 1 mL de buffer Nikaido diluido (0.8pg SDS/mL) como vehiculo,
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con una posologia recomendada de 10pg porinas por via sc. En un ensayo
preclinico este candidato a vacuna demostréo ser seguro observandose
reacciones adversas sistémicas (dolor de cabeza, fatiga) y locales minimas
(dolor, enrojecimiento, induracion) que se resuelven en pocas horas
después de la administracion.

La inmunizacion con porinas de Salmonella typhi resulta en la produccion
de anticuerpos IgM e IgG (IgG1 e IgG2) anti-porinas, los cuales no tienen
reactividad cruzada con las porinas de E. coli e induce la respuesta celular
caracterizada por la produccion de IFNy en ausencia de IL-4 (337).

Cuando se evaluo la capacidad protectora de las porinas de Salmonella
typhi en ratones se observo que confieren una proteccion de 90% ante el
reto con 5S00DLso de Salmonella typhi resuspendida en mucina gastrica
(338, 339).

En ratones, la respuesta anti-porinas de Salmonella typhi es de larga
duracion con actividad bactericida y no tiene reactividad cruzada con las
porinas de Salmonella typhimurium. La respuesta de anticuerpos con
actividad bactericida de larga duracion esta dirigida principalmente contra

la porina OmpC (79).
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10. MATERIALES Y METODOS

Antigenos

PapMV.

Para purificar el PapMV de hojas de C. papaya se emplea el método

modificado de Ericsson y Bancroft.

150 gr. del tejido infectado se macera con 300 mL soluciéon reguladora de
fosfatos 0.05M pH 7,0, 0.01 M EDTA y 0.5% de sulfito de sodio (w/v). Se
adiciona p-mercaptoetanol a una concentracion final de 0.1% (v/v). El
homogenizado se pasa por fibra de algodon y se agrega Triton X-100 a
una concentracion final de 1% (v/v). Se agrega Y del volumen de
cloroformo agitando constantemente. La emulsion se centrifuga a 5800
g/10 min/ 4°C. La fase acuosa se colecta y se precipitan las particulas
virales adicionando 1% (w/v) de polietilenglicol (PEG 8000) y se incuba 1.5
hr a 4°C.

Las particulas virales se centrifugan a 7600 g/10min/4°C y se resuspende
el boton en 40 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.0. Se repite
la centrifugacion y se resuspende el ultimo boton en 9 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.0 y se adiciona a una solucion 30% de
sacarosa (10mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1 mM EDTA) y se centrifuga a 86 500
g durante 3,5 hr a 4°C.

El boton se solubiliza en 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH

7.0 y se incuba 12 horas a 4°C. Se centrifuga a 7600 g/10min/4°C.

Se determina la pureza del virus determinando la densidad optica 260 y

280 nm. El € de PapMV es 2.3 a 260 nm.

HEL (Research Organics Inc., Cleveland, OH, USA). LPS de E. coli O111:B4
(Sigma-Aldrich).
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Las porinas de Salmonella typhi (OmpC y OmpF) se purificaron de acuerdo
al método descrito en (337). Las cepas Salmonella typhi STYF302 (OmpF-)
y Salmonella typhi STYC171 (OmpC-) se emplearon como fuente de las

porinas OmpC y OmpF respectivamente.

Cepas bacterianas

Salmonella typhi (wt) ATCC 9993.

Animales de experimentacion

Ratones BALB/c (Harlan, Mexico y Charles River, Canada) de 6-8 semanas
de edad, se mantuvieron en condiciones libres de patogenos especificos
(SFP) en las instalaciones del Bioterio de la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Médicina, UNAM o en las instalaciones del
Bioterio del Centre de Recherche en Infectiologie, Université Laval, Quebec,
Canada. Los estudios fueron aprobados por el Comité Nacional de

Investigacion Cientifica del IMSS (Project No. 2005-785-016).

Activacion y proliferacion de linfocitos B.

Para los ensayos de activacion, un millon de linfocitos B de bazo se
incubaron con PapMV (1ug/mL) durante 18 horas y durante 80 horas para
el analsis de la diferenciacion a células plasmaticas y la capacidad de
proliferacion. LPS (10pg/mL) de E. coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich) se empled
como control positivo. El analisis por citometria de flujo se realizo
incubando las células con los anticuerpos: CD44-FITC, MHC II-PE, CD86-
FITC, CD22-PE, CD138-PE y B220-APC (BD Pharmingen). Para el analisis
de la capacidad de proliferacion 50 millones de células se resuspendieron

en 1 mL PBS con 1puL de CFSE (1mM) (Molecular Probes, Eugene, OR,
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USA). Los eventos fueron adquiridos en el equipo FACSCalibur (Becton
Dickinson, San Jose California USA) y analizados con el software

CellQuest (Becton Dickinson).

DTH

Ratones BALB/c se inmunizaron sc en el cojinete plantar con 30ug PapMV
wt, 30pg PapMV inactivado con luz UV. Los ratones control recibieron
solucion Tris-HCI pH 6.8 o solucion salina inyectable. Al dia 7 todos los
ratones se retaron con 3ug PapMV por via sc en la oreja. El incremento del
grosor de la oreja se determino 24 horas posteriors al reto empleando un

micrometro digital (Mituyoto, Tokyo, Japon).

Activacion in vivo de DC, M@ y linfocitos B

Ratones BALB/c (7 semanas de edad) fueron inmunizados ip con 30pg
PapMV o 50pg Poly I:C en un volumen final de 500pL de solucion salina.
24 horas posteriores, el bazo y los ganglios se disectaron y se preparo la
suspension celular para su analisis por citometria de flujo empleando los
siguientes anticuerpos: PE-CD11c, APC-CD11b, B220-PerCP, FITC-CD8O0,
FITC-CD86, FITC-CD40, FITC-CD69 y FITC-MHCII (Todos los anticuerpos

fueron obtenidos de BD Pharmingen)

Generacion de BMDM

Los monocitos se obtuvieron de medula 6sea de ratones BALB/c (de 6 a 8
semanas de edad). Los monocitos se cultivaron en DMEM suplementado

con 30% medio condicionado de la linea cellular L-929, 20% FBS
inactivado y 50% DMEM como se describe en (340).
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Generacion de BMDC

Los monocitos se obtuvieron de médula 6sea de ratones BALB/c (de 6 a 8
semanas de edad). Los monocitos se cultivaron durante 6 dias en
presencia de factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF) producido por la linea celular X63-GM-CSF (obsequio del Dr.
Antonius Rolink, Universidad de Basel). Las DC fueron purificadas por
densidad. La pureza de la poblacion fue mayor al 95% (CD11c*B220)

cuando se analiz6 a la poblacion por citometria de flujo.

Purificacion de macrofagos peritoneales

Los macrofagos peritoneales fueron inducidos con tioglicolato. 1x106
células de peritoneo se cultivaron en DMEM (10% FCS, L-glutamina,
penicilina/estreptomicina) y se incubaron toda la noche a 37°C. Las

células no adherentes se removieron lavando con PBS frio.

Cuantificacion de TNFa, IL-6 e IFN-a

1x10% BMDM, macréfagos de peritoneo o BMDC se estimularon con 1lug
PapMV/mL o 100ng LPS E. coli O111:B4/mL (Sigma-Aldrich). Como
control se emplearon células sin estimular. A los tiempos indicados en las
graficas, se recuper6 el sobrenadante de cultivo y se almaceno a -70°C
hasta su analisis. Las citocinas TNF-a, IL-6 e IFN-a se cuantificaron por
ELISA (OptEIA sets; BD Pharmingen, San Diego California, USA. PBL
Biomedical Laboratories, NJ, USA) de acuerdo a las instrucciones del

proveedor.

Inmunizaciones

Grupos de ratones BALB/c fueron inmunizados ip con 2mg de OVA o HEL
en ausencia o presencia de adyuvante (30 ug PapMV, CFA 1:1 (v/v) o S ug
LPS de E. coli O111:B4). Los ratones control recibieron solucion salina
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isotonica. Muestras de sangre se colectaron a diferentes tiempos segun se
indica en las graficas. Las muestras individuales de suero se congelaron a

-20°C hasta su analisis.

Por via i.p y ausencia de adyuvante se inmunizaron grupos de S ratones
(dia O) con los siguientes antigenos: 10ug OmpC, 10ug OmpC + 10ug
PapOmpC, 10ug PapOmpC, 10ug OmpF, 10ug OmpF + 10pug PapOmpF,
10ug PapOmpF o solucion salina isotonica (SSI). Al dia 15, se administro
i.p un refuerzo con 10ug OmpC sin adyuvante. A los tiempos senalados en
las graficas, de la vena yugular se tomaron muestras de sangre. La sangre
se centrifugé a 3000rpm/5S minutos/4°C. Las muestras se almacenaron a -

20°C hasta su analisis.

ELISA

Se fijaron placas de 96 pozos (Nunc) con 100uL de solucion de antigeno
(100pg/mL de OmpC, 100ug/mL de OmpF, 1 ug/mL PapMV, 100 ng/mL
HEL o 150 pg/mL OVA) en solucion amortiguadora de carbonatos pH 9,5,
incubando 1 hora a 37°C y posteriormente toda la noche a 4°C. Se
realizaron 4 lavados con solucion H2O destilada-Tween20 0.1%. Los sitios
de unioén inespecifica se bloquearon con solucion PBS pH 7.4-BSA 2%,
incubando 1 hora a 37°C, seguido de 4 lavados con solucion H>O
destilada-Tween20 0.1%. Se adicionaron diluciones seriadas en factor de
2, iniciando con dilucion 1/40 de los sueros inmunes (100ul/pozo),
incubando 1.5 horas a 37°C. Después de 4 lavados con solucion H2O
destilada-Tween20 0.1% se adicion6 a cada pozo 100uL de una dilucion
1:10 000 en solucion de bloqueo del anticuerpo secundario (HRP anti-IgM,
HRP anti-IgG, HRP anti-IgG1l, HRP anti-IgG2a, HRP anti-IgG2b (Jackson
Immunochemicals o Zymed (1:1000)), HRP anti-IgG3 (Rockland)),
incubando 1 hora a 37°C se realiz6 una ultima serie de lavados con

solucion H-2O destilada-Tween20 0.1%. Para la deteccion se agrego a cada
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pozo 100uL de solucion de revelado (TMB peroxidase substrate, Fitzgerald,
USA) incubando 10minutos a 37°C, la reaccion se detuvo agregando 100uL
H>SO4 2.5N. Se determinoé la absorbancia a 450nm en un lector
automatico de ELISA. El titulo de anticuerpos se interpreta como 3 veces el

promedio de la absorbancia de los controles negativos

Reto

Por via ip y en ausencia de adyuvante se inmunizaron grupos de 10 6 5
ratones (dia O) con los siguientes antigenos: 10ug OmpC, 10ug OmpC +
10pug PapOmpC, 10pug OmpF, 10ug OmpF + 10ug PapOmpF, 10ug
PapOmpC, 10ug PapOmpF, 10pg OmpC+30pg PapMV wt, 10pg
OmpF+30png PapMV wt o solucion salina isotonica (SSI). Al dia 15, se
administro i.p un refuerzo con 10ug OmpC 6 10ug OmpF respectivamente
en ausencia de adyuvante. Al dia 21 6 140 los ratones fueron retados i.p
con 100 6 500 LDso de Salmonella typhi (ATCC 9993) resuspendida en
S00uL buffer TE (50mM Tris, pH 7,2, SmM EDTA) 5% mucina gastrica
(Sigma). La proteccion se definio como el porcentaje de sobrevivientes
durante los 10 dias posteriores al reto. En nuestras manos 1LDso= 90 000

UFC.

Seleccion de los péptidos con afinidad a las porinas OmpC y OmpF

Los péptidos con afinidad a las porinas OmpC yOmpF fueron
seleccionados por la técnica de phage display utilizando la libreria Ph.D7
phage display peptide library de New England Biolabs. El desarrollo de la

técnica se llevo a cabo de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Clonacion de los péptidos con afinidad a las porinas OmpC y OmpF en el
extremo C-terminal de la proteina de la capside del virus de mosaico de la

papaya (PapMV CP)
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La secuencia que codifica los heptapéptidos seleccionados fue insertada
por PCR en el extremo C-terminal de la proteina de la capside del virus de
mosaico de la papaya (PapMV CP) utilizando la clona ANS CP descrita en
(341). Los primers utilizados se muestran en la Tabla 5. La correcta

insercion de los heptapéptidos fue confimada por secuenciacion.

Construccion Primer

PapOmpCl1

Forward S5’ CCAATTCCTTCCACCCCCCGAATCTTTGTCGCTTATTCAGACGCACCATCACC
ATCACCATTAGTAAGGATCCACTG 3’

Reverse 3’GGTTAAGGAAGGTGGGGGGCTTAGAAACAGCGAATAAGTCTGCGTAGTGGTA
GTGGTAATCATTCCTAGGTGACS’

PapOmpC2

Forward 5S’CCAATTCCTTCCACCCCCCGAAGAGGCGAAGGGGTTGATTCGTCACCATCAC
CAT CACCATTAGTAAGGATCCACTG 3’

Reverse 3’GGTTAAGGAAGGTGGGGGGCTTCTCCGCTTCCCCAACTAAGCATGGTAGTGG
TAGTGGTAATCATTCCTAGGTGACS’

PapOmpC3

Forward S’CCAATTCCTTCCACCCCCCGAAACTGCGACTTATTTGCTTGATCACCATCACCA
TCACCATTAGTAAGGATCCACTG3’

Reverse 3’GGTTAAGGAAGGTGGGGGGCTTTGACGCTGAATAAACGAACTAGTGGTAGTG
GTAGTGGTAATCATTCCTAGGTGACS’

PapOmpF1

Forward 5’CCAATTCCTTCCACCCCCCGAATTTCATGAGAATTGGCCTTCGCACCATCACC
ATCACCATTAGTAAGGATCCACTG3’

Reverse 3’GGTTAAGGAAGGTGGGGGGCTTAAAGTACTCTTAACCGGAAGCGTGGTAGTG
GTAGTGGTAATCATTCCTAGGTGACS’

PapOmpF2

Forward 5’CCAATTCCTTCCACCCCCCGAATTTCATGAGTTTTGGCCGACTCACCATCACC
ATCACCATTAGTAAGGATCCACTG3’

Reverse 3’'GGTTAAGGAAGTGGGGGGCTTAAAGTACTCAAAACCGGCTGAGTGGTAGTGG
TAGTGGTAATCATTCCTAGGTGACS’

Tabla 5. Primers utilizados para la insercion de los heptapéptidos con afinidad a las
porinas OmpC y OmpF en el extremo C-terminal de PapMV CP.
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Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes.

Como sistema de expresion se utilizo E. coli BL21 transformada con el
plasmido que codifica para cada una de las diferentes construcciones. La
bacteria se mantuvo en el medio selectivo 2XYT-ampicilina (50ug/mL).

Se creci6 la bacteria a 200rpm/37°C hasta alcanzar una densidad optica a
600nm aproximada a 0.6. La expresion de la proteina se indujo anadiendo
IPTG a una concentracion final 1mM, incubando 16 horas a 22°C con
agitacion. La bacteria fue cosechada centrifugando a 6000rpm/30
minutos/4°C. El boton se resuspendio en buffer de lisis frio y se anadi6
PMSF, lisozima y cocktail de proteasas 25X. Después de 30 minutos de
incubacion en hielo, la bacteria se lis6 utilizando la prensa de French
(750psi). El lisado se centrifugd 13000rpm/30 minutos/4°C. Se recupero
el sobrenadante y se anadio DNAsa y MgCl,, incubando 15 minutos a
temperatura ambiente con agitacion. Posteriormente se centrifugo
nuevamente a 13000rpm/30 minutos/4°C. Se recuperod el sobrenadante y
se filtro (0.45um) y se incubo con 3 mL de agarosa Ni-NTA (Quiagen)
durante 16 horas a 4°C con agitacion. Para purificar la proteina, se
empaco una columna y la agarosa se lavo agregando en orden consecutivo
1 volumen de las siguientes soluciones: 1) SO0mM NaH>PO4, 300mM NacCl,
20mM imidazol, 2) SOmMNaH2PO4, 300mM NaCl, 50mM imidazol, 3)
10mM Tris-HCIl pH 8, 50mM imidazol, 0,5% Triton X-100, 4) 10mM Tris-
HCI pH 8, 50mM imidazol, 5) 10mM Tris-HCI pH 8, SOmM imidazol, 1%
zwitterget, 6) 10mM Tris-HCI pH 8, 50mM imidazol. La proteina se eluyo
con 4 mL de buffer de elucion (Tris-HCI 10mM pH 8, 400mM imidazol). La
fraccion eluida se dialis6 contra PBS pH 7.4. Las particulas semejantes a
virus (VLPs) se recuperaron por ultracentrifugacion. La pureza de la
proteina se verifico por electroforesis en condiciones reductoras y el

ensamblaje de los VLPs se confirmo6 por microscopia electronica.
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Determinacion de signos clinicos asociados a la infeccion por S. typhi en

ratones. Determinacion del punto de corte.

Anterior al desarrollo del protocolo para evaluar la capacidad protectora de
los diferentes antigenos se llevo a cabo la evaluacion de signos clinicos y
sintomas asociados a la infeccion por S. typhi en nuestro modelo
experimental. Este estudio piloto se llevo a cabo en las instalaciones del
bioterio del Centre Hospitalaire de 1'Université Laval.

A grupos de 4 ratones BALB/c naive de 8 semanas de edad se les
administro por via intraperitoneal 20, 100 6 500 DLso de Salmonella typhi
(ATCC 9993) resuspendida en 500 uL buffer TE (50mM Tris, pH 7,2, SmM
EDTA) 5% mucina gastrica (Sigma) y se incluyé como control un grupo
adicional que no recibio tratamiento.

Cada hora después de la infeccion se llevo a cabo el registro del cambio de
las diferentes variables descritas en la Tabla 6, esto nos permitio
determinar el momento optimo para ejecutar la eutanasia durante el

desarrollo del protocolo de proteccion.

NIVEL 1

SIGNO CLINICO ANTES INFECCION | t t t t

PELAJE ERIZADO

PESO

OJOS EXORBITADOS

PARAMETROS CRITICOS
e PERDIDA DE PESO <20%

NIVEL 2

SIGNO CLINICO ANTES INFECCION | t t t t

LETARGIA

CURVATURA DE COLUMNA VERTEBRAL
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NIVEL 3

SIGNO CLINICO ANTES INFECCION | t t t t

PERDIDA COORDINACION
MUSCULAR

TEMPERATURA (°C)

PESO

CIANOSIS

PARAMETROS CRITICOS
e PERDIDA DE PESO >20%

e TEMPERATURA <34.5°C
Tabla 6. Tabla de registro de diferentes sintomas y signos clinicos asociados a la infeccion
por Salmonella enterica serovar typhi en el modelo de ratén.

Descripcion de los codigos de evaluacion:
Nivel 1

Signo clinico: Pelaje erizado

+ El pelaje esta ligeramente erizado

++ El pelaje esta severamente erizado, si se observa al raton a corta
distancia el pelaje parece como eléctricamente cargado.

Signo clinico: Peso

Registro del peso de cada raton justo antes de la infeccion y cada hora
después de t=2 horas hasta la muerte del raton o la ejecucion de la
eutanasia.

Signo clinico: Ojos exorbitados

Nota: Una hora posterior a la infeccion se observo que los ratones tenian
los ojos cerrados. El signo + indica si el raton tenia los ojos cerrados y = si
los ojos estaban abiertos.

Nivel 2

Signo clinico:Letargia

+ El raton esta activo, pero tiene una leve dificultad para desplazarse.
Responde a estimulos externos.

++ El raton comienza a perder actividad debido a que tiene una gran
dificultad para caminar, sin embargo responde a estimulos externos.

+++ El raton pierde actividad y tiende a agruparse con los demas ratones,
pero es capaz de responder a estimulos externos.

++++/- El raton pierde actividad y es capaz de responder a estimulos
externos. El raton puede estar o no agrupado con los demas ratones.
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++++ El raton pierde actividad y es incapaz de responder a estimulos
externos. Permanece agrupado con los demas ratones.

Signo clinico: Curvatura de la columna vertebral

+ El raton esta ligeramente encorvado, cuando camina es casi indetectable.
++ El raton esta jorobado, la curvatura es detectable cuando el raton esta
en movimiento.

+++ La columna esta curveada, la cabeza no esta cerca de la base del
contenedor.

++++ El raton esta severamente jorobado, la posicion de la cabeza es
cercana a la base del contenedor.

Nivel 3

Signo clinico: Pérdida de coordinacion muscular
+ Paralisis parcial o total

Signo clinico: Temperatura
Registro de la temperatura de cada raton justo antes de la infeccion y cada
hora posterior hasta muerte o ejecucion de la eutanasia.

Signo clinico: Pérdida de peso

Registro del peso de cada raton justo antes de la infeccion y cada hora
después de t=2 horas hasta la muerte del raton o la ejecucion de la
eutanasia.

Signo clinico: Cianosis
+ Coloracion azul evidente en la cola o en las patas.
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11.RESULTADOS

El PapMV no induce la proliferaciéon de linfocitos B in vitro, pero induce una
discreta expresion de marcadores de activacion asi como la respuesta

celular

Debido a que el PapMV es un antigeno altamente organizado y repetitivo
que induce la respuesta de anticuerpos de larga duracion, analizamos su
capacidad para inducir in vitro la proliferacion de linfocitos B de ratones
naive asi como su diferenciacion a célula plasmatica. Observamos que el
PapMV no induce la proliferacion de linfocitos B de manera policlonal
como es el caso de LPS (Fig 1c) y que tampoco induce la diferenciacion de
los linfocitos B naive a célula plasmatica (Fig 1b), sin embargo, induce una
discreta expresion de marcadores de activacion como CD44, CD86, CD22 y
MHCII (Fig la). Estos resultados nos sugieren que el PapMV no es un
antigeno T-independiente tipo I.

En estudios previos, hemos observado que el PapMV la respuesta de
anticuerpos de larga duracion inducida por PapMV tiene un perfil
Th1/Th2, lo que sugiere la colaboracion de los linfocitos T en la respuesta
de anticuerpos anti-PapMV. Asi, al evaluar la capacidad del virus de
inducir la respuesta celular por DTH encontramos que el PapMV induce la
activacion sistémica de la respuesta de linfocitos T (Fig 1d) y que esta
propiedad es independiente de la viabilidad de la particula viral, ya que
cuando el virus se inactiva por luz UV se observa el mismo fenémeno.

En conjunto estos resultados nos muestran que la respuesta de
anticuerpos de larga duracion inducida por el PapMV no es resultado de
una activacion policlonal de los linfocitos B y que ademas el PapMV es un

antigeno capaz de inducir de manera eficiente la respuesta celular.

- 66 -



PapMV LPS

0.56

e — prpere—r
100 10t 102 10% 10% 100 10! 102 103 10%

= ZHUO

4
v

% células
CFSE bajo

Medio 2.27
PapMV 2.87
LPS 75.15

FIGURA 1. El PapMV no induce la proliferacion de linfocitos B in vitro, pero
induce una discreta expresion de marcadores de activacion asi como la
respuesta celular (a) Linfocitos B de ratones naive fueron estimulados con
PapMV (1 pg/mL) durante 18 horas, posteriormente por citometria de flujo se
analiz6 la expresion de los marcadores de activacion. (b) Linfocitos B naive se
estimularon in vitro con PapMV durante 80 horas. La diferenciacion a células
plasmaticas se analizo por citometria de flujo. (c) Ensayo de proliferacion de
linfocitos B después de la estimulaciéon con 100 ug/mL LPS o 1 ug/mL

PapMV. (d) Respuesta celular inducida por PapMV determinada por DTH.
Ratones BALB/c fueron inmunizados con 30 pg PapMV por via sc (dia 0). Al dia 7
se retéo con 3 pg PapMV sc en la oreja. 24 horas después del reto, se midio el
grosor de la oreja. La diferencia estadistica de acuerdo con la prueba t Student se
senala por asteriscos. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001.
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PapMV induce la expresion de marcadores de activacion en DC, MO y

linfocitos B asi como la produccién de citocinas pro-inflamatorias

Analisis previos acerca de la capacidad de PapMV de activar la respuesta
immune innata mostraron que la estimulacion de BMDM induce la
produccion de citocina proinflamatorias (TNFa e IL-6), lo que sugiere que el
PapMV estaria siendo reconocido como un PAMP. Una caracteristica de los
PAMP es su propiedad de inducir la expresion de moléculas
coestimuladoras en las APC (Fig 2a). Se observo que PapMV es capaz de
inducir in vivo la expresion de marcadores de activacion en las APC
profesionales. 24 horas después de la administracion de PapMV por via sc
a ratones BALB/c es posible detectar el aumento en la expresion de los
marcadores CD80 y CD69 en DC (CDllct CD11b7) residentes en la
ganglios, asi como la expresion de CD40 y CD69 en DC de bazo. En cuanto
a M@ (CD11lc CD11b*) residentes en ganglios se observdo un incremento
en la expresion de CD80 y CD69 mientras para los residentes en bazo
hubo un incremento de los marcadores CD40 y CD69. Finalmente, los
linfocitos B (CD11c- B220*) en ganglios expresaron CD69 y los de bazo
CD40 y CD69. Como control positivo se utilizo el agonista de TLR3 poly I:C
el cual indujo la expresion de los marcadores analizados con un patron
marcadamente diferente al inducido por PapMV (Fig 2a).

Al igual que en los macréofagos, la activacion de las células dendriticas se
caracteriza ademas del cambio en la expresion de los marcadores
analizados asi como la secrecion de citocinas proinflamatorias. Se observo
que PapMV induce en esta poblacion celular la secrecion de TNF-a, IL-6 e
INF-a (Fig 2c) a diferencia de los macrofagos que solo producen TNF-a e IL-
6 (Fig 2b) después de la estimulacion con
PapMV, lo que sugiere que ambos tipos celulares estarian reconociendo a

PapMV de manera diferente que el LPS.
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FIGURA 2. PapMV induce in vivo la expresion de marcadores de activacion
en la células presentadoras de antigeno profesionales, asi como la secrecion
de citocinas pro-inflamatorias. (a) Ratones BALB/c fueron inmunizados ip con
30pg PapMV (linea gris) o 50pg poly I:C (linea negra). Transcurridas 24 horas
ganglios y bazo fueros disectados para el analisis de la expresion de marcadores
de activacion en DC, M@ y linfocitos B por citometria de flujo. Las poblaciones
fueron definidas como: CD1l1lc* CD11b- (DC), CD1l1lc- CD11b* (MY) y CD1ll1lc-
B220+ (linfocitos B). Macrofagos (derivados de médula 6sea o peritoneales) (b) y
células dendriticas derivadas de médula 6sea (c) se estimularon con PapMV
(1ug/mL) durante los tiempos sefialados en las graficas. Al término de cada lapso
de cuantificé la producciéon de TNF-a, IL-6 e IFN-a en el sobrenadante de cultivo
por ELISA.
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El PapMV induce efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos contra

antigenos modelo.

Recientemente se ha puesto de manifiesto que uno de los posibles
mecanismos a través de los cuales funcionan los adyuvantes es mediante
la activacion del sistema immune innata via los PRR, particularmente los
TLR (342).

Cuando el PapMV se coadministré6 con antigenos modelo a ratones
BALB/C se observd que es capaz de favorecer la respuesta immune
humoral de larga duracion contra OVA y HEL, incluso induce el cambio de
isotipo (Fig 3a). Tanto en la respuesta anti-OVA como anti-HEL el efecto es
marcado hasta el dia 120 posterior a la inmunizacion (Fig 3b). En
comparacion el efecto adyuvante inducido por LPS se observa hasta el dia
30 después de la inmunizacion y en el caso de CFA, el efecto se mantiene
hasta el dia 400. El analisis de las diferentes subclases de IgG mostré que
PapMV es capaz de inducir la produccion de 1gG2a e 1gG2b (Fig 3b) anti-
OVA al igual que LPS y CFA, mientras que la inmunizacion con OVA en
ausencia de adyuvantes solo indujo la produccion de anticuerpos de IgG1
en los ratones BALB/c. Los titulos de IgG1l no se vieron modificados en
presencia de ninguno de los adyuvantes administrados en comparacion de
la OVA en ausencia de adyuvante. Estos resultados sugieren que el PapMV
tiene propiedades adyuvantes intrinsecas lo que le permite traducir la
eficiente activacion del sistema immune innato observada en la respuesta

de anticuerpos de larga duracion.
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FIGURA 3. El PapMV induce efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos
contra antigenos modelo. (a) PapMV favorece la respuesta de anticuerpos
contra antigenos modelo. Grupos de tres ratones BALB/c fueron inmunizados ip
con 2mg OVA o HEL en presencia y ausencia de adyuvante (CFA, LPS o PapMV).
El titulo de anticuerpos anti-OVA o anti-HEL en suero se determinaron en los
tiempos senalados en la grafica. (b) El efecto adyuvante de PapMV en la respuesta
de anticuerpos anti-OVA en ratones BALB/c se caracteriza por la produccion de
IgG1, [gG2a e IgG3. El analisis de las diferentes subclases de IgG se realiz6 en los
sueros de dia 120 de ratones BALB/c inmunizados con 2mg OVA en presencia o
ausencia de adyuvante (CFA, LPS o PapMV) por el método de ELISA.
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Determinacion de signos clinicos asociados a la infeccion por S. typhi en

ratones.

Debido a la observacion de que la co-administracion de PapMV con OVA,
HEL incrementa la respuesta de anticuerpos, evaluamos la capacidad de
nuestro adyuvante de incrementar la capacidad protectora de OmpC en el
modelo experimental de infeccion por S. typhi en el raton. Para poder
determinar el punto de corte para proceder a la eutanasia de los ratones
después de la infeccion, se procediéo a administrar ip el equivalente a 20,
100 y 500 DLso de S. typhi resuspendida en mucina gastrica porcina y
después de una hora de la infeccion hasta la muerte o la presencia de
alguno de los signos clinicos del nivel 3 se calificaron diferentes signos
clinicos, como la apariencia del pelaje, letargia, cambio de temperatura
corporal del raton, encorvamiento, pérdida de coordinacion muscular o
cianosis tomando como referencia la calificacion de un grupo de ratones
que no recibieron tratamiento.

Se observo que después de la infeccion los primeros signos clinicos como el
pelaje erizado y el hecho de que los ratones cierran los ojos, letargia y
encorvamiento del raton se manifestaron desde la primera hora posterior a
la infeccion, y que la severidad de estos signos clinicos se iba asociando
con respecto a la dosis de bacteria administrada en funcion del tiempo
transcurrido.

El decremento de la temperatura corporal sensible al momento de
manipular al raton se hizo evidente desde las 6 horas posteriores a la
administracion de 100 y 500 DLso y a partir de las 9 horas en el caso de
los ratones a los que se administraron 20 DLso.

En el lapso analizado no se registro pérdida de peso corporal en ninguno
de los casos, por lo que este sintoma quedé descartado.

En cuanto a la pérdida de coordinaciéon muscular, solo se presento en los
ratones que recibieron 100 y 500 DLsp manifestandose como pérdida de

movimiento de las patas posteriores o convulsiones.
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En ninguno de los grupos se observo cianosis, sin embargo se considero
como punto de corte cuando se realizaron los retos infecciosos en ratones
vacunados (Fig 4 y tabla 7).

Asi, se determiné como punto de corte la presencia de pérdida de
coordinacion muscular o cianosis seria signos clinicos que determinantes

para la eutanasia de los ratones cuando el reto infeccioso se llevara a cabo.

-73 -



pelaje erizado ojos cerrados
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horas posteriores a la infeccion

O sin tratamiento A 20DLg, ¥ 100DLs; @ 500DLsg

SIGNO CLINICO CONTROL 20DLs, 100DLs, 500DL,
Pérdida NEGATIVO NEGATIVO 11HRS (1/4) 7 HRS (3/4)
coordinacién
muscular
Temperatura ESTABLE DECREMENTO DECREMENTO DECREMENTO

DESDE 9HRS DESDE 6 HRS DESDE 6HRS
Pérdidapeso | = -——— | -

Cianosis NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

Figura 4. Determinacion de signos clinicos asociados a la infeccion por S.
typhi en ratones. Grupos de 4 ratones hembras BALB/c fueron infectados ip
con 20, 100 6 500 DLso de S. typhi utilizando como vehiculo mucina gastrica en
TE. Después de una hora y hasta la muerte del ratéon o la presencia de alguno de
los signos del nivel 3 se calificaron diferentes signos clinicos para determinar el
punto de corte y proceder a la eutanasia del raton.
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NIVEL 1

SIGNO CLINICO | CONTROL | 20DLso | 100DLso | 500DLso
PELAJE ERIZADO | 0/4 4/4 4/4 4/4

PESO 0/4 0/4 0/4 0/4

0JOS CERRADOS | 0/4 4/4 4/4 4/4

NIVEL 2

SIGNO CLINICO CONTROL | 20DLso | 100DLso | 500DLso
LETARGIA 0/4 4/4 4/4 4/4
CURVATURA COLUMNA | 0/4 4/4 4/4 4/4
VERTEBRAL

NIVEL 3

SIGNO CLINICO CONTROL | 20DLso | 100DLso | 500DLso
PERDIDA COORDINACION | 0/4 4/4 |3 /4 4/4
MUSCULAR

DISMUNICION DE 0/4 4/4 | 4/4 4/4
TEMPERATURA

PERDIDA DE PESO 0/4 0/4 |0/4 0/4
CIANOSIS 0/4 0/4 |0/4 0/4

Tabla 7. Signos clinicos asociados a la infeccion por Salmonella typhi en
ratones BALB/c. La presencia de cualquier signos clinico agrupado en el nivel 3
(pérdida de coordinacion muscular, disminucion de la temperatura, pérdida de
peso o cianosis) durante los 10 dias posteriores al reto con Salmonella typhi se
consider6é como punto final y se procedi6 a la eutanasia.
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El PapMV incrementa la inmunogenicidad y capacidad protectora de la

vacuna experimental contra fiebre tifoidea basada en la porina OmpC de S.

typhi.

El objetivo de los adyuvantes no se limita a incrementar los titulos de
anticuerpos sino también favorecer la capacidad protectora de los
antigenos con los que se administra. Para comprobar las propiedades
adyuvantes de PapMV con un antigeno derivado de un microorganismo,
éste se coadministro con la porina OmpC de S. typhi a ratones BALB/c, los
cuales posteriormente fueron retados con diferentes dosis de S. typhi
resuspendida en mucina. En comparacion con OmpC, el PapMV
incremento 30% su capacidad protectora contra el reto con 100 DLso y S00
DLso de S. typhi (Fig Sb). Un posible mecanismo del incremento en la
capacidad protectora de OmpC cuando se coadministré con PapMV es el
incremento en el titulo de anticuerpos anti-OmpC (IgG2a e 1gG2b). Resulta
interesante que el adyuvante incompleto de Freund (IFA) induce un efecto
diferente en la respuesta de anticuerpos anti-OmpC, ya que a diferencia de
PapMV, IFA favoreci6 la produccion de IgG1, IgG2b e IgG3, lo que sugiere
que el mecanismo involucrado en el efecto adyuvante observado por
PapMV no se lleva a cabo por la misma via (Fig 5a).

Estos resultados nos comprueban las propiedades adyuvantes de PapMV
en la activacion tanto de la respuesta inmune innata como adaptativa, que
se ven traducidas en el incremento de la capacidad protectora de una

vacuna experimental.
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Figura 5. El PapMV incrementa la capacidad protectora de la vacuna
experimental contra fiebre tifoidea basada en la porina OmpC. (a) Grupos de
S ratones hembras BALB/c fueron inmunizados por via ip con 10pg OmpC en
presencia o en ausencia de adyuvante (PapMV (30pg), IFA (1:1v/v). Un grupo
control fue tratado solamente con SSI. Al dia 15 se aplico un refuerzo solamente
con 10pg OmpC en todos los grupos experimentales. Al dia 21 se analiz6 el titulo
de anticuerpos anti-OmpC por el método de ELISA. (b) Grupos de 10 ratones
BALB/c fueron inmunizados con 10pg OmpC con o sin PapMV (30pg). Al dia 15
se aplico un refuerzo solamente con 10pg OmpC en todos los grupos. Al dia 21
los ratones fueron retados ip con 100 (simbolos negros) o 500 DLsp (simbolos
abiertos) de S. typhi resuspendida en mucina, la sobrevida de los ratones se
registré durante los 10 dias posteriores al reto.
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Seleccion y clonacién de péptidos con afinidad a las proteinas de membrana

externa C y F de Salmonella enterica serovar Typhi.

Recientemente, se han considerado a los virus vegetales como sistemas
acarreadores de subunidades de patdogenos de interés en vacunacion.
Estos sistemas tienen la propiedad de presentar al antigeno de interés en
un contexto altamente organizado y repetitivo, arreglo molecular que se
reconoce es favorable para la induccion de la respuesta de anticuerpos
(343), lo que sugeriria favoreceria la induccion de la respuesta inmune
protectora de larga duracion. A través de la técnica phage display se
seleccionaron heptapéptidos con afinidad a las porinas C y F de Salmonella
typhi (Fig 6a). Los péptidos que se seleccionaron con mayor frecuencia se
clonaron por PCR en el extremo C-terminal de la proteina de la capside (CP
6-215) de PapMV seguidos de un tag de 6 histidinas para facilitar la
purificacion (PapOmpC y PapOmpkF) (Fig 6b). La correcta insercion de los

heptapéptidos se verificé por secuenciacion.
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LIGANDO HEPTAPEPTIDO FRECUENCIA CONSTRUCCION
QmpC SerlLeuSerLeulle GInThr 1/8 PapOmpC1
OmpC GluAla Lys Gly Leu lle Arg 6/8 PapOmpC2
OmpC Thr Ala Thr Tyr Leu Leu Asp 118 PapOmpC3
Ompk Phe His Glu Asn Tip Pro Ser 35 PapOmpF1
OmpF Phe His Glu Phe Trp Pro Thy 25 PapOmpF2
b
ANS PapMy CP heptapeptido 6X His tag

FIGURA 6. Seleccion y clonacion de péptidos con afinidad a las porinas
OmpC y OmpF de Salmonella typhi en el extremo C-terminal de la proteina
de capside de PapMV (PapMV CP). Los péptidos con afinidad a OmpC y OmpF

fueron seleccionados por phage display

(a) y clonados en el extremo C-terminal

de la proteina de la capside de PapMV (ANS PapMV CP) seguidos de un tag de 6
histidinas para facilitar la purificaciéon de la proteina recombinante (b).
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La correcta insercion de los heptapéptidos se verificé por secuenciacion.
CONSTRUCCION: PapOmpCl

Secuencia en nucleétidos

deltaNSOmpcl1_T7promoteur_HO1_001.abl

NNNNNNNNNNNNNTANNNNNNTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGCATCCAC
ACCCAACaTAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCA
ACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTG
CTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGA
CAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTG
GCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACT
TCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTC
AGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCG
GCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCA
ATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGCCAG
CAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGTCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTT
CCACCCCCCGAATCTTTGTCGCTTATTCAGACGCACCATCACCATCACCATTAGTAAGGAT
CCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGANCAATAAC
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC
TATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTANTCGATAGTGGCTCC
AAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCG

Secuencia en aminoacidos

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKS
VSTLMVAAKVPAASVTTVALELV NFCYDNGSSAYTT
VTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIW
NLRTDKMAP ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVE
NPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA
QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPESLSLIQT
HH HHHH Stop Stop
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CONSTRUCCION: PapOmpC2
Secuencia en nucleoétidos

deltaNSOmpC21_T7promoteur_G10_068.abl

CNNNNNTNNNCNCAGAATNNNTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGCATCCAC
ACCCAACaTAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTGAGGTCGATCCA
ACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTG
CTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGA
CAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTG
GCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACT
TCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTC
AGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCG
GCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCA
ATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGGCAACAACTTTGCCAG
CAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTT
CCACCCCCCGAAGAGGCGAAGGGGTTGATTCGTCACCATCATCATCACCATTAGTAAGGAT
CCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAAC
TAGCGTAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC
TATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAGTGGCTCC
AAGTAGCGAAGCGAGC

Secuencia en aminoacidos

MASTPNIAFPAITQEQMSSIEVDPTSNLLPSQEQLKS
VSTLMVAAKVPAASVTTVALELV NFCYDNGSSAYTT
VTGPSSI PEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPI
IWNLRTDKMAPANWEASGYKP SAKFAAFDFFDGYV
ENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATN KQVHLFOQ
AAAQGNNFASNSA FITKGQISGSTPTIQFLPPPEEA
KGLIRHHHHHH
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CONSTRUCCION: PapOmpC3
Secuencia en nucleoétidos

deltaNSOmpC211_T7promoteur_B11_093.abl

NNNNNNNTTTCCCTCNANANAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGCATCC
ACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATC
CAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGGGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGC
TGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTAT
GACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCAC
TGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTA
CTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCC
TCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATC
CGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGC
CAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGCC
AGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCC
TTCCACCCCCCGAAACTGCGACTTATTTGCTTGATCACCATCACCATCACCATTAGTAAGG
ATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA
ACTAGCGTAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGA
ACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGA

Secuencia en aminoacidos

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQGQLKS
VSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSSAYTTV
TGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPII W
NLRTDKMAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPA
AMQPPSGLTRSPTQEERIANATN KQVHLFQAAAQD
NNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPETATYLLDHH
HHHH
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CONSTRUCCION: PapOmpF1
Secuencia en nucledtidos

deltaNSOmpF13_T7promoteur_G11_083.abl

NNNNNNNNNTTCCTCNAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGCATC
CACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGAT
CCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAG
CTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTA
TGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCA
CTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGT
ACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGC
CTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAAT
CCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTG
CCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGC
CAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTC
CTTCCACCCCCCGAATTTCATGAGAATTGGCCTTCGCACCATCACCATCACCATTAGTAAG
GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAAT
AACTAGCGTAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGG
AACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAGTGG

Secuencia en aminoacidos

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKS
VSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSSAYTTYV
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TGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWN
LRTDKMAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAA
MQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNN
FASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEFHENWPSHHH
HHH

CONSTRUCCION: PapOmpF2

Secuencia en nucledtidos

deltaNSOmpF21_T7promoteur_H11_081.abl

CNNNNNNNNNNNTCCNNNNNNGAANNATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGG
CATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGT
CGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGGGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATG
GTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCT
GCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGAT
ATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGC
CGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGGGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGG
AGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGA
GAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGG
ATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACT
TTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCA
ATTCCTTCCACCCCCCGAATTTCATGAGTTTTGGCCGACTCACCATCACCATCACCATTAG
TAAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAG
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CAATAACTAGCGTAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAG
GAGGAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCANGATCGCGTA

Secuencia en aminoacidos

MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQGQLKS
VSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSSAYTTV
TGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWN
LGTDKMAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAA
MQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNN
FASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEFHEFWPTHHH
HHH

Expresion y purificacion de particulas semejantes a virus de PapMV con

afinidad a las porinas C y F de Salmonella typhi.

Empleando como sistema de expresion E. coli BL21 (RIL) se obtuvieron
particulas semejantes a virus con afinidad a las porinas OmpC y OmpF
(PapOmpC y PapOmpF respectivamente). Los patrones electroforéticos de
las construcciones PapOmpC2 y PapOmpF3 observados durante el proceso
de purificacion muestran que las proteinas recombinantes tienen un peso
molecular de 29kDa aproximadamente (Fig 7a y Fig 8a). El autoensamblaje
de particulas semejantes a virus se confirm6 por microscopia electronica
(Fig 7b y Fig 8b).

Las contrucciones PapOmpC1l, PapOmpC3, PapOmpFl y PapOmpF
también fueron expresadas. Los patrones electroforéticos observados
durante la purificacion se muestran en la Fig 7c y Fig 8c. Se observo que
la cantidad de proteina obtenida y asi como la cantidad de VLPs
recuperados es similar en el caso de las construcciones PapOmpCl y
PapOmpC2, el rendimiento de la construccion PapOmpC3 es mayor, sin
embargo la eficiencia de ensamblaje de los VLPs nos es buena, por lo que

se identifico gran cantidad de discos (que oscilan entre 22 y 30
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subunidades de CP). En cuanto a la construccion PapOmpF2 no se
observo expresion de la proteina (Fig 8c).

Al igual que en el caso de PapOmpC2 y PapOmpF1 el autoensamblaje de
particulas semejantes a virus se verificO por microscopia electréonica (Fig
7d). En el caso de PapOmpC1l y PapOmpC3 los VLPs observados son de
menor tamano que PapOmpC2 y con una morfologia menos uniforme.

Por la morfologia observada en la microscopia electronica se seleccionaron
las construcciones PapOmpC2 y PapOmpFlpara realizar los ensayos de

inmunogenicidad.
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FIGURA 7. Expresion y purificacion de PapMV VLPs con afinidad a OmpC
(PapOmpC). (a) Perfil electroforético (SDS-PAGE) de la purificacion de PapOmpC.
Linea 1: marcadores de peso molecular, linea 2: lisado de E. coli BL21 expresando
PapOmpC antes de la induccion con IPTG, linea 3: fraccion después del lavado
con Triton X-100 durante el proceso de purificacion, linea 4: fraccion después del
lavado con zwittergent durante el proceso de purificacion, linea 5: VLPs
recuperados por ultracentrifugacion. (b)Microscopia electronica de PapOmpC
(x100 000). (c) Perfil electroforético (SDS-PAGE) de la purificacion de PapOmpCl1,
PapOmpC2 y PapOmpC3. Linea 1: fraccion después del lavado con Triton X-100
durante el proceso de purificacion, linea 2: fraccion después del lavado con
zwittergent durante el proceso de purificacion, Linea 27: fraccion eluida, Linea 3:
proteina recuperada en sobrenadante, linea 4: VLPs recuperados por
ultracentrifugacion. (d) Microscopia electronica de PapOmpC1 y PapOmpC3 (x100
000).

-87 -



kDa
175

1
83 |
62 ..
475 7

325 -
25 W

16.5

65

C PapOmpF1l PapOmpF2
a 1 2 3 4 1 2 o> 3 4
175
83 g
62,‘
475

a—
ol ——
257
-
165

FIGURA 8. Expresion y purificacion de PapMV VLPs con afinidad a OmpF
(PapOmpF). (a) Perfil electroforético (SDS-PAGE) de la purificacion de PapOmpF.
Linea 1: marcadores de peso molecular, linea 2: lisado de E. coli BL21
expresando PapOmpF antes de la induccion con IPTG, linea 3: fraccion después
del lavado con Triton X-100 durante el proceso de purificacion, linea 4: fraccion
después del lavado con zwittergent durante el proceso de purificaciéon, linea 5:
VLPs recuperados por ultracentrifugacion. (b) Microscopia electrénica de
PapOmpF (x100 000). (c) Perfil electroforético (SDS-PAGE) de la purificacion de
PapOmpC1, PapOmpC2 y PapOmpC3. Linea 1: fraccion después del lavado con
Tritén X-100 durante el proceso de purificacion, linea 2: fraccion después del
lavado con zwittergent durante el proceso de purificacion, Linea 2°: fraccién
eluida, Linea 3: proteina recuperada en sobrenadante, linea 4: VLPs recuperados
por ultracentrifugacion.
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PapOmpC y PapOmpF incrementan la inmunogenicidad de las porinas
OmpC y OmpF

Para evaluar la capacidad de los VLPs con afinidad a las porinas OmpC y
OmpF de incrementar la inmunogenicidad de las porinas, se inmunizaron
grupos de 10 ratones hembras de 6-8 semanas de edad administrando (dia
0) via intraperitoneal 10ug OmpC, 10ugOmpF, 10ugOmpC + 10ug
PapOmpC, 10ug OmpF + 10ug PapOmpF, 6 10ug PapOmpC, 10ug OmpkF,
solucion salina isotonica como controles. Todos los antigenos se
administraron en ausencia de adyuvante externo. Al dia 15 todos los
grupos experimentales recibieron 10ug OmpC o 10ug OmpF
respectivamente, en ausencia de adyuvante externo. Al dia 25 los ratones
fueron retados administrando por via intraperitoneal 100 y 500 dosis
letales medias (DLso) de Salmonella enterica serovar Thypi (ATCC 9993)
resuspendida en solucion Tris-EDTA pH 7.8 - 5% mucina gastrica porcina.
Se llevo a cabo el registro de sobrevida durante 10 dias posteriores al reto.
Se observo que el conjugado PapOmpC-OmpC es capaz de conferir 100 y
90% de proteccion ante el reto con 100 y 500 DLspo de Salmonella typhi
respectivamente, comparando con el 70 y 30% de proteccion que confieren
los trimeros de porina cuando se administran en ausencia de adyuvante
(Fig 9a). En contraste, el conjugado PapOmpF-OmpF es capaz de conferir
90 y 30% de proteccion contra el reto con 100 y 500 DLso de Salmonella
typhi respectivamente, comparando con el 60 y 20% de proteccion que
confieren los trimeros de OmpF cuando se administran en ausencia de
adyuvante (Fig 9b). Estos resultados nos indican que los complejos
moleculares PapOmpC-OmpC y PapOmpF-OmpF son capaces de favorecer
la inmunogenicidad de las porinas incrementando su capacidad
protectora, y ademas nos confirman que la porina OmpC es la proteina
que participa en mayor grado en la induccion de la respuesta inmune

protectora contra la infeccion por Salmonella typhi.
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FIGURA 9. PapOmpC y PapOmpF inducen efecto adyuvante en la capacidad
protectora de OmpC y OmpF respectivamente. Grupos de 10 ratones hembras
BALB/c de 8 semanas de edad fueron inmunizados (dia O) via intraperitoneal en
ausencia de adyuvante con 10ug OmpC, 10ug OmpC + 10ug PapOmpC, 10ug
OmpF, 10ug OmpF + 10ug PapOmpF, 10ug PapOmpC, 10ug PapOmpF, o solucion
salina isotonica (SSI), al dia 15 se administr6 10ug OmpC o 10ug OmpF en
ausencia de adyuvante. Al dia 21 se administraron por via intraperitoneal 100 6
500 DL50 de Salmonella typhi resuspendida en mucina gastrica. La capacidad
protectora de los diferentes antigenos se defini6 como el porcentaje de
supervivientes durante los 10 dias posteriores al reto.
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La conjugacién de la porina OmpC al VLP PapMV con afinidad induce un
efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos anti-OmpC de larga
duracion.

Observaciones previas en nuestro grupo, sugieren que los anticuerpos
anti-porinas son importantes en la respuesta inmune protectora contra
Salmonella typhi en el modelo de raton utilizado (338). La administracion
de la porina OmpC conjugada a PapOmpC resulta en un incremento en el
titulo de anticuerpos IgG1, IgG2a, 1gG2b e IgG anti-OmpC en la respuesta
primaria. Durante la respuesta secundaria, hacia el dia 23 (periodo
alrededor del cual se realiz6 el reto (Fig9a) el efecto adyuvante es
observable en el titulo de anticuerpos IgGl, IgG2a e IgG3 anti-OmpC
(Figl0A).

Una propiedad deseable cuando se administra una vacuna en cuya
formulacion se ha incluido un adyuvante, es que éste favorezca la
respuesta inmune de larga duracion. Se ha observado que la
administracion del conjugado OmpC-PapOmpC incrementa la respuesta de
anticuerpos anti-OmpC de larga duracion, manteniendo alto el titulo de
anticuerpos IgG2a e IgG32b anti-OmpC a 97 dias posteriores a la
inmunizacion (Figl0A).

Estas observaciones sugieren que este incremento en la respuesta
humoral anti-OmpC es uno de los mecanismos involucrados en el
incremento en la capacidad protectora de la porina OmpC cuando se
administra con PapOmpC y que ademas los anticuerpos anti-OmpC
generados en presencia del conjugado tienen propiedades diferentes a los
inducidos cuando la porina se administré6 en presencia de PapMV wt

(Fig5b).

-91 -



IgG1 1gG2a

161 16
144 141 refuerzo
124 refuerzo 121 = g g
101 1 . - 101
81 - 81 gi.
- °l9
o] 41 _0O 4-
o) o |
i 21 = 2
)
5o ONHERIEHR N ———H—— O HHCAANE AN ———H—
R 0 10 20 30 75 100 125 0 10 20 30 75 100 125
E X
& IgG2b 1gG3
v o
= 164 ref*erzo 161
e/ 144 O E » E 14 refuerzo B OmpC
3 L O PapOmpC+OmpC
= 121 O 121 l =] )
P 104 H [ 101 X PapOmpC
| u + ssi
81 g 81 .F B
61 61
44 44 i
21 2
O AHNENENE N — W OMENEHNEHENE N W
0 10 20 30 75 100 125 0 10 20 30 75 100 125
Dias posteriores a la inmunizacion
1gG1 1gG2a 1§G2b 1563
20000 60000 300004 1 600001 CI0mpC
50000 250001 500001 I PapOmpC+OmpC
15000 N 40000 200001 400001 g:;fompc

30000 n 150004
20000 100004
10000 5000

0 0 0
0 23 97 0 23 97 0 19 97 0 19 97

Titulo de anticuerpos
(1/dilacidn)

Dias posteriores a la inmunizacién

Figura 10A. La conjugacion de la porina OmpC al VLP PapMV con afinidad
induce un efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos anti-OmpC de
larga duracion. Grupos de 10 ratones hembras BALB/c de 8 semanas de edad
fueron inmunizados (dia O) via intraperitoneal en ausencia de adyuvante con
10ug OmpC, 10ug OmpC + 10pg PapOmpC o administrados con solucion salina
isotonica (SSI), al dia 15 se administraron 10ug OmpC en ausencia de adyuvante.
En los tiempos senalados en las graficas, se obtuvieron muestras de sangre para
determinar el titulo de anticuerpos anti-OmpC en suero por la técnica de ELISA.
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La conjugacién de la porina OmpF a los VLP PapMV con afinidad induce un

efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos OmpF de larga duracién.

Los anticuerpos anti-OmpC no son los unicos involucrados en la
capacidad protectora contra S. typhi, también los anticuerpos anti-OmpF
participan, aunque menor magnitud en la respuesta bactericida (79). La
conjugacion de OmpF con PapOmpF incrementa de manera importante la
capacidad protectora de OmpF ante el reto con S. typhi en nuestro modelo

experimental (Tabla 8).

DLso | OmpF OmpF OmpF PapMV | PapOmpF | SSI
PapMV wt | PapOmpF
100 60 50 90
500 20 10 30
20 0 0 0

Tabla 8. Comparacion de la capacidad protectora de la porina OmpC cuando se
coadministra con PapMV wt o conjugada a PapOmpC contra el reto con S. typhi en el
modelo de raton.

Cuando se evaluo6 el efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos
contra OmpF conjugada a PapOmpF, observamos que el conjugado
favorece la produccion de anticuerpos IgG2a, IgG2a e IgG3 anti-OmpF en
la respuesta primaria. Hacia el dia 23 (periodo alrededor del cual se realizo
el reto (Fig9b) se detecto un incremento en el titulo de anticuerpos de las
subclases [1gG2a e IgG3. En lo que respecta a la respuesta de anticuerpos
de larga duracion se observdé un efecto adyuvante tanto la respuesta de
IgG2a como de IgG3 aunque a titulos mucho menores que los observados
en el dia 23 (FiglOB). Con estos datos, confirmamos que el hecho de
presentar a un antigeno que a pesar de ser inmunogénico pero que no es
capaz de inducir de manera eficiente la respuesta inmune protectora,
como la porina OmpF, en un arreglo molecular complejo conjugado al VLP
PapMV favorece la activacion de los mecanismos involucrados en el

establecimiento de la respuesta inmune protectora.
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Figura 10B. La conjugacion de la porina OmpF a los VLP PapMV con
afinidad induce un efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos OmpF
de larga duracion. Grupos de 10 ratones hembras BALB/c de 8 semanas de
edad fueron inmunizados (dia 0) via intraperitoneal en ausencia de adyuvante
con 10ug OmpF, 10ug OmpF + 10ug PapOmpF, 10ug PapOmpC, 10ug PapOmpF o
administrados con solucion salina isotonica (SSI), al dia 15 se administraron
10ug OmpF en ausencia de adyuvante. En los tiempos sefialados en las graficas,
se obtuvieron muestras de sangre para determinar el titulo de anticuerpos anti-
OmpF en suero por la técnica de ELISA.
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La inmunizacion con el complejo PapOmpC-OmpC favorece la respuesta

inmune protectora de larga duracion.

El establecimiento del estado inmune es la consecuencia mas importante
de la respuesta inmune de memoria. La induccion de inmunidad de larga
duracion es el objetivo de las diferentes estrategias de vacunacion. En
nuestro modelo, observamos que a pesar de que la conjugacion tanto de la
porina OmpC como de la porina OmpF a los VLP PapMV resulta en una
ganancia de inmuogenicidad traducida en un incremento de la capacidad
protectora de ambos antigenos, la porina OmpC continta siendo la
proteina mas importante en el establecimiento de la respuesta inmune
protectora contra la infeccion por S. typhi en nuestro modelo infeccioso.
Para evaluar si nuestro sistema era capaz de inducir inmunidad de larga
duracion, grupos de 5 ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad
fueron inmunizados (dia 0) por via intraperitoneal con 10ug OmpC, 10ug
PapOmC + 10ug OmpC, 6 10ug PapOmpC o solucion salina isotonica como
controles. Al dia 15 los grupos experimentales recibieron un refuerzo por la
misma via con 10ug OmpC y fueron retados intraperitonealmente al dia
140 con 100DLso de Salmonella typhi resuspendida en solucion Tris-EDTA
pH7.8 — 5% mucina gastrica porcina. El indice de sobrevida se registro
durante los 10 dias posteriores al reto. Se observo que la inmunizacion con
el complejo PapOmpC-OmpC es capaz de conferir 60% de proteccion
comparado con 20% de proteccion conferida por los trimeros de OmpC
cuando se administran en ausencia de adyuvante (Fig 11). Estos datos
sugieren que los antigenos presentes en un arreglo altamente organizado y
repetitivo son capaces de inducir un mayor efecto protector que cuando se

encuentran formando pequenos complejos moleculares.
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FIGURA 11. La inmunizacion con PapOmpC y OmpC favorece la proteccion
de larga duracion contra el reto con Salmonella typhi. Grupos de S ratones
hembras BALB/c de 8 semanas de edad fueron inmunizados (dia 0O) via
intraperitoneal (i.p) en ausencia de adyuvante con 10ug OmpC, 10ug OmpC +
10ug PapOmpC, 10ug PapOmpC o solucion salina isoténica (SSI), al dia 15 se
administré i.p 10ug OmpC en ausencia de adyuvante. Al dia 140 se
administraron por via intraperitoneal 100 DL50 de Salmonella typhi
resuspendida en mucina gastrica. La capacidad protectora de los diferentes
antigenos se defini6 como el porcentaje de supervivientes durante los 10 dias
posteriores al reto.
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12. DISCUSION

Se considera que la funciéon principal del sistema inmune es el
reconocimiento de los patéogenos y montar una respuesta que permita su
control y erradicacion.

Historicamente, se le ha dado a la inmunidad adaptativa un papel crucial
en el control de los patogenos debido a la especificidad de respuesta,
debido a esto, diversos grupos se han enfocado al estudio de las
caracteristicas de las moléculas que son reconocidas por los receptores de
la inmunidad adaptativa, asi como al entendimiento de las reglas que rigen
estas interacciones ligando-receptor (137,138,141,156,166,173,344,345).
La eficiente activacion de la respuesta inmune adaptativa esta supeditada
a las senales coordinadas proporcionadas por el sistema inmune innato,
las cuales estan mediadas tanto por factores solubles como por
interacciones célula-célula (208).

En lo que respecta a la deteccion del universo molecular microbiano por
las células del sistema inmune innato, recientemente se han identificado
diversos receptores encargados de este reconocimiento, todos ellos
agrupados como receptores de reconocimiento de patron (PRR) (193), los
cuales pueden reconocer moléculas de diferente naturaleza quimica de
manera especifica.

El gran avance que ha tenido el conocimiento de la regulacion de la
activacion de la inmunidad innata en los ultimos anos debido a la
caracterizacion de los diferentes miembros de la familia de los PRR
(receptores tipo Toll -TLR-, receptores tipo Nod —-NLR-, receptores tipo RIG-
I -RLR-, receptores tipo lectina C —-CLR-) ha puesto de manifiesto la
importancia de las células del sistema inmune innato, principalmente las
células dendriticas, en la activacion de la respuesta inmune adaptativa.
Ademas de la erradicacion de los patogenos otra consecuencia relevante de
la activacion del sistema inmune es el establecimiento del estado inmune

durante el resto de la vida del individuo. A pesar de que se han estudiado
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algunas de las caracteristicas de los antigenos que son capaces de inducir
la activacion del sistema inmune, es decir las propiedades que les
confieren inmunogenicidad, poco se sabe acerca de las caracteristicas que
tienen aquellos inmunogénos que inducen la respuesta inmune protectora.
La caracterizacion y el estudio de antigenos capaces de inducir la
respuesta immune de larga duracion asi como su reconocimiento por parte
del sistema immune son cruciales para la comprension de los mecanismos
que llevan a la induccion del estado inmune de larga duracion.

Se ha observado que el arreglo organizado y repetitivo de la estructura
cuaternaria de la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV)
favorece la activacion de los linfocitos B en ausencia de cooperacion de los
linfocitos T, comportandose como un antigeno TI-2, ademas se ha
observado que esta disposicion tridimensional de los antigenos puede ser
considerado por los linfocitos B como un marcador de lo propio y de lo no
propio (141,176). Por otra parte, la MBP reconoce de manera selectiva
patrones de carbohidratos presentes en bacterias, levaduras, parasitos,
micobacterias y algunos virus (205) y no se ha observado union a
glicoproteinas endogenas.

Estos datos muestran que la organizacion y repetitividad de las moléculas
son factores importantes para su reconocimiento y la posterior activacion
de la respuesta inmune, y debido a que este arreglo molecular se
encuentra representado principalmente en los microorganismos (virus,
bacterias, hongos y parasitos) éste podria ser determinante en la
discriminacion de lo propio y lo extrano por parte del sistema inmune.
Nuestro modelo, el PapMV representa un sistema con un arreglo altamente
organizado y repetitivo capaz de inducir la respuesta de anticuerpos de
memoria de larga duracion y se ha observado que la capacidad
inmunogénica de la proteina de capside de PapMV es dependiente de su
polimerizacion (327).

Los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que el PapMV se

comporta como un antigeno TI-2 y que es capaz de inducir la respuesta
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celular (Figl), debido a que no es un activador policlonal de los linfocitos B
como es el caso del LPS e induce la activacion especifica de los linfocitos B
y T.

El reconocimiento de patrones moleculares es importante no so6lo para la
activacion de los linfocitos B debido a un mejor entrecruzamiento del BCR
sino que también es importante para el reconocimiento por las células del
sistema immune innato, como el caso de la lectina que une a manosa
como se menciono anteriormente (346), esto también se ha observado en el
reconocimiento de antigenos poliméricos por parte de TLR4 (209) asi como
el reconocimiento de flagelina por TLRS (195).

En la busqueda del mecanismo a través del cual el PapMV induce la
respuesta de anticuerpos de larga duracion, encontramos que la excelente
capacidad inmunogénica del PapMV podria deberse al reconocimiento de
PapMV como PAMP debido a su capacidad de inducir la expresion de
moléculas co-estimuladoras en las APC profesionales, asi como la
induccion de un ambiente pro-inflamatorio caracterizado por las citocinas
TNF-a, IL-6 e IFN-a. (Fig 2).

A través de transferencias pasivas de DC estimuladas in vitro, se ha puesto
de manifiesto la participacion de esta poblacion del sistema inmune innato
en la induccion de la respuesta de anticuerpos (347). Con nuestro sistema,
se ha observado que al igual que las DC, los macrofagos también son
capaces de inducir la respuesta de anticuerpos, este mecanismo podria ser
el involucrado en la traduccion de la respuesta inmune innata observada
en la respuesta de anticuerpos de larga duracion. A su vez estos
resultados sugirieron que el PapMV podria tener capacidad adyuvante
intrinseca ya que es un PAPM capaz de activar eficientemente tanto la
respuesta inmune innata como la respuesta inmune humoral

Los adyuvantes son componentes importantes de las vacunas,
particularmente aquellos que contienen componentes bacterianos.

Recientemente, se ha propuesto el reconocimiento a través de los
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receptores de la inmunidad innata como un posible mecanismo de accion
de los agentes adyuvantes (342).

Con los resultados de la figura 3 pudimos comprobar el efecto adyuvante
ejercido por el PapMV en la respuesta de anticuerpos anti-OVA y anti-HEL.
Ademas de promover la produccion de anticuerpos, la coadministracion de
PapMV con antigenos de interés en vacunacion incrementa la capacidad
protectora de éstos (Figd). Estos datos corroboran que el PapMV es
reconocido como PAMP y que al igual que otros PAMP tiene capacidad
adyuvante, esta capacidad adyuvante traduce la respuesta innata
inducida por el PapMV en una respuesta de anticuerpos de memoria de
larga duracion.

En los ultimos anos se ha propuesto a los VLP derivados de virus vegetales
como sistemas acarreadores de subunidades de interés en vacunacion
(329) y asi generar vacunas que induzcan el estado immune larga
duracion. En un intento de incrementar ain mas la capacidad protectora
de la vacuna experimental basada en porinas de S. typhi, se generaron VLP
con afinidad a las porinas OmpC y OmpF (Fig6, Fig7, Fig8), componentes
principales de esta vacuna experimental.

Las observaciones experimentales demuestran que la conjugacion de las
porinas OmpC y OmpF a la superficie de PapMV incrementa aiin mas su
capacidad protectora (Fig9) y que este arreglo molecular les permite
inducir la respuesta immune protectora de larga duracion (FiglOA,
FiglOB, Figl1).

Los resultados obtenidos nos permiten proponer que los antigenos
altamente organizados y repetitivos al ser reconocidos como PAMP y por
otro lado como antigenos (Pamptigen) son altamente inmunogénicos y
tienen la propiedad de inducir la respuesta de anticuerpos de larga
duracion. Estas caracteristicas, les permite favorecer la activacion de los
mecanismos involucrados en el establecimiento de la respuesta immune
protectora de larga duracion debido a que activan eficientemente tanto a la

respuesta immune innata como a la adaptativa (Figl2). Estos hallazgos
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son de suma utilidad para el desarrollo de adjuvantes para el
mejoramiento de las vacunas a base de subunidades que confieran
inmunidad de larga duracion, esto es sumamente merelevante, ya que a
pesar de que desde hace mucho tiempo se conoce la utilidad del uso de
componentes microbianos como adyuvantes por un lado, y por otro que la
expresion de antigenos en VLPs incrementa su inmunogenicidad, sin
embargo no se habia conceptualizado que la expresion molecular
organizada y repetitiva podria tener propiedades adyuvantes intrinsecas
activando de manera eficiente la respuesta inmune innata y traduciendo
esta respuesta en memoria inmunologica protectora de larga duracion.

El sistema de expresion de subunidades de patéogenos de interés en
vacunacion basado en VLP PapMV representa el primer sistema de
expresion de proteinas heterdlogas completas en este tipo de plataformas y
ha demostrado ser un sistema eficiente capaz de inducir la respuesta
inmune protectora de larga duracion ademas de ser inocuo, estable y

producido a bajo costo.

Modelo de activacion del sistema inmune mediada por Pamptigens

Con los datos obtenidos en el presente trabajo, en conjunto con datos
experimentales de otros grupos de investigacion, nos han permitido
proponer un modelo de activacion por los que en este trabajo
denominamos Pamptigens, el cual se detalla a continuacion.

Los antigenos con un arreglo altamente organizado y repetitivo son
reconocidos como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP),
propiedad que también se ha observado con subunidades de patogenos las
cuales tienen estructura cuaternaria. Estas caracteristicas les permiten
entrecruzar eficientemente el BCR favoreciendo la activacion de los
linfocitos B y la produccion de anticuerpos. Por otro lado, este tipo de
antigenos también pueden activar a las células del sistema immune innato

a través de PRR, lo que puede favorecer aun mas la activacion de los
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linfocitos B debido a que estas células ademas del BCR también expresan
PRR en su superficie, generando asi un sistema de doble senal, esto tiene
como consecuencia la induccion de un ambiente 6ptimo de citocinas y
coestimulacion para la activacion de la respuesta celular y probablemente
contribuye a dirigir la denominada tercera senal necesaria para respuesta
humoral. En consecuencia se propone denominar a este tipo de moléculas
“Pamptigens”, debido a que son reconocidos tanto como antigenos y como
PAMP.

A través de este mecanismo los Pamptigens inducirian la respuesta
immune protectora de larga duracion optima en el desarrollo de vacunas.
En contraste los antigenos que solamente pueden ser reconocidos a través
del BCR pero que no son ligandos de PRR (por ejemplo OVA, HEL,
haptenos) no pueden activar al sistema inmune innato lo que se ve
reflejado en su capacidad de inducir una respuesta de anticuerpos de
corta duracion. Sin embargo, a través de su polimerizacion (en el caso de
los haptenos conjugados un acarreador) o bien a su coadministracion con
adyuvantes o ligandos de PRR, este tipo de antigenos incrementan su
inmunogenicidad lo que impacta en la duracion en el mantenimiento de
altos titulos de anticuerpos en suero.

Los Pamptigens pueden ser empleados como acarreadores de subunidades
de patogenos de interés en vacunacion, lo que permitiria incrementar la
capacidad protectora de dichas subunidades debido a sus propiedades

adyuvantes intrinsecas.
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Figura 12. Modelo de la activacion del sistema immune por Pamptigens y su
papel en la induccion de la respuesta immune protectora mediada por
anticuerpos.
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13. CONCLUSIONES

El arreglo molecular altamente organizado y repetitivo de los antigenos es
reconocido por las células del sistema inmune como patron molecular

asociado a patogeno (PAMP) y como antigeno (Pamptigen).

Los inmunégenos con propiedades de Pamptigen tienen la capacidad de
activar los mecanismos que dirigen el mantenimiento de la respuesta de

anticuerpos de larga duracion.

Debido a su dualidad antigeno-PAMP, los Pamptigen tienen propiedades

adyuvantes intrinsecas.

Los acarreadores de subunidades de patégenos con un arreglo altamente
organizado y repetitivo basado en el VLP PapMV, induce la respuesta

protectora de larga duracion.

El sistema de expresion de subunidades de patéogenos de interés en
vacunacion basado en VLP PapMV representa el primer sistema de
expresion de proteinas heterdlogas completas en este tipo de plataformas y
ha demostrado ser un sistema eficiente capaz de inducir la respuesta
inmune protectora de larga duracion ademas de ser inocuo, estable y

producido a bajo costo.
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Summary

Identifying the properties of a molecule involved in the efficient activation
of the innate and adaptive immune responses that lead to long-lasting
immunity is crucial for vaccine and adjuvant development. Here we show
that the papaya mosaic virus (PapMV) is recognized by the immune sys-
tem as a pathogen-associated molecular pattern (PAMP) and as an anti-
gen in mice (Pamptigen). A single immunization of PapMV without
added adjuvant efficiently induced both cellular and specific long-lasting
antibody responses. PapMV also efficiently activated innate immune
responses, as shown by the induction of lipid raft aggregation, secretion
of pro-inflammatory cytokines, up-regulation of co-stimulatory molecules
on dendritic cells and macrophages, and long-lasting adjuvant effects
upon the specific antibody responses to model antigens. PapMV mixed
with Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) outer membrane protein
C increased its protective capacity against challenge with S. typhi, reveal-
ing the intrinsic adjuvant properties of PapMV in the induction of immu-
nity. Antigen-presenting cells loaded with PapMV efficiently induced
antibody responses in vivo, which may link the innate and adaptive
responses observed. PapMV recognition as a Pamptigen might be trans-
lated into long-lasting antibody responses and protection observed. These
properties could be used in the development of new vaccine platforms.

Keywords: adjuvants; antigens; memory; papaya mosaic virus; vaccination

Abbreviations: APC, antigen-presenting cell; BCR, B-cell receptor; BMDC, bone marrow-derived dendritic cells; BMDM, bone marrow-
derived macrophages; CFA, complete Freund’s adjuvant; CFSE, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester; CP, coat protein;
CTB, cholera toxin B subunit; DC, dendritic cell; DMEM, Dubecco’s modified Eagle’s minimal essential medium; DTH, delayed-type
hypersensitivity; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FBS, fetal bovine serum; FCS, fetal calf serum; FITC, fluorescein
isothiocyanate; HEL, hen egg- white lysozyme; i.p., intraperitoneal; IFA, incomplete Freund’s adjuvant; IL, interleukin; LDs, 50% lethal
dose; LPS, lipopolysaccharide; MHC class II, major histocompatibility complex class II; OmpC, outer membrane protein C; OVA,
ovalbumin; PAMP, pathogen-associated molecular pattern; Pamptigen, pathogen-associated molecular pattern and antigen; PapMV,
papaya mosaic virus; PBS, phosphate-buffered saline; PE, phycoerythrin; PerCP, peridinin chlorophyll protein; PRR, pattern recognition
receptor; s.c., subcutaneous; SD, standard deviation; TCR, T-cell receptor; TLR, Toll-like receptor; TNF-o, tumour necrosis factor-o.
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Introduction

The onset of the immune response against a given patho-
gen depends on the recognition of microbial components
by non-clonal (innate) and clonal (adaptive) receptors
expressed on the appropriate cells. Innate receptors
known as pattern-recognition receptors (PRR) allow the
recognition of microbial products known as pathogen-
associated molecular patterns (PAMP).! In contrast, the
adaptive immune response is characterized by clonally
expressed B-cell receptor (BCR) or T-cell receptor (TCR)
recognition of molecules, which define the antigenicity of
these molecules.” The outcome of the immune response
activated through these receptors is that protection or
immunity (which may last for many years or a lifetime)
is generated against the infecting pathogen™ and this
phenomenon is the basis of vaccination. However, the
immunological mechanisms mediating the induction of
long-term immunity remain obscure.

High, long-lasting protective antibody titres are
induced mainly after pathogenic infection, or by vaccina-
tion with an attenuated pathogen or with purified anti-
gens mixed with adjuvants.>® Two key factors achieve
this response. First, antigen immunogenicity depends on
the antigen molecular nature and structure.” Thus, viruses
that infect mammals exhibit a quasicrystalline, highly
organized surface with a regular array of epitopes that
efficiently cross-link epitope-specific membrane immuno-
globulins on B cells, inducing a T-cell-independent anti-
body response.” Second, the presence of adjuvants
increases the magnitude and duration of the immune
response by activating the innate immune system.® The
adjuvant effect of most molecules depends on activation
of the innate immune response through PRR.” This opens
the possibility that pattern recognition through the innate
immune system could be responsible for shaping the
long-lasting protective response induced by pathogens or
vaccines.

Plant viruses are effective tools for antigen expression.'’
Unlike conventional live attenuated or recombinant vac-
cines, plant viruses are considered non-pathogenic for
mammals'® and fulfil the immunogenic properties
described for mammal-infecting viruses. Thus, they repre-
sent an excellent non-infectious model for using to study
immunogenicity and adjuvanticity. Our experimental
model is the papaya mosaic virus (PapMV), a potexvirus
that infects Carica papaya (papaya) leaves.''* The Pap-
MYV virion is a flexible rod, 500 nm long and 15 nm in
diameter, composed of 1400 subunits of the viral coat
protein (CP) assembled around the genomic positive
single-stranded RNA."’ In this study, we show that a
single immunization with PapMV in the absence of added
adjuvant efficiently induced both cellular and specific
long-lasting antibody responses. In addition, PapMV
efficiently activated innate immune responses and, when

used as an adjuvant for model antigens or for an experi-
mental vaccine, promoted a long-lasting specific antibody
response and increased the protective capacity of the
experimental vaccine. We propose that this strong
immunogenicity shown by PapMV is the consequence of
its recognition both as a PAMP and as an antigen [patho-
gen-associated molecular pattern and antigen (Pampti-
gen)] by the immune system, thus translating the innate
immune recognition into long-lasting antibody responses
and protection. These properties could be used in the
development of new vaccine platforms to support the
induction of long-lasting immunity.

Materials and methods

Bacterial strains

The wild-type S. typhi strain was obtained from the
American Type Culture Collection 9993 (ATCC, Mana-
ssas, VA). Isogenic Salmonella mutant strain STYF302
(AompF, Kanamycin resistance (KmR)),
OmpC, has been described previously.'*'

expressing

Antigens

PapMV was purified as described previously.'® Lipopoly-
saccharide (LPS)-free ovalbumin (OVA) grade VI was
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Hen egg-white
lysozyme (HEL) was from Research Organics Inc. (Cleve-
land, OH, USA). LPS was from Escherichia coli O111:B4
(Sigma-Aldrich). Outer membrane protein C (OmpC)
was purified from S. typhi STYC302 (AompF, KmR), as
described previously."

Mice

BALB/c (Harlan, Mexico City, Mexico) and C3H/HeJ"
mice, 6-8 weeks of age, were housed in the animal facilities
of the Experimental Medicine Department, Faculty of
Medicine, UNAM, and were cared for in conformity with
good laboratory practice guidelines. These studies were
reviewed and approved by the IMSS National Scientific
Research Committee (project no. 2005-785-016).

Immunizations

Groups of mice were immunized intraperitoneally (i.p.)
on day 0 with 30 pug of PapMV diluted in sterile isotonic
saline solution (saline) to a total volume of 0-5 ml. To
study the effects of adjuvant, groups of mice were immu-
nized i.p. on day 0 with 2 mg of OVA or HEL alone, or
with 30 pug of PapMV and 2 mg of OVA or HEL in com-
plete Freund’s adjuvant (CFA) 1:1 (v/v) or with 5 ug of
LPS from E. coli O111:B4 (Sigma-Aldrich). To study the
adjuvant effect of PapMV in the anti-OmpC response,
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mice were immunized i.p. on day 0 with 10 pg of OmpC
alone or with 30 pug of PapMV and 10 pug of OmpC in
incomplete Freund’s adjuvant (IFA) 1:1 (v/v). On day 15,
mice received 10 pg of OmpC i.p. without adjuvant.
Control mice were injected with saline or with 30 pg of
PapMV only. Blood samples were collected at various
time-points, as indicated in each figure. Individual serum
samples were stored at —20° until analysis. The number
of mice used in the experiment is indicated in the figure
legends.

Determination of antibody titres by enzyme-linked
immunosorbent assay

High-binding 96-well polystyrene plates (Corning, New
York, NY, USA) were coated with 1 pg/ml of PapMV,
10 pg/ml of OmpC, 100 pg/ml of HEL or 150 pg/ml of
OVA in 0-1 M carbonate-bicarbonate buffer (pH 9-5).
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was per-
formed as described previously.'”” Antibody titres are
given as —log, dilution X 40 or as the inverse of serum
dilution. A positive titre was defined as three standard
deviations (3 SD) above the mean value of the negative
control.

Delayed-type hypersensitivity test

BALB/c mice were immunized subcutaneously (s.c.) in
the footpad with 30 pg of wild-type PapMV, 30 pg of
ultraviolet light-inactivated PapMV, buffer (Tris—HCI, pH
6-8) or sterile pyrogen-free saline solution. Seven days
after immunization, mice were challenged by s.c. injection
of 3 pug of PapMV into the right ear. Ear thickness was
measured before the challenge and 24 hr after injection
using a digital micrometer (Mituyoto, Tokyo, Japan).

Generation of bone marrow-derived macrophages

Bone marrow-derived macrophages (BMDM) were
obtained from the femurs of BALB/c mice (6-8 weeks of
age) and cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s minimal
essential medium (DMEM) with bone marrow medium
[30% L cell-conditioned medium, 20% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) and 50% DMEM)], as described
previously.'®

Generation of bone marrow-derived dendritic cells

Bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) were gener-
ated by 6 days of culture of BALB/c bone marrow cells
with granulocyte—macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF)-containing supernatant from the cell line
X63-GM-CSF (kindly provided by Dr Antonius Rolink,
University of Basel, Basel, Switzerland). Dendritic cells
(DC) were further purified using Optiprep density-gradi-

ent centrifugation (Sigma-Aldrich Co., Basel, Switzer-
land). CD11c* B220™ cells were more than 95% pure
when analysed by flow cytometry.

Peritoneal macrophage purification

Thioglycolate-elicited macrophages were collected from
the peritoneal cavity of BALB/c mice, cultured at
1 x 10°cells per well in DMEM (containing 10% FCS,
L-glutamine 2 mM, penicillin 100 U/ml, streptomycin
100 pg/ml) overnight at 37°. Non-adherent cells were
removed by washing with cold phosphate-buffered saline
(PBS).

Lipid raft aggregation

Ten-thousand BMDM were cultured on sterile circular
slides and stimulated for 30 min with 1 pg/ml of
PapMV in 100 pl of DMEM. After the stimulus was
removed, the slides were washed twice with PBS con-
taining 2% FBS and once with PBS alone. The cells were
fixed using 3% p-formaldehyde and incubated at 4° for
20 min. Cells were washed as described above. Cholera
toxin B subunit (CTB) coupled to fluorescein isothiocya-
nate (FITC) (CTB-FITC, 1:500; Sigma-Aldrich) was
added and the slides were incubated in the dark at
room temperature. Non-specific binding sites were
blocked with goat serum (1:100 dilution) for 1 hr at
room temperature. After incubation, the slides were
washed three times with PBS and then rat anti-PapMV
(1:100 dilution) was added. The slides were incubated
overnight at 4°. As an isotype control, mouse anti-
PapMV (1:100) was used. The slides were washed three
times with PBS and incubated for 1 hr at room temper-
ature with tetramethylrhodamine isothiocyanate-tagged
anti-rat IgG (1:200). The slides were washed three times
with PBS, mounted and assessed using a confocal micro-
scope (Zeiss Axiovert 100 M microscope with LSMswo
expert mode software; Carl Zeiss, Aalen, Germany).

BMDM, peritoneal macrophage and BMDC stimulation,
and determination of cytokine production

One-million BMDM, peritoneal macrophages or BMDC
were stimulated with 1 pg/ml of PapMV or with 100 ng/ml
of LPS from E. coli O111:B4 (Sigma-Aldrich). Unstim-
ulated cells were used as a control. At the time-points
indicated in the graphs, the culture supernatant was har-
vested and stored at —70° until analysis. Tumour necrosis
factor-oo (TNF-a) and interleukin (IL)-6 were quantified
by ELISA (all OptEIA sets; BD Pharmingen, San Diego,
CA, USA), following the manufacturer’s instructions. The
concentration of final reaction product was determined at
450 nm in an ELISA plate reader (Dynex Technologies
MRII, Chantilly, VA) with BoLiNnx 2.22 software (Dynex
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Technologies). The detection limit was 15-6 pg/ml for
both cytokines. Mouse interferon-o (IFN-o) concentra-
tion in cell culture supernatants was measured using
ELISA (PBL Biomedical Laboratories, NJ, USA) according
to the manufacturer’s instructions.

In vivo DC, macrophage and B-lymphocyte activation
assay

BALB/c mice (7 weeks of age) were immunized i.p. with
30 ug of PapMV and 50 pg of Poly I:C suspended
respectively in 500 pl of saline. Saline (500 pl) was used
as a control, and 24 hr after immunization lymph nodes
and spleens were obtained. Cell suspensions were pre-
pared from these organs, and flow cytometry staining
was performed using phycoerythrin (PE)-CDllc, allo-
phycocyanin—-CD11b, B220-peridinin chlorophyll protein
(PerCP), FITC-CD80, FITC-CD86, FITC-CD40, FITC-
CD69 and FITC-major histocompatibility complex class
II (MHC class II) antibodies (all purchased from BD
Pharmingen).

Transference of BMDM

BMDM were pulsed with 30 pg/ml of PapMV in 5 ml of
DMEM containing 10% FBS and incubated for 3 hr at
37°. The supernatant was removed, the cells were washed
four times with PBS, and, before harvesting, the last cell
wash was collected. Totals of 10%, 10° and 10° harvested
cells were immediately transferred i.v. into BALB/c mice
in a final volume of 300 ul. Culture supernatant, the last
cell wash supernatant, 10° unstimulated BMDM and
30 pg of PapMV were suspended in a final volume of
300 Wl and transferred i.v. into the control mice. The
numbers of mice used are indicated in the figure legends.

Protection assay

BALB/c mice were immunized i.p. on day 0 with 10 pg of
OmpC or 10 pg of OmpC that had been incubated previ-
ously for 1 hr with 30 pg of PapMV at 4°. A boost on
day 15 was performed using 10 pg of OmpC only. Con-
trol mice were injected with saline or 30 pg PapMV
alone. The challenge was performed on day 21 with 100
and 500 lethal dose 50% (LDs,) of 5% mucin-suspended
S. typhi, and the survival rate was registered for 10 days
after the challenge, as described previously.'”” The num-
bers of mice used are indicated in the figure legends.

B-cell activation and proliferation

One-million splenic B cells per well were incubated
with PapMV (1 pg/ml) and harvested after 18 hr to
assess the activation markers, and were harvested again
after 80 hr to assess cell differentiation into plasma

cells. LPS (10 pg/ml) from E. coli O111:B4 (Sigma-
Aldrich) was used as a positive control. Flow cytometry
staining was performed with CD44-FITC, MHC class
II-PE, CD86-FITC, CD22-PE, CD138-PE and B220-all-
ophycocyanin antibodies (BD Pharmingen). One-million
cells were incubated for 15 min with a mixture of fluo-
rescein-, PE- and allophycocyanin-conjugated antibodies.
Cell proliferation was tested using fifty-million splenic
cells suspended in 1 ml of PBS containing 1 pl of
a 1l mM solution of 5(6)-carboxyfluorescein diacetate
N-succinimidyl ester (CFSE) (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). Cells were stimulated as described above.
Data were acquired using a FACSCalibur (Becton Dick-
inson, San Jose, CA, USA) and analysed using CELLQUEST
software (Becton Dickinson).

Results

PapMYV induces a long-lasting antibody immune
response

B-cell activation is facilitated by antigenic organization
and molecular repetitiveness (more than 20 subunits), as
shown in a paracrystalline array.** PapMV virions contain
about 1400 copies of a single CP arranged in a helical
form.”?! We immunized BALB/c mice ip. with 30 pg of
PapMV and measured PapMV-specific antibody titres for
1 year. During the primary antibody response on day 8,
we observed a 1024-fold increase in IgM titre and a 256-
fold increase in IgG titre (Fig. la). In the absence of
boosting, the IgM response decreased to the basal level on
day 20 and remained there until day 365. In contrast, the
IgG titre reached its maximum, a 1024-fold increase,
around day 21 and remained at this level until the end of
the experiment 1 year later. PapMV induced production
of the four subclasses of IgG. The antibody titres of the
IgG subclasses were observed first between days 4 and 12
and all reached their maximum values around day 20,
where they remained until day 365 (Fig. la). Similar
results were obtained when 50 pig of PapMV was used for
immunization (data not shown). In addition, i.v. and s.c.
immunization with PapMV induced similar antibody
kinetics (data not shown). This antibody response was
observed for 1 year after a single immunization without
adjuvants.

PapMV did not induce naive B-lymphocyte prolifera-
tion in vitro (Fig. 2b); however, it induced minor up-
regulation of activation markers such as CD44, CD86,
CD22 and MHC class II (Fig. 2a). Additionally, PapMV
induced in vivo up-regulation of CD69 and CD40 on B
cells (Fig. 3). PapMV did not induce B-cell differentia-
tion into plasma cells in vitro (Fig. 2c). The experiments
were repeated by adding IL-4 to the PapMV stimulus or
by using 30 or 50 pg/ml of PapMV (data not shown),
confirming that PapMV did not activate B cells from
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Figure 1. Papaya mosaic virus (PapMV) induces T-cell and long-lasting antibody immune responses. (a) Titres of anti-PapMV IgM and IgG,
and of IgG subclasses IgGl, IgG2a, IgG2b and IgG3, were measured in female BALB/c mice immunized intraperitoneally (i.p.) with 30 pg of
PapMV or with saline. Blood samples were collected at the time-points depicted. Results are expressed as the mean + standard deviation (SD) of

five mice per group. Data correspond to one representative result from five independent experiments. (b) T-cell responses were assessed by the
delayed-type hypersensitivity (DTH) test. Groups of five female BALB/c mice were immunized subcutaneously (s.c.) in the footpad with 30 pg of
wild-type PapMV or with 30 pg of ultraviolet light (UV) light-inactivated PapMV. Buffer (Tris—HCl, pH 6-8) alone or saline was used as a con-
trol. On day 7, the mice were challenged with 3 g of PapMV administered s.c. in the ear. Ear thickness was measured using a micrometer before
and 24 hr after injection. Means were analysed by the Student’s #-test. Significant differences are indicated by asterisks: **P < 0-001. One repre-

sentative result from two independent experiments is shown.

naive mice and did not prepare B cells for activation by
IL-4. We conclude that PapMV is not a thymus-inde-
pendent type 1 antigen. However, it induces some up-
regulation of activation marker expression levels in B
cells.

To determine whether the antibody response observed
was influenced by the presence of undetected traces of
LPS or polysaccharides,”** which could have contami-
nated the PapMV preparation during purification, C3H/
HeJ mice [an LPS hyporesponsive Toll-like receptor 4
(TLR-4) mutant strain] were immunized with 30 pg of
PapMV. IgM and IgG titre kinetics were similar to those
observed in BALB/c mice (data not shown). Thus, unde-
tected contamination with TLR-4 ligands that could be
present in the PapMV did not contribute to the antibody
response observed. These results show that the PapMV is
a strong immunogenic particle able to induce a sustained

and specific long-lasting antibody response comprising all
IgG subclasses.

PapMV-induced T-cell responses

The presence of all IgG subclasses revealed that T cells
must help in the response induced by PapMV. A delayed-
type hypersensitivity (DTH) test was performed to test
the capacity of PapMV to induce systemic T-cell
responses. Groups of five BALB/c mice were immunized
s.c. with 30 ug of intact or UV-inactivated PapMV.
UV-inactivated PapMV was used to control the influence
of virus viability in the response observed, even though
the plant virus replication machinery is not compatible
with mammalian systems and plant viruses are non-
pathogenic in mammals.® PapMV and UV-inactivated
PapMV induced a strong DTH response compared with
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Figure 2. Papaya mosaic virus (PapMV) did not induce in vitro naive B-lymphocyte proliferation; however, it induced a small shift in the

expression of activation markers on these cells. Flow cytometric analysis of B cells was performed after stimulation with PapMV. (a) Induction of

B-cell activation markers. (b) B-cell proliferation. Naive B cells were pulsed after 18 hr with 100 pg/ml of lipopolysaccharide (LPS) (grey solid
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induced by PapMYV, cells were stimulated with the virus for 80 hr and stained for B220 and CD138. One representative result from three experi-

ments is shown. CFSE, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester.

the control (Fig. 1b). Thus, PapMV induced a strong
T-cell response in addition to the sustained long-lasting
antibody response. Taken together, these results show that
PapMV is a highly immunogenic antigen for both the
humoral and cellular immune responses.

PapMV induces the aggregation of lipid rafts
on BMDM

During the molecular recognition process on antigen-
presenting cells (APC), a cluster of surface molecules
present in lipid raft aggregates, allowing the induction of a
signalling cascade to induce cell activation.** To determine
whether PapMV induces lipid raft aggregation, murine
BMDM were stimulated with 1 pg/ml of PapMV for
30 min. The cells were then stained with cholera toxin
subunit B coupled with FITC to target the lipid raft-
resident glycolipid, GM1. PapMV stimulated the BMDM,
which showed an increased aggregation of lipid rafts.
Moreover, on these cells, PapMV co-localized with these
aggregated lipid rafts (Fig. 4a panel ii). By contrast, lipid
raft aggregation was not observed in unstimulated cells
(Fig. 4a panel 1). Aggregation was manifested as the accu-
mulation of lipid rafts in localized regions of the stimulated
cells, whereas FITC staining in unstimulated cells was
homogenous around the cell periphery. These results
suggest that PapMYV is recognized at the surface of BMDM.

PapMV induces pro-inflammatory cytokine secretion
in APC

To determine whether the lipid raft aggregation induced
by PapMV is associated with cell activation, we measured
cytokine secretion after PapMV stimulation. BMDM were
stimulated with 0-01, 0-1 (data not shown) or 1 pug/ml of
PapMV, and the secretion of TNF-o0 and IL-6 was mea-
sured in the culture supernatants. As a control, 100 ng/ml
of E. coli UHO111 LPS was used. Only stimulation with
1 pg/ml of PapMV induced IL-6 secretion in BMDM
12 hr after the initial stimulation. The maximum amount
of IL-6 was detected at 50 hr, after which time IL-6 con-
the supernatants
(Fig. 4c). TNF-a secretion was detected in culture super-
natants 4 hr after stimulation with 1 pg/ml of PapMV,
and an increased amount of TNF-o was present in cell
supernatants during the 24 hr of the experiment (Fig. 4c).
Thus, in addition to lipid raft aggregation, PapMV
induces the secretion of pro-inflammatory cytokines in
BMDM. As DC are an important link between innate and
adaptive immune responses, we evaluated the production
of IL-6 and TNF-a by BMDC pulsed with PapMV. Both
cytokines were observed in BMDC culture supernatants
18 and 24 hr after PapMV stimulation (Fig. 4d). Because
type I IFN is suggested to contribute to the generation of
a virus-specific adaptive immune response, we measured

centrations in culture decreased
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Figure 3. Papaya mosaic virus (PapMV) induces co-stimulatory molecule up-regulation in dendritic cells (DC), macrophages and B cells in vivo.
BALB/c mice were immunized intraperitoneally (i.p.) with 30 pg of saline-diluted PapMV (grey line) or with 50 pg of Poly I:C (black line), and
control mice were injected with saline (filled histogram). Twenty-four hours after immunization, lymph nodes and spleen cells were collected
and stained. Flow cytometry was performed to analyse cell populations defined as: CD11c* CD11b~ (DCs), CD11c” CD11b" (macrophages) and
CD11c™ B220" (B cells). A representative result of two experiments is shown. FITC, fluorescein isothiocyanate; MHC II, major histocompatibility

complex class IL.

IEN-a production by macrophages and DC after PapMV
stimulation. Peritoneal macrophages and BMDC were
pulsed with PapMV, and, after 24 hr of stimulation, IFN-o
was measured in the cell supernatants. Peritoneal macro-
phages did not produce IFN-o after PapMV stimulation
(Fig. 4c), whereas PapMV-stimulated BMDC produced
this cytokine more efficiently than did BMDC stimulated
with LPS (Fig. 4d).

BMDM bearing PapMV participate in the induction
of the specific antibody response

APC can directly deliver antigen to B cells for the induc-
tion of the antibody response.”>*® To address the contri-
bution of APC in the induction of the antibody responses
against PapMV, BMDM were cultured with 30 pg/ml of
PapMV for 3 hr. After incubation, cells were injected i.v.
into BALB/c mice at one of three doses (10% 10° or 10°
cells). As the control for the free virus, the cell culture

supernatant from the PapMV-stimulated cells and the last
wash supernatant of these cells were independently
injected i.v. in mice. As a positive control, mice were
injected i.v. with 30 pg of PapMV, and 10° non-pulsed
BMDM were transferred as a control (Fig. 4b). Neither
10* nor 10° PapMV-pulsed cells induced a specific IgG
titre. By contrast, transfer of 10° PapMV-stimulated cells
induced a specific antibody titre on day 12 after transfer.
The titre increased 16-fold around day 20 and remained
at this level until the last day tested (day 30; Fig. 4b).
Neither the last cell wash supernatant nor the 10° unstim-
ulated BMDM induced a PapMV-specific antibody titre,
showing that transferred cells did not contain free virus
and that the antibody response induced was specific.
Moreover, both the culture supernatant from PapMV-
stimulated BMDM, and PapMYV injected i.v. induced spe-
cific antibody titres (Fig. 4b).

These results show that BMDM were able to provide
PapMV to B cells efficiently, inducing a specific antibody

© 2007 The Authors Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, /mmunology 7
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supernatant and 30 pg of PapMV were injected i.v. as controls. The PapMV-specific IgG titres in mice sera were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) at the time-points depicted in the graph. Results are expressed as the mean + standard deviation (SD) of six mice
per group. Data correspond to one representative result from three independent experiments. (c,d) Production of inflammatory cytokines in
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immune response. This mechanism could also be involved
in translating the innate immune response induced by
PapMV into a specific long-lasting antibody response.

PapMYV induces the up-regulation of activation
markers on DC, macrophages and B cells in vivo

If PapMV is indeed recognized by the immune system as
a PAMDP, it should drive the maturation of immature DC
or activate APC, as do other PRR agonists. To character-
ize the capacity of PapMV to stimulate APC in vivo, we
isolated lymph nodes and spleens of mice immunized
with PapMV and analysed the up-regulation of co-stimu-
latory and activation molecules (CD80, CD86, CDA40,
CD69 and MHC class II). Mice were immunized i.p. with

30 pug of PapMV, 50 pg of Poly I.C (both in saline) or
saline alone (control). Twenty-four hours after immuniza-
tion, lymph nodes and spleen cells were harvested. As
shown in Fig. 3, PapMV induced the up-regulation of
CD80 and CD69 in lymph node (LN) DC
(CD11c" CD11b7) and CD40 and CD69 in spleen DC.
For macrophages (CD11c” CD11b"), up-regulation of
CD80 and CD69 was observed in LN, whereas CD40
and CD69 up-regulation was observed in the spleen.
CD69 was up-regulated in LN B lymphocytes (CD11c™
B220"), and CD40 and CD69 were up-regulated in sple-
nic B cells. The TLR-3 agonist, Poly I:C, induced the up-
regulation of the markers tested, although the profile
observed was markedly different from that induced by
PapMV (Fig. 3).

8 © 2007 The Authors Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, Immunology
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Figure 5. Papaya mosaic virus (PapMV) strengthens the antibody response to model antigens. (a) Groups of three female BALB/c mice were

immunized with 2 mg of ovalbumin (OVA) or hen egg-white lysozyme (HEL), either alone or with the following adjuvants: 30 pg of PapMYV,

complete Freund’s adjuvant (CFA) (1:1, v/v) or 5 pg of lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli O111:B4. Control mice were injected with

saline only (isotonic saline solution (ISS)). Serum was obtained from the immunized mice at the time-points depicted. A representative result

from two experiments is shown. (b) The PapMV adjuvant effect is characterized by the induction of higher OVA-specific IgG2a and IgG2b titres.
Analysis of IgG subclasses present on day 20 in serum from mice immunized with OVA, PapMV-OVA, LPS-OVA and CFA-OVA.

PapMV strengthens the antibody response
to model antigens

Adjuvants are substances capable of augmenting the anti-
body response or the cellular immune response against
poor immunogenic antigens.”” Adjuvant effects are medi-
ated by the activation of DC and macrophages through
PRR such as TLR.>® As mentioned above, PapMV
induced the activation and maturation of APC, suggesting
that it has intrinsic adjuvant properties. To determine
whether PapMV is an adjuvant that can promote a long-
lasting antibody response to other antigens, BALB/c mice
were immunized i.p. on day 0 with 2 mg of OVA or
HEL, either alone or together with the following adju-
vants: PapMV, CFA or LPS. The IgG titre specific for
OVA or HEL was measured by ELISA at the time-points
indicated (Fig. 5a). The adjuvant effect of PapMV was
observed on the total IgG response to OVA and HEL in
immunized animals. An adjuvant effect induced by Pap-
MV was observed for HEL on day 30 after immunization,
when the antibody titre increased eightfold compared
with the antibody titre induced by HEL alone. This differ-
ence in antibody titre was maintained until day 120, but
not to day 400 (Fig. 5a). Although LPS induced an adju-
vant effect only in the first 30 days after immunization,
CFA showed the strongest adjuvant effect from day 8 to
the end of the experiment on day 400 after immunization
(Fig. 5a). For immunization with OVA, the adjuvant
effect on total IgGtitres was observed only until day 120
after the first immunization, after which the antibody
titre decreased with time, but was still fourfold higher
than for OVA on day 400 (Fig. 5a). Further analysis was
performed on day 20 to identify which IgG subclasses

© 2007 The Authors Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, /mmunology

were induced by OVA and by OVA co-immunized with
adjuvants (where PapMV did not show an adjuvant effect
on the total IgG response). PapMV, LPS and CFA
induced OVA-specific IgG2a and IgG2b titres, whereas
OVA alone induced only IgGl-specific antibody titres
(Fig. 5a). No adjuvant effect for IgG1 was observed when
OVA was co-administered with any of the adjuvants used.
Thus, PapMV, LPS and CFA induce an adjuvant effect on
the IgG subclass responses to OVA. Moreover, PapMV
exhibits adjuvant properties that induce a long-lasting
increase in specific antibody titres to model antigens.
Taken together, these data suggest that PapMV has intrin-
sic adjuvant properties that may have mediated the trans-
lation of the innate response into an antigen-specific
long-lasting antibody response.*”

Co-administration of PapMV and S. typhi OmpC
porin increases the OmpC protective capacity against
S. typhi challenge

An adjuvant is also used to promote the antigen protec-
tive capacity.”” To test whether the adjuvant properties of
PapMV could increase the protection of a vaccine, we co-
administered PapMV with an experimental vaccine to
typhoid fever, composed of S. typhi OmpC porin, devel-
oped in our laboratory.'>** Compared to mice immu-
nized with the OmpC porin, mice immunized with
OmpC mixed with PapMV showed a survival rate 30%
higher after challenge with 100 and 500 LDs, of S. typhi
(Fig. 6b). No protection was observed in mice immunized
only with PapMV on days 0 and 15 and challenged on
day 21 (Fig. 6b) or in mice immunized with PapMV and
challenged 24 hr later (data not shown). These data reject
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Figure 6. Papaya mosaic virus (PapMV) promotes the increase of antibody titres and potentiates the protection induced by an experimental vac-
cine. (a) Groups of five female BALB/c mice were immunized intraperitoneally (i.p.) on day 0 with 10 pg of outer membrane protein C (OmpC)
alone or together with 30 pg of PapMV or Freund’s incomplete adjuvant (IFA) (1:1, v/v). On day 15, all mice were boosted with 10 pg of OmpC
only. Control mice were injected with saline only (isotonic saline solution (ISS)). Antibody titres were measured by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) on day 21 after the first immunization. (b) PapMV increased the protective capacity of OmpC porin. Groups of 10 female
BALB/c mice were immunized i.p. with 10 pg of OmpC either alone or with 30 pg of PapMV. The booster was given on day 15 using Omp C
alone. Control mice were injected with saline (ISS) or PapMV. The challenge of experimental groups was performed on day 21 with a 100 (filled
symbols) or a 500 (open symbols) 50% lethal dose (LDsq) of Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi), and the survival rate was recorded for

10 days after the challenge. Control groups were challenged with 20 LDs, of S. typhi. A representative result of three experiments is shown.

the idea that the protection observed is the result of
enhanced inflammation induced by PapMV. To test if
increased protection correlates with an increase in the
antibody titre specific for OmpC, we measured the
PapMV adjuvant effect on the OmpC-specific antibody
titres. PapMV co-immunization with OmpC induced an
increase in the anti-OmpC IgGl, IgG2a, 1gG2b and IgG3
titres (Fig. 6a).These results further corroborate that the
adjuvant properties of PapMV potentiate both innate and
adaptive immune responses elicited by OmpC to achieve
protection against S. typhi challenge.

Discussion

The characterization and study of molecules able to
induce long-lasting immune responses, and the mecha-
nisms involved in their recognition, are important for
understanding the generation of long-term immunity.'>°
We found, in this study, that PapMV is a strong immuno-

genic antigen able to induce a long-lasting antibody

response with a single dose and without added adjuvants
(Fig. 1a). We also observed that PapMV induces a T-cell
response (Fig. 1b). Because PapMV is not pathogenic in
mammals,'® the mammalian immune system has had
no evolutionary selective pressure to generate immunity
against PapMV. Therefore, the highly immunogenic activ-
ity of this virus suggests that the molecular patterns rec-
ognized by PRR on cells from the innate immune system
and by B and T cells — rather than pathogenicity of the
virus — might be the driving force in the recognition of
PapMV. The relationship between the distribution of epi-
topes within a molecule and the capacity to activate B
lymphocytes independently of T cells has been described
previously,” suggesting that highly repetitive and orga-
nized antigens promote the establishment of a long-
lasting B-cell response. Similarly to many vertebrate
pathogenic viruses, PapMV repetitive-pattern epitopes
may cross-link specific immunoglobulins efficiently on
B-cell surfaces. The specificity of PapMV recognition by B
cells is supported by the observation that PapMV is not a

10 © 2007 The Authors Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, Immunology
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type 1 thymus-independent antigen (Fig. 2). However, the
small up-regulation of B-cell activation markers observed
both in vitro and in vivo suggest that PapMV could also
be recognized by non-BCR receptors on B cells. The con-
tribution of non-BCR receptors, such as TLRs, expressed
on B cells, to the humoral immune response is a topic of
debate.’>”* TLR stimulation has been proposed as a third
signal required for the activation of human naive B cells’*
or as a signal to maintain B-cell memory compartments.>
Thus, PapMV could stimulate B cells to favour processes
such as antigen presentation, co-stimulation or as survival
signal for some B cells.

Recognition of repetitive, organized molecular patterns
is also important to activate the innate immune response.
This has been studied for mannose-binding lectin,®® for a
polymeric bacterial protein that signals through TLR-4
and for highly ordered flagellin, a TLR-5 agonist, for
which immunogenicity is dependent on its level of poly-
merization.”®Accordingly, PapMV particles efficiently acti-
vated innate immune system cells, as shown in Figs 3 and
4. Although we did not identify the PRR involved in the
innate immune activation, this response indicated that
PapMV is recognized by the immune system similarly to
PAMP. Because PAMP are important components of
many adjuvants, we tested the adjuvant properties of
PapMV. PapMV promoted long-lasting antibody responses
to HEL and to OVA (Fig. 5a) and has been found to
potentiate the protective capacity of an experimental vac-
cine'”* (Fig. 6). Previously, we have reported a lack of
adjuvanticity of the monomeric form of PapMV CP, indi-
cating the critical function of multimerization in the
induction of an antibody response to the expressed anti-
gen.” These data confirm that PapMV activates immune
responses similarly to PAMP.

Antigen presentation by APCs to T cells has shown the
importance of the innate immune system to activate the
adaptive immune system. APCs loaded with PapMV effi-
ciently induced antibody responses (Fig. 4b), as previ-
ously observed for a mammalian infecting virus.”> These
data, and the effects elicited by PapMV on APCs (Figs 3
and 4), suggest that PapMV-stimulated APCs provide the
antigen and the cytokine environment needed to promote
an efficient T-cell-dependent antibody response, and this
might be the mechanism involved in translating intrinsic
adjuvant signals delivered by PapMV into the long-lasting
antibody response observed. We propose that PapMV is
sensed by the immune system both as PAMP and as anti-
gen (Pamptigen), simultaneously activating innate and
adaptive immune responses, which would favour the
induction of a memory compartment. Pamptigens could
also bind both BCRs and PRRs, such as TLRs, on specific
B cells, leading to the differentiation of antibody-secreting
cells or to the generation of memory B cells. A Pamptigen
could reduce the antigen threshold required to activate
the immune response. Therefore, small amounts of the

persistent antigen could maintain a high antibody titre.
Most non-infectious antigens, such as OVA or HEL, or
PAMP (such as LPS), do not induce long-lasting antibody
titres on their own. Our results suggest that the innate
immune response makes an important contribution to
the development or to the maintenance of long-lasting
antibody responses.

The strong immunogenicity and intrinsic adjuvant
properties of PapMV translate into a specific long-lasting
antibody response to both PapMV and to model co-
immunized antigens. As PapMV can be produced using
inexpensive procedures and is stable at room temperature,
it offers biotechnology useful advantages to develop new
adjuvant or vaccine platforms® to induce long-lasting
immunity.
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Abstract

Plant-virus-based vaccines have emerged as a promising avenue in vaccine development. This report describes the engineering of an
innovative vaccine platform using the papaya mosaic virus (PapMV) capsid protein (CP) as a carrier protein and a C-terminal fused hepatitis C
virus (HCV) E2 epitope as the immunogenic target. Two antigen organizations of the PapMV-based vaccines were tested: a virus-like-particle
(VLP; PapMVCP-E2) and a monomeric form (PapMVCP,;_,15-E2). While the two forms of the vaccine were both shown to be actively
internalized in vitro in bone-marrow-derived antigen presenting cells (APCs), immunogenicity was demonstrated to be strongly dependent on
antigen organization. Indeed, C3H/HelJ mice injected twice with the multimeric VLP vaccine showed a long-lasting humoral response (more than
120 days) against both the CP and the fused HCV E2 epitope. The antibody profile (production of IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3) suggests a Th1/Th2
response. Immunogenicity of the PapMV vaccine platform was not observed when the monomer PapMVCP-E2 was injected. These results
demonstrate for the first time the potential of the PapMV vaccine platform and the critical function of multimerization in its immunogenicity.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Vaccination; Virus-like particles (VLPs); Chimeric plant virus; Epitope carrier

Introduction

In general, vaccines against viral diseases are based on
attenuated or chemically inactivated live viruses (Ada, 2001). In
the case of vaccine development against new emerging
infectious diseases such as human immunodeficiency virus
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(HIV), the application of this traditional approach raises
obvious safety issues due to possible reversion, recombination
or mutation. Therefore, the development of novel vaccine
platforms is urgently needed and is considered a priority for
global health improvement over the next 5-10 years, most
notably in developing countries (Daar et al., 2002).

Among the numerous new approaches to vaccine develop-
ment, virus-like particles (VLPs), made of viral nucleocapsids,
have emerged as a promising strategy. VLPs are composed of
viral structural proteins that retain the ability to self-assemble
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without requiring the presence of the viral genome: they have
been shown to be highly immunogenic and avoid the above-
mentioned safety issues (Noad and Roy, 2003). The ability of
VLPs to stimulate an adaptative immune response relies on
several properties: the average diameter of VLPs (<0.05 pm),
which is optimal for uptake of the VLPs by dendritic cells (Fifis
et al., 2004); efficient activation of the antigen presenting cells
(APCs) (Lenz et al., 2003); induction of CD8+ activation by a
cross-priming mechanism (Ruedl et al., 2002); potent stimula-
tion of a B-cell mediated response by direct cross-linking of the
BCR on B cells. This latter property was first demonstrated in
studies using organic polymers decorated with haptens, which
proved that 20—25 haptens spaced by 5—10 nm were enough for
T-cell-independent B-cell activation (Dintzis et al., 1976),
(Mond et al., 1995). These results were subsequently illustrated
using various viral models, for example by comparing the
immunogenicity of a multimeric antigen versus the immuno-

genicity of its less organized or soluble counterparts (Bachmann
et al., 1995; Baschong et al., 2003; Dintzis et al., 1976;
Justewicz et al., 1995; Loor, 1967; Milich and McLachlan,
1986) or by showing the ability of VLPs exhibiting a self-
epitope to break tolerance (Bachmann et al., 1993; Chackerian
et al., 2001; Jegerlehner et al., 2002). Thus, the displayed array
of antigens in a repetitive structure on viral, or VLP, surfaces
was proposed to be important for the B-cell mediated response.
It was suggested that the high immunogenicity of hepatitis B
virus (HBV) VLPs comes from its ability to synergize both T-
cell-independent activation of B cells by direct cross-linking of
BCR and T-cell-dependent activation of B cells (Milich and
McLachlan, 1986).

To date, two VLP vaccines, HBV and human papillomavirus
(HPV), have been shown to function efficiently in humans
(Fagan et al., 1987; Harper et al., 2004). VLPs derived from
other viral pathogens, such as HIV-1 and hepatitis C virus
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Fig. 1. Purification and characterization of recombinant proteins. (A) PapMVCP, the multimeric PapMVCP-E2 and the monomeric PapMVCP,; ,,5-E2 forms were
fused to a 6xHis tag (6H) located at the C-terminus of the protein. The hepatitis C virus (HCV) peptide (E25;;_s30) derived from envelope protein E2 is fused between
the PapMVCP and the 6H tag in PapMVCP-E2 and PapMVCP,;_,5-E2. (B) Purification of recombinant proteins by affinity chromatography using the 6H tag and a
nickel column. The purity of the recombinant proteins was confirmed by SDS—PAGE (left), and the presence of the E2 epitope was confirmed by western blot using an
anti-PIII-E2 antibody (right). (C) Electron microscopy of PapMVCP virus-like particles (VLPs), (D) PapMVCP-E2 VLPs and (E) PapMVCP,;_,;5-E2. Scale bars

200 nm.
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(HCV), have also been generated, but their efficacy remains to
be proven in humans (Noad and Roy, 2003). Alternatively, the
use of VLPs from plant viruses as epitope presentation
systems has triggered much interest. Indeed, plant viruses
combine three characteristics essential to triggering a humoral
response and memory: (1) they are comprised mainly of
proteins that are highly immunogenic, (2) they are phylogen-
etically distant from the mammalian immune system, and (3)
they possess a complex and repetitive organization. Cowpea
mosaic virus (CPMV), tobacco mosaic virus (TMV), alfalfa
mosaic virus (AIMV) and potato virus X (PVX) have been
successfully produced in plants as vaccine platforms present-
ing peptides of interest (Canizares et al., 2005), and some
vaccines have been proven to be protective in various diseases
models (reviewed in Streatfield and Howard, 2003). Further-
more, the expression of Johnson grass mosaic virus coat
protein (CP) in E. coli (Saini and Vrati, 2003) led to the
formation of VLPs that were used as a recombinant
vaccination platform conferring protection after challenge
against Japanese encephalitis virus. Following the observation
that expression of the papaya mosaic virus (PapMV) CP in
E. coli also led to the self-assembly of VLPs composed of
several hundred CP subunits organized in a repetitive manner
(Tremblay et al., 2006), the potential of PapMV as a
recombinant peptidic vaccine platform was tested. An epitope
from the HCV E2 glycoprotein was fused to the PapMV CP,
resulting in the production of a new recombinant VLP
platform (PapMVCP-E2). The fused HCV peptide (511—
530) belongs to a larger region (411-613) of the E2
glycoprotein containing three main antibody (Ab) determi-
nants that can prevent the binding of HCV to its CDS81
receptor on human cells (Lechner et al., 1998). Furthermore,
the critical function of multimerization in triggering a humoral
response, already demonstrated in mammalian virus models,
was evaluated for the first time using a plant virus model, by
comparing the immunogenicity of a recombinant plant VLP
and its monomeric counterpart. A monomeric mutant was
generated by deletion of the 26 first amino acids of the CP
(PapMVCP,7_5;5); this protein (referred to as PapMVCP,7_55-
E2 in this report) was used to express the same epitope as the
multimeric protein and its performance as a vaccine platform
was compared in vivo with the PapMV VLP-based vaccine
platform. Importantly, this monomeric form of PapMV CP,
which is unable to self-assemble in E. coli, has previously been
reported as having the same secondary structure as native CP
(Lecours et al., 2005).

In this report, we show that the recombinant multimeric
PapMV vaccine platform is able to trigger a strong and long-
lasting immune response against a C-terminal fused epitope.
The antibody response profile directed against the epitope
suggests a balanced Th1/Th2 response. Notably, the same
platform lost its immunogenic properties when injected as a
monomeric protein, validating the finding that a repetitive
organization is one of the key properties of molecules triggering
an immune response in the mammalian immune system. This is
the first demonstration of the critical function of a multimeric
structure for a plant-virus-based platform.

Results

Production of recombinant multimeric and monomeric forms of
PapMV CP

Expression of PapMVCP in E. coli generates VLPs that are
similar in appearance to the wild-type virus purified from the
leaves of infected papaya plants (Tremblay et al., 2006). To
examine the ability of PapMVCP fused to an epitope from the
HCV E2 glycoprotein to assemble into VLPs, recombinant
PapMVCP, PapMVCP-E2 and the monomeric form
PapMVCP,;_515-E2 (Fig. 1A) were expressed in E. coli and
purified using an easy procedure (see Materials and methods).
SDS—PAGE analysis revealed that there were no significant
differences in the yield of the various recombinant proteins (Fig.
1B, left panel), and immunoblotting directed against the E2
epitope indicated that no trimming of the peptide had occurred
(Fig 1B, right panel). Note that the apparent molecular weights
of PapMVCP-derived proteins on SDS—PAGE are slightly
higher than expected (Fig. 1B, left panel; observed 30—33 kDa
vs predicted 23-26 kDa), as previously noted (Lecours et al.,
2005; Tremblay et al., 2006). As expected, an immunoblot
using antibody directed to the E2 peptide confirmed that both
the monomeric (PapMVCP;;_5,5-E2) and the multimeric form
(PapMVCP-E2) harbor the E2 fusion (Fig. 1B, right panel).
Endotoxin levels were always below 0.005 EU/ug of protein.
Electron microscopy (EM) confirmed that addition of the E2
peptide at the C-terminus of PapMVCP did not affect the ability
of the protein to self-assemble into VLPs (Fig. 1D), although the
particles were notably shorter than VLPs formed by recombinant
PapMVCP (Fig. 1C). Confirming previous results (Lecours
et al., 2005), the monomeric form PapMVCP,;_,5-E2 was
unable to form VLPs (Fig. 1E). PapMVCP-E2 VLPs were
variable in length, with a size range of 20180 nm. A length
of 201 nm would represent 560 copies of the CP presenting
the E2 peptide in a repetitive fashion. The secondary structures
of the purified proteins were determined using circular
dichroism spectrophotometry and were shown to be very
similar to those previously reported (data not shown) (Lecours
et al., 2005).
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Fig. 2. Comparison of the pro-inflammatory response of PapMVCP and
lipopolysaccharides (LPS). Dorsal air pouches were raised in 10- to 12-week-old
CD1 mice. One milliliter of endotoxin-free PBS alone; PBS containing 0.05, 1
or 1000 EU/ml LPS; or recombinant PapMVCP (10 pg/ml) were injected into
the air pouches. Migrating leukocytes in pouch exudates were harvested and
counted 6 h after treatment. Data represent the mean+SEM of 5 mice in each
case. These results are representative of two identical and independent
experiments. *Significant (P<0.05) differences between cell recruitment levels
as determined by Dunn’s multiple comparison test.
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Recombinant PapMV VLPs are weak inflammatory molecules

Some commonly used adjuvants, such as alum, have been
described as mediating an inflammatory episode at the site of
injection (Brewer, 2006). This characteristic can be very useful
for the induction of a strong immune response. To test the pro-
inflammatory properties of PapMVCP VLPs, we used the
murine air pouch model. Injection of 10 pg of PapMVCP VLPs
failed to induce the recruitment of leukocytes into the pouch of
CD1 mice 6 h after treatment. In contrast, injection of
lipopolysaccharides (LPS) at doses of 1000 and 1 EU was
very effective in inducing the recruitment of leukocytes (Fig. 2).

This result suggests that PapMVCP VLPs are not pro-
inflammatory after 6 h and that the very low level of LPS in
our proteins samples (<0.005 EU/ug) would not exert any
notable immunogenic effects in subsequent experiments.

Comparative internalization of PapMVCP-E2 and
PapMVCP;;_5;5-E2 in bone-marrow-derived dendritic cells

The uptake of VLPs by APCs was previously shown to be
important for the induction of the immune response (Lenz et al.,
2003; Gamvrellis et al., 2004). Therefore, we tested the capacity
of the monomeric (PapMVCP,;_,5-E2) and the multimeric
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Fig. 3. Comparative internalization of PapMVCP-E2 and PapMVCP5;_,,s-E2 in antigen presentation cells (APCs) derived from bone marrow cells. 1 x 10° APCs were
incubated for 2 h at 37 °C with 25 ug of PapMVCP-E2 or PapMVCP,; ,;5-E2. Cells were fixed and processed for immunofluorescence as described in Materials and
methods. The recombinant proteins were detected with a mouse anti-rabbit antibody conjugated to alexa 488 (green), which in turn detected the primary PapMVCP
rabbit polyclonal antibodies. (A, B) Internalization of PapMVCP-E2 VLPs (A) and PapMVCP,; 5;5-E2 (B) in APCs as measured by flow cytometry. (C)
Internalization of the monomeric (PapMVCP,; ,;5-E2) or multimeric (PapMVCP-E2) PapMV vaccine platform in APCs analyzed by laser scanning confocal
microscopy. Two representative images of each treatment are shown. Slides were scanned sequentially with a 488-nm laser line. Optical slices from the middle of the
scanned cells are shown. An overlay of the phase contrast and the green channel is presented. The images are representative of two identical and independent
experiments. The control (Untreated) is unstimulated cells labeled with PapMVCP rabbit polyclonal antibodies and the secondary alexa 488 anti-rabbit antibody.
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(PapMVCP-E2) forms to be internalized in bone-marrow-
derived APCs enriched in bone-marrow-derived dendritic cells
(BMDDC). Equivalent amounts (25 pg) of PapMVCP-E2 and
PapMVCP,,_,;5-E2 were incubated with 1 x 10° cells for 2 h at
37 °C. Flow cytometry analysis showed that APCs become
efficiently immunolabeled (>90%) by both the multimeric (Fig.
3A) and the monomeric forms (Fig. 3B). To visualize the
interaction between the recombinant proteins and the APCs,
treated cells were observed by confocal microscopy. For both
proteins, the immunolabeled PapMVCP signal was clearly
vesicular, intracytoplasmic and perinuclear (Fig. 3B). Both
recombinant proteins were efficiently internalized in APCs.

The humoral response depends on multimerization of the
plant-virus-based vaccine platform

To examine the capacity of PapMVCP VLPs to induce an
immune response, C3H/HeJ mice were injected subcuta-
neously with 25 pg of the recombinant VLPs (PapMVCP-E2)
or 25 pg of the monomeric form (PapMVCP,,_515-E2). The
amount of E2 peptide present in each dose is estimated at
2 ng. A booster dose was given on day 15 after primary
immunization. Mice sera were assayed for anti-PapMVCP,
PapMVCP;; ;15 and anti-E2 peptide antibodies. Anti-CP IgG
was clearly detected in mice immunized with PapMVCP-E2
on day 12, while only a low level of anti-CP was detected in
the sera of mice vaccinated with PapMVCP,,_,15-E2, even
after the booster on day 15 (Fig. 4A). To detect anti-peptide
antibodies, ELISA plates were coated with either the carrier
protein alone (pIIl) or carrier protein fused to the HCV E2
epitope (PIII-E2). The carrier protein fusion was used to
detect anti-peptide IgG. The PIII carrier stabilizes the peptide
and eases the purification because of its thermostability
(Leclerc et al., 1998). Only sera of mice immunized with
PapMV-E2 showed IgG antibodies against the carrier protein
fused to the E2 peptide (PIII-E2), and the titer increased after
the booster on day 15 (Fig. 4B). No antibody response was
detectable against the carrier alone (PIII) for all sera (Fig.
4C). To examine the specificity of the antibody response
elicited by the VLPs, sera from mice immunized with VLPs
without the E2 peptide or with another peptide (derived from
HCV EI1 glycoprotein) were tested against PIII and PIII-E2.
Antibodies to these latter proteins were not detected,
confirming the specificity of the E2 antibodies (data not
shown). The multimeric form was able to trigger a long-
lasting response against both the CP and the E2 epitopes.
Moreover, from day 23 to day 120, the antibody titer against
the capsid decreased only on a 1 log, scale (Fig. 4A), while
the antibody titer against the peptide decreased on a 4 log,
scale (Fig. 4B). Isotyping of the anti-peptide antibodies
revealed a Th1/Th2 balanced profile, with a prevalence of
IgG1, 1gG2a and IgG2b antibodies and a less pronounced
production of IgG3 (Fig. 4D). A similar immunization
protocol was performed in Balb/c mice with identical results:
the same Th1/Th2 profile was observed with a similar IgG
isotyping profile directed against both the PapMVCP and the
E2 epitope (data not shown).
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Fig. 4. Kinetics of the antibody response in C3H/Hel mice injected
subcutaneously twice (day 0 and day 15) with 25 pg of the multimeric
PapMV vaccine platform (PapMVCP-E2), its monomeric counterpart
(PapMVCP,;_5;5-E2), HCV E2 peptide (2 pg) alone or PBS. (A) IgG antibody
response specific for the PapMV capsid protein. ELISA plates were coated with
PapMVCP or PapMVCP,; ,;s. (B) IgG antibody response against the HCV E2
epitope. ELISA plates were coated with the HCV E2 peptide fused to the CaMV
pllI carrier protein (see Materials and methods). (C) IgG antibody response to
the CaMV plII carrier protein alone. (D) IgG isotyping of the HCV E2 epitope
antibody response, showing a balanced Th1/Th2 antibody isotyping profile.
Only isotyping profiles of sera from mice injected with PapMVCP-E2 or PBS
are presented in this figure. The results are expressed as antibody endpoint titer,
defined as when the OD value is 3-fold higher than the background value
obtained with a 1:50 dilution of serum from PBS-injected mice. Data represent
the average of antibody titers from 4 (A) or 5 (B—D) mice. These results are
representative of two identical and independent experiments. Black arrows on
the graphs indicate the booster injections on day 15.

Reactivity of human sera against the HCV E2 peptide
presented by the PapMV platform

An important issue in peptidic vaccination is good mimicry
of the fused epitope. Consequently, to check if the peptide
derived from the HCV surface glycoprotein E2 that is fused to
the C-terminal of the PapMV CP can be recognized by serum
from HCV-infected patients, sera from several healthy donors
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Table 1

E2°117330 gpecific antibody titres found in HC V-infected patients

Patient No/genotype HD* 1/la 2/la 3/la 4/la 5/la 6/la 7/la 8/3
PapMVCP VLPs 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PapMVCP-E2 VLPs 0 0 0 0 0 0 1/800 0 0
pllI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
plII-E2 0 0 0 0 0 1/25 1/200 0 0

* HD: healthy donors, the sera of 15 healthy donors were mixed in equal
proportion.

and eight HCV-infected patients were tested for reaction against
PapMVCP-E2 VLPs (Table 1). Of the eight sera from HCV
patients tested, one (patient no. 6) reacted with E2 peptide at the
surface of PapMVCP-E2 VLPs, while the same serum did not
react against PapMVCP VLPs (Table 1). When the E2 peptide
was fused in the context of the carrier protein PIII, the same
serum was reactive to the peptide. A second serum (patient no.
5) also reacted very weakly, close to the background level, to the
E2 peptide. Although the same sera (patient no. 6) were clearly
reactive with two anti-E2 detection systems (PIII/PIII-E2 and
PapMVCP;7_515/PapMVCP,;_515-E2), the differences between
the antibody titers could not be satisfactorily explained.

Discussion

This is the first report to compare the immunogenicity of
multimeric and monomeric forms of a plant virus vaccine
platform expressing the same B-cell epitope. Clearly, PapMV
VLPs are immunogenic in mice whereas the monomeric
forms are not. The VLP differs from the monomeric form in
only two features: the multimerization of the subunit into a
repetitive structure, and the RNA from E. coli located inside
the VLPs. Both of these features were previously shown to
play a role in the activation of the immune response; their
combination in VLPs is likely to play an important role in
their immunogenicity.

The central function of multimerization in triggering a
humoral response in the PapMV vaccine platform model is
consistent with previous studies in this area. Multimerization has
been proven to be important in the immunogenicity of human
viral vaccine platforms (Milich and McLachlan, 1986) or murine
viruses (Bachmann et al.,, 1995), (Bachmann et al., 1993).
Efficient direct cross-linking of BCR (Bachmann et al., 1995),
(Zinkernagel, 2003) and facilitation of antigen internalization in
APCs such as dendritic cells have been proposed as largely
explaining the ability of VLPs to trigger an efficient antibody
response and class-switching via cooperation of CD4+ activated
lymphocytes (Gamvrellis et al., 2004). Any model designed to
test the influence of antigen organization on humoral response
has to address the two main phenomena influencing the level of
activation of naive B cells, i.e., antigen binding to BCR and
cross-linking of BCRs (Brunswick et al., 1988), separately. In
other words, it is necessary to ensure that the lack of
immunogenicity of a monomeric antigen compared to a multi-
meric antigen is not due to alteration of its binding capacity to
specific BCRs rather than a reduced BCR cross-linking ability.
Consequently, the tertiary structure required for BCR recognition

must be similar for both the multimeric and monomeric forms of
the antigen tested. As the monomeric form of PapMV CP was
previously shown to have the same secondary structure as the
multimeric CP, and was amenable to an extensive 3D NMR
study (Lecours et al., 2005), our model allowed us to properly
address the differential ability of the multimer and monomer to
cross-link BCRs. This important structural control was not
included in previous studies that generated monomeric antigen
by denaturing VLPs by treating with SDS and 2-mercaptoethanol
(Milich and McLachlan, 1986), treating flagellin with acid
treatment (Feldmann and Easten, 1971) or by producing
monomers in E. coli (Jegerlehner et al., 2002). None of these
latter studies presented any evidence of secondary and tertiary
structural conservation between the multimeric and monomeric
forms. In our case, the monomeric form was unable to trigger a
humoral response against the C-terminal presented peptide,
while the multimeric form was able to induce a long-lasting
response (120 days) against both the PapMVCP and the exposed
epitope after two injections. This dramatic difference is unlikely
to be due to degradation of the monomeric vaccine or trimming
of the E2 fused peptide as our SDS—PAGE and immunoblotting
analyses confirmed the integrity of the 2 vaccine forms and the
uniform concentration of E2 peptides (Fig. 1). It is likely that the
monomeric protein is unable to generate efficient activation of B
cells, which could reasonably be attributed to a weak BCR cross-
linking capacity. In contrast, injection of the multimer resulted in
the creation of a pool of antibody-producing cells and memory B
cells.

Since the class-switching (production of IgGl, IgQG2a,
IgG2b, IgG3) observed after injection of PapMVCP-E2 is a
process that requires the contribution of CD4+ lymphocytes
activated by APCs (Zinkernagel, 2003), internalization by
bone-marrow-derived APCs was evaluated. As expected, the
multimer was actively internalized by APCs. Interestingly, no
difference in the magnitude of internalization into APCs was
seen between the monomeric and the multimeric vaccine
platform. In addition, differences between the monomeric and
the multimeric vaccines in the in vivo capacity to activate DCs
could not be demonstrated 6 h post-injection (data not shown).
Therefore, the difference in immunogenicity could depend on
the MHC class II processing of the antigen and subsequent
activation of specific T cells, which, as previously demonstrated
(Milich et al., 1997), may be more efficient with VLPs than with
the monomeric form. The function of B cells as APCs could
also be a key element; the same author also demonstrated that B
cells could process HBV VLPs and activate a T-cell response
10° times more efficiently than DCs and MOs.

PapMVCP VLPs also contain an RNA of bacterial origin
that was used as a scaffold for PapMV CP self-assembly in the
bacteria (Tremblay et al., 2006). As in the purified plant virus,
the RNA represents 5% (w/w) of the mass of the VLP (Erickson
et al., 1976). In contrast, the monomeric form of the CP is not
associated with RNA because its RNA binding activity is
lacking (Lecours et al., 2005). Although the bacterial RNA is
only a minor component of the VLP, we cannot exclude that it
contributes to adjuvanticity by, for example, activating APCs as
established previously (Kariko et al., 2005; Sugiyama et al.,
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2005). Any potential contribution to the immunogenicity of
PapMV VLPs of other bacterial components with strong
adjuvanticity, such as LPS, was shown to be negligible in two
different ways. Firstly, immunization with PapMV VLPs in
LPS-sensitive mice (Balb/c, data not shown) and LPS hypo-
responsive mice C3H/HeJ (Fig. 4) led to the same humoral
immune response against both the platform and the C-fused
epitope. Secondly, PapMV VLPs with very low LPS content
(<0.005 EU/ug) were unable to trigger the recruitment of innate
immune cells in the air pouch model after 6 h, contrasting with
the high recruitment capacity of LPS (Fig. 2). Taken together,
our results confirm the conclusion that the immunogenic effect
of recombinant PapMVCP VLPs does not derive from LPS-like
pro-inflammatory properties. The only other reported case of
use of VLPs from a plant virus produced in E. coli made no
mention of determination of the LPS content of the proteins
injected or the influence of LPS content on the observed results
(Saini and Vrati, 2003).

The Th1/Th2 profile of antibodies triggered by the PapMV
recombinant protein without the use of any adjuvants suggests
that this newly described vaccine platform potentially triggers
a broader immune response than other plant-virus-based
platforms. Indeed, antibody isotyping has previously suggested
plant virus vaccine platforms to be biased toward a Thl
response (Marusic et al., 2001; Mclnerney et al., 1999) and
cytokine secretion (Piazzolla et al., 2005). Even the presence of
a commercial adjuvant with VLPs did not modify the Thl bias
(Marusic et al., 2001). A balanced Th1/Th2 antibody profile
could increase the immune effector mechanisms of the humoral
response such as neutralization or antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC) additional experiments would
be necessary to investigate the potential of the PapMV
platform to trigger these mechanisms in the HCV model.
Moreover, the findings that the PapMV vaccine platform was
able to trigger a pool of all antibody isotypes against the HCV
E2 peptide and that serum from one HCV patient was clearly
able to recognize the E2 peptide fused to the PapMV platform
could indicate that this platform is suitable for triggering, for
example, ADCC directed against hepatocytes exhibiting E2
protein on their surface as described in a clinical report by
Nattermann et al. (2005), potentially helping to reduce the
severity of the disease. In addition, a recent report (Leclerc et
al., in press) demonstrated the capacity of the PapMV platform
to activate human specific CD8+ lymphocytes in vitro by cross-
priming. Taken together, these results suggest that the
development of a vaccination platform based on PapMV
VLPs against infectious diseases such as HCV, which requires
both a protective CD8+ and a humoral response (Houghton and
Abrignani, 2005), is a promising avenue of research.

Materials and methods
Cloning and engineering of the PapMYV coat protein
The PapMV CP gene was amplified by RT/PCR from

isolated viral RNA using primers 5'-AGTCCCATGGCATC-
CACACCCAACATAGCCTTC-3’and 5’-GATCGGATCCT-

TACTAATGGTGATGGTGATGGTGACGCGTGGTAC-
TAGTTTCGGGGGGTGGAAGGAATTGGATGGTTGG-3’
and cloned as an Ncol/BamHI fragment in pET 3D (New
England Biolabs). To generate the PapMVCP-E2 construct,
CCACCGATCGTAGCGGTGCGCCGACCTACAGCTGG-
GGTGCGAACGATACGCGTCATG-3" and 5’-CATGACGC-
GTATCGTTCGCACCCCAGCTGTAGGTCGGCGCACCGC-
TACGATCGGTGGTACCCACCACCACACTAGTGATC-3’
were annealed together and digested with Spel and Miul before
ligation into the Spel/Mlul-linearized PapMVCP clone. The
expression vector for PApMVCP,;_,;5-E2 was constructed from
the PapMVCP-E2 plasmid as follows: two oligonucleotides
(including an Ncol restriction site) designed to delete the 26
first amino acids of the PapMV CP were used for PCR: forward
5'-AGTCCCATGGCCGATCCAACGTCCAATCTTCTG-3’
and reverse 5'-ACGTCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAG-3'.
The PCR product was then self-ligated. The expression vector for
PapMVCP,;_,,5 was derived from the PapMVCP plasmid fol-
lowing the same procedure as for the construction of the
PapMVCP»7_,15-E2 clone. The sequences of all PapMV clones
were confirmed by DNA sequencing.

Cloning and engineering of the carrier protein (PIII)

A plasmid designed to express the cauliflower mosaic virus
(CaMV) pllI protein in E. coli has been previously described
(Leclerc et al., 1998). A truncated version of CaMV plll
comprising the 74 N-terminal amino acids was generated using
primers 5'-AAACCCGGGGAATTCACCATGGCTAA-
TCTTAATCAGATCCAAAAG 3’ and 5'-GATCGGATC-
CTAACGCGTGGTACTAGTAGGTTGGGTACCTA-
AGGCTTC-3’. This truncated version harbored unique Spel
and Mlul sites that are convenient for cloning a peptide in
fusion with plIl. To generate a PIII-E2 construct, the
oligonucleotides E2 5'-GATCACTAGTGTGGTGGTG-
GGTACCACCGATCGTAGCGGTGCGCCGACCTA-
CAGCTGGGGTGCGAACGATACGCGTCATG-3’ and
5'-CATGACGCGTATCGTTCGCACCCCAGCTGTAGG-
TCGGCGCACCGCTACGATCGGTGGTACCCACCACCA-
CACTAGTGATC-3’ were annealed together and digested with
Spel and Mlul before ligation into the PIII clone linearized with
Spel and Mlul. The sequences of PIII clones were confirmed by
DNA sequencing. The E. coli expression strain BL21(DE3)
RIL (Stratagene) was transformed with PIII constructs, and
protein expression was induced with 1 mM IPTG for 16 h at
25 °C. Cells were pelleted by centrifugation and resuspended in
Tris—HCI pH 7.0, 20 mM NaCl, 1 mM EDTA and 0.02 mM
PMSF before lysis by sonication. The protein extracts were then
heated at 65 °C for 15 min and centrifuged at 15,000xg for
20 min at 4 °C. Incubation at 65 °C was repeated a second time.
The samples were incubated at 80 °C for 15 min and
centrifuged again for 20 min at 15,000xg. The chimeric pllI
protein is resistant to heat and remains soluble in the
supernatant after this treatment. The NaCl concentration was
adjusted to 150 mM and protein extracts were separated on a
Sephadex G-50 column to achieve 95% purity. The PIII protein
is referred to as the carrier protein in the text.
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Expression and purification of PapMVCP, PapMVCP-E2,
PapMVCP27,215 and PapMVCP27,215—E2

Expression and purification of PapMVCP constructs were
performed as previously described with minor modifications
(Tremblay et al., 2006). Briefly, the bacteria were lysed
through a French press and then loaded onto a Ni*" column,
washed with 10 mM Tris—HCl/50 mM Imidazole/0.5% Triton
X100 (pH 8), then with 10 mM Tris—HCI/50 mM Imidazole/
1% Zwittergent (pH 8) to remove endotoxin contamination.
For the PapMVCP and PapMVCP-E2 proteins, the eluate was
subjected to high speed centrifugation (100,000xg) for
120 min in a Beckman 50.2 TI rotor. The VLP pellet was
resuspended in endotoxin-free PBS (Sigma). Following
elution of the PapMVCP,7_ 515 and PapMVCP,;_,;5-E2
proteins, the solutions were dialyzed against PBS using a
6—8 kDa molecular weight cut-off membrane (Spectra). The
E2 peptide was synthesized by GLBiochem (Shanghai) Ltd
and resuspended in endotoxin-free PBS (Sigma). Protein
solutions were filtered using 0.45 pM filters before use. The
purity of the proteins was determined by SDS—PAGE and
confirmed by western immunoblot analysis using mouse
polyclonal antibodies generated against PIII-E2. The amount
of protein was evaluated using a BCA protein kit (Pierce). The
level of LPS in the purified protein was evaluated with the
Limulus test according to the manufacturer’s instructions
(Cambrex) and was below 0.005 endotoxin units (EU)/ug of
protein.

Electron microscopy

Proteins were diluted in PBS and were absorbed for 3 min on
carbon-coated formvar grids. The grids were washed twice with
deionized water and stained with 2% uranyl acetate for 10 min
at room temperature. The grids were then observed on a Jeol
JEM220FS transmission electron microscope. Average VLP
length was evaluated by measuring 100 VLPs using Adobe
Photoshop software.

Immunization

Five 4-to 8-week-old C3H/HeJ mice (Charles Rivers
Laboratories) were injected subcutaneously with 25 pg of
PapMVCP-E2, PapMVCP,;_,5-E2 or the equivalent amount
of the E2 peptide (2 ng) or endotoxin-free PBS (Sigma).
Primary immunization was followed by one booster dose given
2 weeks later. Blood samples were obtained at different time
points and stored at —20 °C until analysis. All the experimental
protocols were approved by the Laval University animal
protection committee.

ELISA quantification

Costar High Binding 96-well plates (Corning, NY, USA)
were coated overnight at 4 °C with 100 pl/well of P3, P3E2,
PapMVCP, PapMVCP,; 55, or PapMVCP-E2 diluted to a
concentration of 1 pg/ml in 0.1 M NaHCOj; buffer pH 9.6. The

plates were blocked with PBS/0.1% Tween-20/2% BSA
(150 pl/well) for 1 h at 37 °C. After washing three times with
PBS/0.1% Tween-20, sera were added in 2-fold serial dilution
(beginning with 1:50) and incubated for 1 h at 37 °C. Following
incubation, the plates were washed three times and incubated
with 100 pl of peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG,
IgG1, IgG2a, 1gG2b (all from Jackson Immunoresarch) or IgG3
(Rockland) at a dilution of 1:10,000 in PBS/0.1% Tween-20/2%
BSA for 1 h at 37 °C. After three washes, the presence of IgG
was detected with 100 pl of TMB-S according to the
manufacturer’s instructions; the reaction was stopped by adding
100 pl of 0.18 mM H,SO,4 and the OD was read at 450 nm. The
results are expressed as antibody endpoint titer, determined
when the OD value is 3-fold the background value obtained
with a 1:50 dilution of serum from PBS-injected mice. For the
determination of antibody levels in human sera, the same
conditions were applied, except that the peroxidase-conjugated
goat anti-human IgG as secondary antibodies were used at a
dilution of 1:80,000. Sera from infected HCV patients were
provided by B. Willems (Hopital Saint Luc, CHUM): the results
are expressed as antibody endpoint titer, defined as the point at
which the OD value is 3-fold the background value obtained
with a 1:25 dilution of serum from a pool of sera from 15 non-
infected patients.

Air pouches in mice

Air pouches were raised in 10- to 12-week-old CD1 mice
(Charles River Laboratories). Experimental protocols were
approved by the Laval University animal protection committee.
Air pouches were raised on the dorsum by subcutaneous
injection of 3 ml of sterile air on days 0 and 3. On day 7, 1 ml of
recombinant PapMVCP (1 to 10 pg/ml), LPS (10 pg/ml) or
PBS was injected into the air pouches. Six hours after treatment,
the mice were killed by asphyxiation using CO,. The air
pouches were washed once with 1 ml PBS—5 mM EDTA and
then twice with 2 ml of PBS—5 mM EDTA, and the exudates
were centrifuged at 500xg for 5 min at room temperature. Cells
were counted with a hematocytometer following acetic blue
staining.

Bone marrow cell extraction and differentiation of APCs

Bone marrow progenitors cells were obtained from the femurs
of Balb/c mice and cultured for 6 days in dendritic cells
differentiation bone marrow medium (95% RPMI with 1%
penicillin—streptomycin and supplemented with 5% X63-GM-
CSF supernatant media culture; the X63-GM-CSF cell line was
provided by B. Ludewig, Research Department, Cantonal
Hospital, St. Gallen, Switzerland). Medium was partially replaced
on days 2 and 4. On day 6, the medium was replaced by medium
without LX63-conditioned medium. On day 7, enrichment of
APCs was verified by flow cytometry using FITC anti-CD11c
and PE-Cy5.5 anti-CD11b surface markers (BD Biosciences).
The preparation contained 25% of CD11lc+ Cdl1b+ cells, and
more than 80% of CD11b+ cells. We refer to this preparation as
APCs.
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Flow cytometry

To evaluate internalization of the PapMVCP-E2 or
PapMVCP,7_515-E2 in APCs, 1 million bone-marrow-derived
APCs were incubated for 2 h at 37 °C with either 25 pg of
PapMV-E2 or PapMVCP,;_,;5-E2. Briefly, cells were blocked
with PBS containing 10% FBS and anti-CD16/CD32 (1 pg/l
million cells) for 15 min at 4 °C. After 2 washes with PBS, cells
were fixed with PBS/2% paraformaldehyde for 10 min at room
temperature. After 2 washes with permeabilization buffer (PBS
10%/FBS 0.2%/Triton X-100), cells were incubated for 45 min
at 4 °C with rabbit polyclonal antibodies diluted 1:200 in per-
meabilization buffer. After 2 washes with permeabilization
buffer, cells were incubated for 45 min at 4 °C with the secondary
antibodies (anti-rabbit IgG alexa 488; Molecular Probes) diluted
1:5000 in permeabilization buffer. After washing with PBS, cells
were immediately analyzed with an EPICS-XL cytofluorometer.
Data analysis was performed using WINMDI2.8. The rabbit
polyclonal Ab used for detection was produced in our own faci-
lities: rabbit preimmune serum was used as a negative control.

Confocal microscopy

APCs were grown (200,000 cells/well) in 12-well plates
(Comning, NY, USA) containing sterile slides in the bottom
following the differentiation protocol described above. For
antigen internalization studies, 5 pg of antigen/200,000 cells
was used. The fixation, permeabilization and primary and
secondary antibodies incubation steps were as described for
flow cytometry. Slides were analyzed immediately with a
Fluoview Fv300 confocal microscope fitted with a x60 oil
immersion objective. Fluorescence images were acquired sequen-
tially to avoid non-specific channel interference and by x—z
sectioning. Pictures were then digitally processed with Image J
software. Optical slices from the middle of the scanned cells are
shown in the figures.

Statistical analysis

Nonparametric Kruskal-Wallis and Dunn’s multiple com-
parison tests were used for statistical analysis. A value of
P<0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses were performed with the program PRISM 3.03.
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