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TPCK 6-(1-tosilamida-2-fenil)etil clorometil cetona
Treg Células T reguladoras Foxp3*

VLPs Particulas pseudovirales

VRNA RNA viral

vRNP Complejo de ribonucleoproteina viral
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RESUMEN

El virus influenza A (IAV) es un importante peligro para la salud mundial. Las vacunas anuales
actuales ofrecen proteccidon Unicamente contra cepas homosubtipicas, y existe el continudo
riesgo de que nuevas cepas surjan ocasionando pandemias, por lo que es necesario el
desarrollo de nuevas estrategias de vacunacién. En este sentido, una nueva estrategia para
incrementar o modular la inmunidad es el direccionamiento de antigenos a DC a través de
anticuerpos que reconocen receptores endociticos localizados en su superficie. En este
trabajo, epitopos altamente conservados de proteinas de IAV fueron direccionados a DC a
través de un anticuerpo que reconoce al receptor endocitico DEC-205, con el objetivo de
lograr proteccion heterosubtipica en un modelo de ratén. Grupos de ratones BALB/c fueron
inoculados s.c. tres veces con el anticuerpo anti-DEC-205 conjugado quimicamente con
péptidos sintéticos derivados de epitopos de células T CD4*y B altamente conservados de
NP, M2 Yy HA de AV (l\/|21.24, |\/|2€,' HA322.356,' HAB, HA96.104, HACD4, NP182.205, NPCD4) en
presencia de poly |:C como adyuvante. Previo a cada inmunizacién se colectd suero, y los
niveles de anticuerpos se determinaron por ensayos de ELISA. Los ratones inmunizados se
retaron i.n. con 30DLso de virus IAV HIN1/New Caledonia/20/99 o H3N2/NT/60/68 y la
pérdida de peso y la sobrevida se monitorearon por 10 dias. El direccionamiento a DEC-205
de M2e resulté en una proteccion heterosubtipica aumentada (cerca del 80% de sobrevida)
gue ratones tratados con cinco veces mas péptido M2e libre. La respuesta de anticuerpos
anti-M2e se incrementé después de la segunda inmunizacion, resultando en una respuesta
predominante IgG1, la cual fue substancialmente mayor direccionando M2e a DEC-205, que
en los grupos control. A pesar de que estos anticuerpos no fueron neutralizantes en células
MDCK, ellos resultaron el principal mecanismo protector efector de la vacuna, lo que fue
evidenciado por experimentos de transferencia pasiva de suero. Ademas, cuando DEC-205
fue direccionado con epitopos para células T CD4%, la mortalidad no cambié comparada con
los grupos control, y el direccionamiento de HAB no tuvo efecto en la produccién de
anticuerpos o en la sobrevida. Estos resultados indican que el direccionamiento de M2e a
DEC-205 es una plataforma efectiva de vacunacidon que pudiera ser considerada para
aumentar la inmunogenicidad de este epitopo en una vacuna universal heterosubtipica
contra IAV.
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ABSTRACT

Influenza Virus (IAV) is an important threat to public health worldwide. Current annual
vaccines offer protection only against homosubtypic strains and there is a continuous risk
that new pandemic viruses emerge, thus it is necessary to develop new vaccination
approaches. In this regard, a new strategy to increase or modulate immunity is targeting
antigens to dendritic cells (DC) through antibodies which recognize endocytic receptors
localized on their surface. In this work, highly conserved epitopes of influenza proteins were
targeted to DC through an antibody that recognize the endocytic receptor DEC-205 with the
aim of achieving heterosubtypic protection in a mice model. Groups of BALB/c mice were
inoculated subcutaneously three times, four weeks apart with a specific antibody for DEC-
205 chemically crosslinked with synthetic peptides derived of highly conserved epitopes of
nucleoprotein, matrix protein 2 and hemagglutinin from IAV (B epitopes: M21.24, M2e, HA32>-
356; HAB, CD4 epitopes: HAgs-10a, HACD4, NP1g2-205, NPCD4) in presence of poly I:C as adjuvant.
Sera was collected before each immunization and antibody levels against each epitope were
determined by ELISA assay. Immunized mice were challenged intranasally with 30DLsgp of
mouse-adapted influenza virus H3N2/NT/60/68 or HIN1/New Caledonia/99, and weight loss
and survival curves were constructed. Targeting of DEC-205 with M2e resulted in higher
protection (about 80% of survival) than mice treated with 5-fold more peptide M2e alone.
Anti-M2e antibodies were detected after second immunization and sera transfer
experiments showed the protection was recovered when naive mice were pretreated with
immune sera anti-M2e. Despite these antibodies were not neutralizing in MDCK cells, they
could be responsible of protection by cooperation for indirect mechanisms like phagocytosis,
cellular cytotoxicity and complement activation. Furthermore, when DEC-205 was targeted
with CD4 T cell epitopes, mortality do not change compared with control group, and
targeting of HAB had no effect on antibody production and protection. These results indicate
that targeting M2e to DEC-205 is an effective vaccination approach that could be used to
augment its immunogenicity in an universal heterosubtypic vaccine against IAV.
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INTRODUCCION

Virus Influenza A

Generalidades

La influenza es una enfermedad viral respiratoria aguda causada por el virus influenza A (IAV, por sus
siglas en inglés). La infeccion se transmite de persona a persona, principalmente por medio de
aerosoles que contienen al virus, el cual infecta a células superficiales del epitelio respiratorio. Esta
enfermedad ocurre globalmente con una tasa anual de 5-10% en adultos, y 20-30% en nifios, y puede
ser causa de hospitalizacion y muerte, principalmente en grupos de riesgo (infantes, adultos mayores,
enfermos crénicos) (1). Anualmente, estas epidemias anuales provocan un estimado de 3 a 5 millones

de casos de enfermedad severa, y hasta medio millon de muertes (2).

Después de uno o dos dias de infeccidn por el virus influenza A, la enfermedad se manifiesta con
sindromes respiratorios como tos seca, faringitis y congestion nasal, similares a los provocados por
otras infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS). Adicionalmente se presentan sintomas
sistémicos como fiebre (de mas de 38°C), escalofrios, dolor de cabeza, mialgia, letargia y anorexia,
los cuales no aparecen en otras ITRS. En influenza tipica no complicada, estos sintomas se resuelven
aproximadamente en una semana. Sin embargo, en algunos pacientes, la infeccidn progresa al tracto
respiratorio inferior y se desarrollan complicaciones pulmonares como neumonia viral primaria y/o

neumonia secundaria bacteriana (3).

En pacientes inmunocompetentes, la influenza epidémica (o estacional) no se complica en la mayoria
de los casos y se mantiene confinada al tracto respiratorio superior. En algunas personas en riesgo

como mujeres embarazadas o en periodo postparto, adultos mayores, personas con afeccion
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cardiovascular o enfermedad pulmonar, la infeccion puede progresar a neumonia. Por su parte, las
pandemias ocasionadas por virus influenza, aunque son infrecuentes, resultan en una morbilidad y

mortalidad mas alta que las causadas por las epidemias (3).

Virus Influenza A

Los virus influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, son envueltos y constan de un genoma
de ocho segmentos de RNA, los cuales codifican para al menos 11 proteinas (Figura 1). Las
diferencias antigénicas en la nucleoproteina (NP) y proteina de la matriz (M1) permiten su clasificacion
en los tipos A, B, C. La secuenciacion ha confirmado que estos virus comparten un ancestro comun;
sin embargo han divergido genéticamente. De los tres tipos de virus influenza, los tipos A y B tienen
mayor similaridad en organizacién del genoma y homologia de proteinas entre si que los virus tipo C,
lo que sugiere que éstos ultimos divirgieron antes que ocurriera la separacion entre los virus A 'y B.
Los virus tipo A se encuentran en aves, humanos caballos y otras especies, mientras que los tipos B
y C, infectan humanos y cerdos (4). Recientemente se describié el aislamiento de un nuevo virus
influenza (tipo D) en cerdos, que es parecido a los virus influenza C (5). Sin embargo, debido a la
importancia clinica y a las caracteristicas del presente proyecto solo se discutiran aqui las

peculiaridades de los virus influenza tipo A.
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Envoltura lipidica

- Proteinas no

estructurales

Complejo Polimerasa

Figura 1. Diagrama de la estructura del virion de Virus Influenza A. Las dos glicoproteinas HA y NA, y la proteina
M2 se encuentran incrustadas en la membrana viral, la cual proviene de la célula hospedera. El complejo
ribonucleoproteina viral (vVRNP) comprende a cada segmento de RNA viral (VRNA) asociado con la NPy las tres
proteinas polimerasa (PA, PB1y PB2). La proteina M1 se asocia con cada VRNP y la membrana viral. La proteina
de exporte nuclear también esta presente en el virion en pequefias cantidades. Las proteinas no estructurales
NS1, PB1-F2, N40 y otras que han sido descritas no se encuentran en el virion, pero son producidas en algin
punto del ciclo de replicacién. Modificado de Medina y Garcia Sastré, 2011(6).
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Existen dos mecanismos de evolucion de IAV: el drift antigénico (deriva génica) y el antigénic shift
(reordenamiento génico). El drif antigénico ocurre frecuentemente debido a la pobre fidelidad de la
polimerasa viral que genera mutaciones puntuales en la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), las
cuales permiten que los virus escapen de los anticuerpos neutralizantes y eventualmente, estas
mutaciones son introducidas en las cepas circulantes. Este mecanismo hace necesaria la revision
anual de las vacunas de IAV estacionales. Por otro lado, el shift antigénico, consiste en la generacién
de una cepa completamente nueva por el reordenamiento de segmentos génicos durante
coinfecciones con virus de humano, aves y/o cerdos(7). Este cambio evolutivo es responsable del
surgimiento de las cepas pandémicas, como es el caso del virus H1N1 que surgio6 en el afio 2009 en
Norteamérica, el cual corresponde al rearreglo de segmentos génicos de virus porcino, aviar y humano

(Figura 2).

Los virus influenza A se subclasifican con base en la antigenicidad de la HA y NA. Actualmente, se
han identificado 18 HA (H1-H18) y 11 NA (N1-N11) (8), las cuales son preservadas mayormente en
virus que infectan aves acuéticas, especialmente en patos (Figura 3). La HA tiene una funcién
importante en determinar el tropismo del huésped, de manera que se une a los receptores celulares
que contienen &cido sialico (AS, acido N-acetilneuraminico), unido en conformaciones a-2-3 6 a-2-6,
ademas contiene un sitio de corte que debe ser escindido por proteasas del huésped. La secuencia
de aminoacidos de este sitio de corte modula el tropismo del tejido y la liberacidn sistémica, afectando
la severidad de la enfermedad. La NA, por su parte, destruye los receptores que contienen AS del
huésped y de las membranas virales, un proceso que es necesario para la liberacion de la progenie

viral en la superficie de la célula (9, 10).
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Figura 2. Mecanismos de evolucion de Virus Influenza A. Los virus influenza experimentan un proceso de
evolucién mediado por dos mecanismos, los cuales explican la aparicion de nuevas cepas epidémicas y
pandémicas. El shift antigénico explica el surgimiento de cepas pandémicas y consiste en la aparicion de
un nuevo virus que surge de la coinfeccion de dos o mas subtipos virales, dando lugar a una nueva cepa
que contiene segmentos génicos de ambos virus. El drift antigénico consiste en la mutacion aleatoria que
ocurre en los sitios antigénicos, de unioén a anticuerpos, de las glicoproteinas de membrana, la HA y la
NA, esto da lugar a nuevas cepas epidémicas y es responsable de la reformulacién de la vacuna cada afio.
Modificado de CDC, 2014. (https://www.cdc.gov/flu/about/viruses/change.htm; Gltimo acceso: Enero
2015).
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imagen solo incluye 16 subtipos). Modificado de Medina y Garcia Sastré,
2011(6).



Los IAV tienen forma esférica o filamentosa de 100 a 300 nm de longitud. El virién esta recubierto de
espiculas de HA y NA, en una relacion de cuatro a uno, proyectandose desde una membrana lipidica
derivada de la célula huésped. Un nimero pequefio de canales ionicos de la proteina de matriz 2 (M2)
atraviesan la envoltura lipidica, con una relacion M2:HA en el orden de una M2 por 10'-102 moléculas
de HA (11). La envoltura se encuentra sobrepuesta en una capa de proteina de matriz M1, la cual
encierra el nucleo del virién, donde se encuentra la proteina de exporte nuclear (NEP; también llamada
proteina no estructural 2, NS2) y el complejo de ribonucleoproteina (VRNP), el cual consiste de los
segmentos de RNA virales recubiertos con NP y la polimerasa de RNA dependiente de RNA

compuesta de dos polimerasas bésicas y una polimerasa acida (PB1, PB2 y PA) (12).

Los ocho fragmentos de RNA de IAV se numeran en orden decreciente de longitud: los segmentos 1,
3,4, 5y 6 codifican solamente una proteina por segmento (PB2, PA, HA, NP y NA), mientras que el
fragmento 2 codifica para PB1 y PB1-F2; el 7 para M1y M2; y por ltimo, el 8 para NS1 y NEP/NS2.
Los extremos de cada segmento viral de RNA forman una horquilla helicoide, la cual esta unida por el
complejo heterotrimérico de la polimerasa. El segmento residual esté cubierto con NP rica en arginina,
la cual le proporciona una carga neta positiva, que se une a la carga negativa de los fosfatos del RNA

viral (VRNA) (13).

Ciclo de replicacion

El virus influenza se une a la célula huésped por medio de la interaccién de la hemaglutinina con
residuos de AS de glicoproteinas de la superficie de multiples tipos celulares. El carbono-2 del AS
puede unirse a los carbonos 3 o 6 de la galactosa, formando enlaces a-2-3 6 a-2-6, lo que resulta en
configuraciones estéricas diferentes. Los virus que infectan aves preferencialmente se internalizan

uniéndose a receptores a-2-3 presentes en células del epitelio intestinal; mientras que los virus que
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infectan humanos, infectan mayormente a células del tracto respiratorio superior, que contienen

receptores a-2-6(14).

La hemaglutinina de influenza es la proteina clave para la entrada del virus a la célula. Es una
glicoproteina de membrana tipo | de aproximadamente 550 aminoacidos que forma homotrimeros en
la membrana lipidica viral. Consta de una secuencia sefial N-terminal, un dominio transmembrana
cerca del extremo C-terminal y una cola citoplasmatica corta. Inicialmente, se sintetiza como un
polipéptido precursor (HAO) de 76 kDa usando la maquinaria de transcripcién viral y la de traduccién
de la célula hospedera. El precursor de hemaglutinina HAQ consta de dos subunidades unidas: la HA1,
que contiene el dominio de unién al receptor, y la HA2, la cual contiene el péptido de fusién. La
molécula HA1 se encuentra principalmente en exterior del trimero de HA. Los primeros 18 aminoacidos
forman parte de una hoja B plegada que se origina de aminoacidos en las regiones N- y C-terminal de
la molécula de HA2. Este motivo es la estructura en la cual HA1 se une a la HA2 unida a membrana.
Los siguientes 18 aminoacidos forman parte del surco que contiene el péptido de fusidn hidrofébico.
El rompimiento de HAO por medio de proteasas celulares y el cambio de pH en el endosoma permiten
exponer al péptido de fusidn en el extremo N terminal de HA2. EI dominio de unién al ligando se
encuentra en la zona superior de la espicula trimérica, y esta compuesta de dos hojas B plegadas en

forma de barril(14).

Después de la union a AS, el virus se internaliza por medio de vesiculas rodeadas de clatrina. En este
proceso participan proteinas celulares como dinamina, una GTPasa que facilita la formacién de las
vesiculas. Ademas, la epsina 1 participa en la formacién de los endosomas. Esta proteina adaptadora
interactua con proteinas como clatrina, AP-2 y Eps15, induciendo la curvatura de la membrana.
Adicionalmente, se ha observado que el virus influenza puede ser endocitado por mecanismos

independientes de clatrina, aunque esta Ultima parece ser la principal ruta de entrada (15, 16).
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El trafico de particulas virales al nucleo consta de diferentes fases: en la etapa |, las vesiculas
endociticas son transportadas por un proceso dependiente de actina dentro del citoplasma hasta
convertirse en un endosoma temprano. En la etapa Il, los endosomas tempranos son transportados
mediante microtubulos dirigidos por dineina hacia la regidn perinuclear. En esta localizacién, comienza
la primera acidificacion y la maduracién del mismo (pH 6.0). EI movimiento continta a través de
microtUbulos en la etapa tres, y se acidifica ain mas el endosoma (pH 5.0). Esto conduce a la

liberacion de los VRNPSs, que se transportan al nicleo de la célula (17).

Una vez dentro del endosoma, el pH bajo (5-6 aprox) provoca un cambio conformacional que expone
sl péptido de fusion que se encuentra en HA2, el cual se inserta en la membrana endosomal, y por lo
tanto, permite la fusion entre las membranas viral y endosomal. El pH bajo dentro del virus provocado
por la internalizacion de protones al virion mediante el canal idnico M2 induce la desestabilizacion de
las uniones entre la proteina de matriz M1 y los VRNPs. Una vez liberados del endosoma, los VRNPs
se dirigen al nucleo por medio de transporte activo mediante sefiales de localizacidn nuclear presentes
en los ocho fragmentos ribonucleoproteicos. Una vez en el nicleo, son transcritos a RNA mensajero

y RNA complementario antigenémico (18).

El proceso de replicaciéon del genoma no requiere un iniciador, ya que la polimerasa viral inicia la
sintesis internamente usando como templado el RNA antigendmico. En el caso de la transcripcion de
RNAs mensajeros virales, la polimerasa viral (que consiste de las proteinas PB1, PB2 y PA) se asocia
con el dominio carboxilo terminal de Pol Il celular, y particularmente PB2 se une a 7-metilguanosina
(cap) de los pre-mRNAs del huésped, seguido de un corte endonucleolitico que cataliza PA. Esto
resulta en un fragmento de RNA mas 7-metilguanosina que es usado como primer por la subunidad

PB1 para iniciar la transcripcion del RNA viral (cap-snatching).
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Se propone que la asociacién directa entre la RNA polimerasa viral con la polimerasa Il del huésped
puede ser requerida para que la polimerasa viral acceda a los pre-mRNA-cap para su posterior corte
endonucleolitico. Después de esto, el mRNA viral es poliadenilado por la polimerasa viral en el extremo
5 del templado de VRNA y los RNAs mensajeros virales son exportados al citoplasma para ser

traducidos y producir las proteinas del virus en los ribosomas de la célula (19, 20).

Las proteinas virales deben volver al nlcleo para ensamblarse con los los RNAs virales para formar
las VRNPs y posteriormente salir al citosol para continuar con el proceso de la formacién de nuevos
viriones. La proteina M1 contiene una sefial de localizacion nuclear que dirige el transporte hacia el
nucleo, ademas junto con la SUMOilacion de M1 le permiten unirse a RNP recién sintetizadas a través
de interacciones con la NP y con RNA. La proteina de exporte nuclear o NEP de 14 kDa puede
atravesar directamente el poro nuclear sin unirse a importinas, y una vez dentro del nucleo se une a
M1; NEP contiene dos secuencias de exporte nuclear, ambas reconocidas por Crm1, la cual se asocia
a Ran-GTP. Estas asociaciones le permiten exportar las ribonucleoproteinas recién sintetizadas hacia

el citoplasma (21-23).

Una vez que las VRNPs han sido exportadas del nicleo, deben formarse particulas virales y salir de
la célula para comenzar de nuevo el ciclo replicativo en otra célula. Debido a que influenza es un virus
envuelto, usa la membrana plasmatica de la célula hospedera para formar las particulas virales. El
ensamblaje y la liberacion de viriones es un proceso complejo que ocurre en balsas lipidicas en la
membrana apical de las células infectadas. Las proteinas virales hemaglutinina y neuraminidada son
reclutadas en balsas lipidicas presentes en la membrana celular, donde se asocian por medio de sus
tallos citoplasmaticos con la proteina M1, que se comienza a polimerizar y formar la estructura interna
del virion. Estas asociaciones proteicas permiten la alteracion de la curvatura de la membrana. La

escision de la membrana parece ser estar relacionada con la proteina M2. La liberacion de viriones
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fuera de la célula es mediada por la proteina NA, la cual rompe los enlaces HA-acido sialico generados

durante el proceso de salida (24) (Figura 4).

Respuesta inmune contra el virus influenza

Inmunidad Innata

La infeccion por virus influenza en humanos inicia en el tracto respiratorio, y en la mayoria de los casos
es contenida dentro de este 6rgano por la accién de mecanismos innatos de la respuesta inmune. Las
células epiteliales, células dendriticas y macréfagos alveolares detectan patégenos a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en ingles) que interaccionan con
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, por sus siglas en ingles) presentes en el virus,
iniciandose cascadas de sefializacion que resultan en la produccidn de citocinas y quimiocinas, lo que
provoca un estado antiviral localizado y reclutan al sitio de la infeccion otras células que intervienen

en la eliminacion del virus.

Reconocimiento de virus influenza por receptores de reconocimiento de

patdgenos

Las células epiteliales expresan constitutivamente TLR3, el cual reconoce RNA de doble cadena
(dsRNA) en endosomas. Sin embargo, estas estructuras no son producidas durante una infeccidn por
virus influenza en niveles detectables. Se propone que TLR3 es activado por estructuras de RNA
provenientes de células infectadas por IAV muertas que son fagocitadas, pero que ain no han sido
caracterizadas. La activacion de TLR3 induce a la produccién de citocinas pro-inflamatorias las cuales
pueden aumentar la patologia; ratones tlr3 sobreviven mas tiempo a un reto letal de IAV, que ratones

wt, sin embargo los niveles de quimiocinas y de infiltracion de células T estan reducidos(25, 26).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de Virus Influenza A. La etapa inicial del ciclo de replicacion de Virus Influenza A es la adherencia
del virion a la célula hospedera. Para esto, la HA se une a receptores en la membrana celular que contienen 4cido sidlico. El
virus entra a la célula por medio de endocitosis mediada por receptor. La acidificacion del endosoma permite por un lado
cambios conformacionales en HA, que permiten exponer al péptido de fusidn, y por otro lado permite que el canal idnico
M2 introduzca protones al virion acidificandolo y causando la disociacién de los VRNPs de M1 para su consecuente liberacion
al citoplasma, luego de la fusion de las membranas viral y endosomal, para después trasladarse al nucleo. Una vez dentro
del nucleo, la RNA polimerasa dependiente de RNA transcribe y replica el genoma, dando lugar a tres tipos de moléculas de
RNA: el RNA complementario positivo (cRNA), el cual se usa como templado para generar mas moléculas de VRNA; el RNA
viral pequefio de sentido negativo (svRNA), el cual regula el switch de transcripcion a replicacion; y los mRNA, los cuales son
exportados al citoplasma para su traduccidn. Las proteinas virales que son necesarias en replicacién y transcripcién son
introducidas nuevamente al nucleo, y los RNPs de la progenie se exportan al citoplasma para su empaquetamiento, asistido
por M1y NEP. HA, NA y M2 son transportados via trans-Golgi para llegar a la membrana plasmatica donde se forman las
particulas virales. Este proceso es asistido por M1. El proceso de salida esta mediado por la actividad de NA, la cual destruye
el acido sidlico. Modificado de Medina y Garcia Sastré, 2011(6).
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En células dendriticas plasmocitoides, TLR7 reconoce RNA de cadena sencilla (sSRNA), presente en
el genoma de viriones de AV internalizados en endosomas, por lo que este reconocimiento no requiere
de replicacion viral. La activacién de TLR7 lleva a la activacion de NF-kB o IRF7, factores de
transcripcidn responsables promover la transcripcion de citocinas pro-inflamatorias e interferones tipo
I. Ademas, TLR7 parece ser importante en la adecuada instruccion de células B para la generacion de
respuestas potentes de anticuerpos, pero no de células T. Por otro lado, dentro del citosol, RIG-I
reconoce sSRNA de IAV que contienen 5'-trifosfato, lo que conlleva a la unién de ATP al dominio
helicasa de RIG-I y al posterior reclutamiento de la proteina MAVS que sefaliza a través de NF-kB y

culmina con la produccion de interferones tipo | (26).

Interferones y genes de respuesta a interferon (I1SG)

Los interferones tipo | (IFN-a/B) son citocinas que al unirse a su receptor (IFNAR) inducen la
transcripcion de ISG, los cuales al traducirse en proteinas promueven un estado antiviral en la
infeccion por IAV, tanto en células infectadas como no infectadas. Dentro de estas proteinas antivirales
se encuentran las de la familia de proteinas de resistencia a mixovirus (Mx), Mx1 en ratén y MxA en
humano, las cuales tienen efectos negativos sobre la transcripcion de RNA viral y su replicacion; La
proteina IFITM es otro ISG que actua inhibiendo la fusién de las membranas celular y viral y por ende
su replicacién; OAS y RNAsa L actuan en concierto para degradar RNA celular y viral en células
infectadas; PKR es una cinasa de serina/treonina que fosforila al factor iniciador de la traduccion
EIF2a, inhibiendo la sintesis de proteinas, y ISG15, es una ubiquitina que promueve la degradacion

de proteinas virales recién sintetizadas (26).

Ademas de los interferones tipo |, el IFN-A (IFN tipo Ill) es una citocina secretada mayormente por
células epiteliales alveolares en respuesta a la infeccion por virus influenza. De hecho, es el IFN que

predomina en esta infeccion. Los IFN tipo lll, a pesar de tener el 10-15% de identidad con los de tipo
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[, fueron catalogados asi debido a que su induccion, sefializacion y actividades bioldgicas son
similares. Sin embargo, la expresidn de su receptor (IFNLR) esta restringida a células epiteliales y

hepatocitos.

Activacion de inflamosoma NLRP3

Los inflamosomas son complejos multiproteicos que actian como plataforma para la activacion de
caspasa-1, la cual rompe las formas inmaduras de IL-1B e IL-18, resultando en su secrecion al espacio
extracelular. En respuesta a la infeccion por IAV, se ha reportado que existe un aumento de estas dos
citocinas por macréfagos y células dendriticas derivadas de médula ésea en lavado bronqueoalveolar,
mientras que ratones deficientes en el inflamasoma NLRP3 y caspasa-1, su liberacién esta

comprometida, lo que sugiere que la infeccion por AV promueve su liberacion (27).

Los inflamosomas requieren dos sefiales para activarse: la sefial 1 que proviene de la activacién de la
transcripcidn y traduccién de genes que codifican para estas dos citocinas y la del propio inflamasoma;
y la sefial 2 proviene de estrés celular asociado a moléculas propias y/o no propias (DAMPs, patrones
moleculares asociados a dafio, por sus siglas en inglés). Para la activacion del inflamosoma NLRP3
la primera sefial es mediada por TLR, receptor de IL-1 y receptor de TNF, y es mantenida en gran
medida por PAMP de bacterias comensales en condiciones normales, y aumentada por PAMP
asociados a |IAV después de la infeccion, mientras que la segunda sefal esta relacionada con
estimulos propios de IAV como RNA de cadena sencilla, el flujo iénico a través del canal M2, y
agregados de la proteina PB1-F2 en lisosomas(26). Se ha demostrado que en la infeccién por 1AV la
activacion de NLRP3 es importante en el reclutamiento de células inmunes innatas como neutréfilos y
monocitos debido a la induccién de quimiocinas como KC e MIP2a, asi como en la reparacion de

tejidos dafiados por la infeccion (26) (Figura 5).

27



Virus Influenza

! LT =
IFN-a (G Células muertas Safida de potasio IL-1p *iL-6
*FND @@ infectadas por Virus 5 $.18 ¢ TNFa
¢ = Influenza oanes i R A
UL H“ll“l:lll”ll 1 y ||||Ul“|||l|||||”l|l_”’"ll“||l||l“|_||"|‘ll|.|ll|||H“lll“ll”l‘l'|||lll|||||||l||||l \H"ll{l:“”

Receptores que : — L P2XTR ‘
contienen icido Fagolisosoma —— \ Maduracié v
e Wy fsosomsl TP/’ | proteina M2
* Desegquilibrio
( e
A =
2 B ST
= i activo
Trars T Complejo
Ikk
| . Inflamasoma
) [ NLRP3
8
TRAF: Bs [
@0 RiPK2 ;
S T N
- ' 1
1 / Mitocondria N Pro-caspase-
IRF7 NF4B (E3®  IRF3 WAPK @D
Caspasa-1
activa
Pro-IL-18
Pro-IL-18
' mml K e |*F ~ j
TNF-a
pro-iL-16
pro-IL-18 ©
£ 2 3

Figura 5. Reconocimiento de Virus Influenza A por receptores de reconocimiento de patrones. La activacidon de TLRs debido
al reconocimiento de RNA viral (TLR3, TLR7) o la unién a patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs; TLR4) recluta
moléculas adaptadoras (MyD88 y TRIF) activando distintas vias de sefializacion que culmina con la activacién de factores de
transcripcion (IRF3/7 y NFkB) para inducir la produccion de IFN tipo |y citocinas inflamatorias (IL-6, TNF, pro-IL-1B e -18). El
reconocimiento de 5'ppp-RNA por RIG-I activa el reclutamiento de MAVS a la mitocondria, el cual induce la produccién de
citocinas a través de IRF3/IRF7. La activacion de NLRP3 mediado por diversos estimulos, dependiente de la proteina M2,
recluta ASC, el cual interactla con pro-caspasa-1 para formar el inflamasoma NLRP3. La activacién de caspasa-1 rompe a
pro-IL-1B e -18 para producir las formas maduras de estas citocinas. Modificado de Pulendran y Maddur, 2014(28).
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Respuesta celular

Macrdéfagos alveolares

Los macréfagos alveolares (AM), en condiciones normales contribuyen a generar un ambiente
inmunosupresor produciendo prostaglandinas, asi como TGFB y acido retinoico, los cuales inducen el
desarrollo de células T reguladoras Foxp3* (Treg). Ademas, la capacidad fagocitica y de presentacién
de antigeno de AM esta disminuida, debido a la baja expresién de moléculas coestimuladoras, sin

embargo, los AM retienen su habilidad de migrar desde pulmén hacia nédulos linfoides(29).

La importancia de estas células en la infeccion por IAV se ha determinado en ratones deficientes de
GM-CSF (inductor de fenotipo AM) y en ratones en los cuales esta subpoblacion celular fue eliminada,
los cuales mueren debido a la infeccion con dosis bajas de influenza. Los mecanismos de proteccion
por AM estan asociados a la prevencién de hipoxia debido a la fagocitosis de células infectadas
apoptoticas y fosfolipidos de surfactante que usualmente se acumulan durante la infeccién y que
interfieren en el intercambio gaseoso (30); supresion de la inflamacién por medio de la interaccion del
receptor de CD200 (CD200R, presente en AM) y su ligando en células epiteliales que inhibe la
produccion de citocinas proinflamatorias y el reclutamiento de leucocitos (31); el receptor scavenger
MARCO (receptor de macréfagos con estructura de colageno, por sus siglas en inglés) también actua
como represor de la inflamacién inhibiendo el influjo de neutréfilos (32), y los macréfagos alveolares
interfieren con la propagacion del virus debido a que secretan interferones tipo |, ya que también

pueden infectarse con IAV (33).

Células NK

Las células NK son linfocitos granulares efectores del sistema inmune innato que son importantes en
el control de las infecciones virales (34). Estas células tienen una representacion importante en

pulmon, la cual aumenta ain mas en respuesta a la infeccion por IAV (35); una citocina importante en
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su reclutamiento es la IL-15(36). Se ha reportado que ratones que carecen de células NK o del gen
que codifica para el recetor de células NK Ncr1, presentan un retraso importante en la eliminacion de
la infeccion (37), aunque existen otros reportes que sugieren que, mas que tener un efecto protector,

contribuyen a la patologia causada por IAV cuando se usan dosis altas de virus (38).

El principal mecanismo de proteccion ante la infeccion por virus influenza es la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés); la cual consiste en el reconocimiento de
células infectadas por medio de receptores Fc de anticuerpos especificos para antigenos virales, los
cuales cominmente se expresan en la superficie de células infectadas (39). Adicionalmente, las
células NK pueden unir acido sialico a hemaglutinina de virus influenza por medio del receptor NCR1
(40). Por otro lado, las células NK participan en la reparacion de tejido pulmonar dafiado por influenza

secretando IL-22 (41).

Células dendriticas

Las células dendriticas (DC) se consideran orquestadoras de la respuesta inmune, debido a que tienen
un papel importante en la iniciacién de la inmunidad adaptativa y en la induccion de tolerancia contra
antigenos propios. Estas células son consideradas células presentadoras de antigeno (APC)
profesionales, ya que tienen la capacidad de presentar péptidos derivados de antigenos endogenos
(a través de MHC clase 1) 0 exdgenos (via MHC clase Il) a células T CD4* y CD8* respectivamente,
iniciandose asi su respuesta. Ademas, pueden presentar péptidos exdgenos via MHC-I a células T

CD8* (presentacion cruzada) (42).

Las células dendriticas se dividen en células dendriticas plasmocitoides CD11co(DCp), las cuales son
la mayor fuente de IFN-a; y células dendriticas de origen mieloide o convencionales CD11chi (cDC).
Estas Ultimas, a su vez se subclasifican en células dendriticas residentes y migratorias. Las DC

residentes se pueden subdividir con base en la expresion de los marcadores CD4+y CD8* (DCs CD8*,
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DCs CD4* y DCs CD8-CD4-). Mientras que las células dendriticas migratorias se subclasifican con
base en la expresion de los marcadores CD103 y CD11b (CD103*CD11b- y CD103-CD11b*). En
condiciones normales en el tracto respiratorio, las DCs CD103*CD11b- se encuentran en el epitelio
respiratorio y tienen la capacidad de extender sus dendritas al lumen alveolar para captar antigeno,
mientras que las DC CD103-CD11b*y las DCp estan localizadas en lamina propia, debajo del epitelio.

Ademas, todas ellas se encuentran en el septo alveolar del parénquima pulmonar(43).

Las DC adquieren el antigeno de IAV por medio de endocitosis de fragmentos procedentes de células
epiteliales infectadas muertas o por la liberacién de viriones, ademas de ser susceptibles a la infeccién
por virus influenza. Una vez capturado el antigeno, las DC entran a un proceso de maduracion dirigido
por la sefializacion de TLR-7 o RIG-I, bajo la influencia de IFN tipo | producidos por macrofagos y DCp.
Después de esto, las DCs maduras adquieren el receptor CCR7 y migran hacia nédulos linfoides (LN)
mediado por quimiocinas como CCL2, CCL5, CCL30 y CCL21 liberadas por células epiteliales y
endoteliales, donde las DCs CD103* pueden transferir el antigeno a DCs CD8*, aumentando asi el

numero de células dendriticas activadoras de células T (28, 43).

Dentro de las poblaciones de DCs existe una division de funciones en LN. Las DCs CD103* migratorias
y las DCs CD8* residentes se encargan de la presentacién cruzada de antigenos virales procedentes
de células apoptoticas infectadas a células T CD8* néive en etapas tempranas de la infeccién. Por
otro lado, las DCs CD11b* estan mas relacionadas con la presentacion de antigenos a células CD8*
en etapas tardias de la infeccion expandiendo el pool de células T efectoras y en la generacion de
memoria central de estas células. Para el caso de células T CD4+ naive, tanto DCs CD103* como

CD103* son eficientes en su activacion(28).
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Inmunidad Adaptativa

La infeccion por el virus influenza induce inmunidad celular representada por células T, e inmunidad
humoral llevada a cabo por anticuerpos secretados por células B. Ambas representan la inmunidad

adaptativa contra el virus influenza (Figura 6).

Respuesta de células T

La eficiente eliminacién de virus influenza y el establecimiento de inmunidad protectora de memoria
requiere de la activacion de linfocitos T citotoxicos (CD8*) y cooperadores (CD4+*). Después de la
presentacion de antigeno por parte de células dendriticas y de la expansidn clonal que ocurre en
nddulos linfoides secundarios, se da una migracién de linfocitos activados hacia el pulmon, la cual esta

regulada por la expresion selectiva de la integrina CD11a (44).

Una vez en pulmon, los mecanismos efectores usados por células T CD8* para eliminar virus influenza
son: (1) lisis de células infectadas por exocitosis de granulos de granzima y perforina, (2) induccion de
apoptosis de células infectadas dependiente de la familia del receptor de factor de necrosis tumoral
(TNFR), debido a la expresién de ligando de FAS o TRAIL, y (3) produccion de mediadores pro-

inflamatorios y reguladores(45).

Las células T CD4* por su parte, han demostrado exhibir actividad citotoxica, sin embargo su principal
papel en la proteccion es la secrecion de citocinas que cooperan con la activacion y diferenciacion de
células T y B. La infeccién por IAV induce diversos fenotipos de células T CD4* cooperadoras (Th)
que se distinguen por el patron de citocinas que secretan. Las células Th2 producen IL-4 e IL-13 y son
consideradas promotoras de respuestas de células B, mientras que las Th1 secretan IFN-y e IL-12,

que estan involucradas en respuestas celulares(45).
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Figura 6. Inmunidad humoral y celular al Virus Influenza. La respuesta inmune celular se inicia después del reconocimiento
de antigenos virales presentados via MHC-I y —Il por APC, lo cual permite la activacién, proliferaciéon y diferenciacién de
células T CD4*y CD8*. Las células T CD4* pueden cooperar directamente para producir anticuerpos o en la respuesta inmune
efectora de células CD8*, las cuales eliminan células infectadas por citdlisis directa o induciendo apoptosis. Los anticuerpos
especificos del dominio globular de HA neutralizan el virus, previniendo la infeccién. Otros anticuerpos, aqui no ilustrados,
dirigidos para otros determinantes antigénicos pueden neutralizar, o bien, cooperar con células NK y macréfagos para
eliminar células infectadas.
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Adicionalmente, las células T reguladoras (Treg) suprime las respuestas T cooperadoras y de células
CD8*, mientras que las células Th17 producen IL-6 que suprime las respuestas reguladoras y
promueve las cooperadoras. Ademas, las células T foliculares (Tfh) promueven la formacion de
centros germinales (GC) en nodulos linfoides secundarios donde se generan anticuerpos de alta

afinidad (42, 46).

Después de la resolucion de la infeccion, existe una fase de contraccion en donde la mayoria de las
células T mueren, mientras que una pequefia poblacién se diferencia en células T de memoria, las
cuales ante una segunda infeccion permiten una respuesta mas rapida y eficiente. El desarrollo y
mantenimiento de estas células en el tracto respiratorio y nddulos linfoides esté altamente regulado
por la persistencia de células dendriticas que les continiian presentando antigeno de influenza. Las
células T de memoria inducidas en una infeccion primaria pueden responder a una subsecuente
infeccion con otra cepa de virus influenza, ya que estds generalmente reconocen epitopos

conservados en proteinas internas como NP y M1 (inmunidad heterosubtipica)(47).

Respuesta de células B

Los primeros anticuerpos que contribuyen a eliminar la infeccién son secretados por células B-1 en
las cavidades pleural y peritoneal. Estos anticuerpos son polirreactivos, de baja afinidad,
principalmente del isotipo IgM y debido a que son producidos en ausencia de infeccion son llamados
“anticuerpos naturales”. Al no ser especificos y ser de baja afinidad, usualmente esta barrera

inmunoldgica es superada por los 1AV (48).

Para que una respuesta de célula B especifica de virus influenza ocurra, el antigeno debe llegar a
nddulos linfoides donde tiene lugar el primer contacto con células B naive. A las 48-72 h después del
inicio de la infeccién, anticuerpos de baja afinidad son secretados por plasmablastos extrafoliculares

(células secretoras de anticuerpos de vida corta). Esta respuesta rapida es importante en infecciones
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primarias porque contribuye a mejorar el pronéstico de la enfermedad y pueden ser producidos en una

manera tanto dependiente como independiente de células T (49).

Algunas de las células B especificas activadas migran hacia los bordes de los foliculos B, donde
interacttan con células T CD4* y comienzan reacciones de centro germinal, que conlleva a la
generacion de anticuerpos de alta afinidad, los cuales son la consecuencia més deseable de la
vacunacion o la infeccion, ya que estas células B son las responsables de la memoria de larga
duracion. Las células de memoria que se generan, ante una reexposicion al antigeno, proliferaran y

secretaran anticuerpos de una manera mas rapida (50).

Los principales isotipos de anticuerpos en la respuesta humoral contra IAV son IgA, IgM e IgG. Los
anticuerpos IgA son producidos localmente y transportados a lo largo de la mucosa respiratoria por
transporte transepitelial proporcionanando proteccion local. Los anticuerpos séricos IgG transudan en
el tracto respiratorio y son los responsables de la proteccion a largo plazo. Los anticuerpos IgM actuan

activando complemento y son indicadores de infeccién primaria (42).

La respuesta de anticuerpos protectores puede ser divida en neutralizantes y no neutralizantes. Los
primeros, usualmente se dirigen hacia el dominio globular de la HA e impiden la union al receptor, por
lo que neutralizan al virion, previniendo la infeccidn. Estos anticuerpos anti-HA se dirigen a al menos
cinco sitios de reconocimiento localizados rodeando al sitio de unién al receptor, los cuales estan
sujetos a variacion antigénica, y debido a esto las vacunas estacionales actuales tienen que ser
reformuladas anualmente. Por otro lado, aunque los anticuerpos anti-NA ofrecen inmunidad permisiva
porque no impiden la infeccion, pero limitan la carga viral interfiriendo con la salida de los viriones al

obstaculizar la actividad enzimética de NA (Figura 7).
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Otros anticuerpos no neutralizantes actuan por diversos mecanismos como activacién de
complemento, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis dependiente de
anticuerpos (ADP); los cuales dependen de la expresion de antigenos virales en la superficie de
celulas infectadas y de la cooperacion con diversos tipos celulares como células NK y macréfagos por

medio de sus receptores Fc (51).

Inmunidad Heterosubtipica

La inmunidad heterosubtipica (HSI) se define como la inmunidad generada por un determinado subtipo
de VIA que protege contra cualquier reto con otro subtipo viral (52). La primera evidencia de IHS fue
reportada por Schulman y Kilbourne, cuando al infectar ratones con una cepa H1N1 y posteriormente
retarlos con una dosis letal de H2N2, presentaron una reduccion en titulos virales, patologia y
mortalidad. Ellos atribuyeron esta proteccion a la induccidn de células T especificas, y descartaron la
inmunidad humoral como mecanismo de IHS debido a que no hubo actividad neutralizante para la
segunda cepa en este experimento (53). Ademas, en humanos, durante la pandemia de 1957 se
observo que individuos que habian experimentado infecciones previas con virus H1IN1, desarrollaron

menos severidad asociada a la infeccion por la cepa H2N2 pandémica (54).

El principal mecanismo de HSI ha sido atribuido principalmente a linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8*,
ya que la mayoria del repertorio esta dirigido a péptidos derivados de proteinas internas altamente
conservadas. Experimentos en ratén apoyan esta teoria: la transferencia adoptiva de CTL procedentes
de animales previamente infectados con una dosis subletal de una cepa de virus influenza, protegen
contra el reto letal con otra cepa; ademas, en ratones deficiente de estas células la proteccion
observada se pierde (42). La participacion de CTL en HSI también ha sido confirmada en humanos,
McMichael et al inocul6 voluntarios con una cepa de virus influenza, y reportd que CTL derivados de

estos tenian actividad cruzada contra otras cepas, mientras que los anticuerpos no (55).
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Figura 7. Mecanismos de proteccién de anticuerpos contra Virus Influenza A (A y B) Anticuerpos IgG o IgA de mucosa
especificos para el dominio globular de la hemaglutinina previenen la infeccion bloqueando la adherencia a
receptores celulares. (C) Anticuerpos anti-tallo de la hemaglutinina previenen la infeccién al inhibir la fusion de las
membranas viral y endosomal. (D) Anticuerpos anti-M2 intracelulares inhiben el ensamblaje del virus al impedir
interacciones necesarias entre M1 y las VRNPs. (E) anticuerpos anti-NA impiden la salida de la progenie viral.
Modificado de Stanekova y Vareckova, 2010(56).
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Las células T cooperadoras CD4+ también contribuyen a HSI. Se ha reportado que en ausencia de
células T CD4+* de memoria, la respuesta de células T CD8* de memoria es defectuosa, o que tiene
cOmo consecuencia una respuesta secundaria limitada de estas células. Por lo que, es necesario que
las vacunas también induzcan respuestas cooperadoras adecuadas, ademas de las células T CD8*

(57).

Por otro lado, a pesar de que en un inicio, la actividad de los anticuerpos parecian no ser relevantes
para HSI, en la actualidad existe interés en la descripcidon y caracterizacién de inmunidad
heterosubtipica mediada por anticuerpos. La respuesta protectora basada en Abs se asocia
principalmente a inmunidad homosubtipica, en donde los anticuerpos se dirigen en mayor medida al
dominio globular de la hemaglutinina, sitio que es altamente variable. Sin embargo, en los ultimos afios
se han descrito anticuerpos, cuyos epitopes se concentran en areas conservadas, como el tallo de
HA, el ectodominio de la proteina M2 y proteinas internas como NP, los cuales han mostrado tener
una alta actividad cruzada y ser protectores in vivo. No obstante, estos anticuerpos son subdominantes

con respecto a los sitios de respuesta homosubtipica localizados en el dominio globular de la HA(58).

Vacunas contra Influenza

Estrategia actual

Actualmente se cuentan con dos tipos principales de vacunas que son administradas anualmente: las
vacunas inactivadas y las de virus vivos atenuados. Las vacunas inactivadas constan de tres o cuatro
cepas de virus influenza (H1N1, H3N2 y B; y dos cepas de virus B, para el caso de las vacunas
cuadrivalentes), sin adyuvante, administradas intramuscularmente, las cuales se preparan mediante

el cultivo en embriones de huevo de las cepas virales que las componen, las cuales son previamente
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manipuladas para que contengan todos los genes internos del virus PR8 (el cual esta perfectamente

adaptado al cultivo en huevo) y los dos genes de las proteinas HA y NA de los virus circulantes.

Las vacunas inactivadas pueden ser presentadas como vacunas de virus completos, los cuales

después del cultivo son quimicamente inactivadas con formalina o [-propiolactona; vacunas
disgregadas, que afiaden un paso extra que consiste en disgregar a los viriones por medio de
detergente, para asi disociar la membrana viral y hacer accesible todas las proteinas; y las vacunas

de subunidades, en la cual la HA de los virus es purificada. Por su parte, las vacunas atenuadas, son

virus adaptados al frio, que se administran intranasalmente, y estdn manipulados para no replicar bien

en el tracto respiratorio, pero si en cavidades nasales (59).

Para ambos tipos de vacunas, el principal mecanismo de proteccion es la induccion de anticuerpos
neutralizantes con especificidad para el dominio globular de la HA, y su efectividad se correlaciona
con ensayos de ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion o neutralizacion, en donde un titulo mayor
0 igual a 40 es indicativo de proteccion. Desafortunadamente, la efectividad de estas vacunas
dependen de una correcta eleccion de las cepas que las componen cada afio, y no son efectivas en
inducir proteccion contra virus ocasionantes de pandemias, por lo que actualmente los esfuerzos se

estan centrando en el desarrollo de una vacuna universal heterosubtipica (59).

Candidatos para el desarrollo de una vacuna universal

heterosubtipica

El enfoque actual para el disefio de una vacuna universal heterosubtipica se basa en el uso de
determinantes antigénicos altamente conservados de células T y/o células B, junto con estrategias
vacunales que aumenten su inmunogenicidad. Dichos determinantes antigénicos suelen estar menos
expuestos al reconocimiento del sistema inmune, y por ende menos sujetos a cambios antigénicos

derivados de la presion inmune (60).
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Vacunas basadas en células T

Como se menciond previamente, las células T son importantes componentes de la inmunidad
heterosubtipica, lo que las ha llevado a ser reconocidas como candidatos para el desarrollo de una
vacuna universal. La mayoria de estas incluyen a las proteinas internas conservadas NP, PA o M1,
las cuales son capaces de generar memoria de linfocitos T CD4+y CD8*. El principal inconventiente
de las vacunas basadas en células T es la amplia variedad de moléculas de antigeno leucocitario
humano (HLA) clase | y Il en la poblacién humana; por lo que en los Ultimos afios se estan tratando

de identificar epitopos altamente conservados que sean capaces de unirse a supertipos de HLA (4).

Algunos ensayos clinicos de propuestas de vacunas universales han sido realizados. La vacuna
basada en células T MVA-NP+M1 consiste en el virus vaccinia Ankara (deficiente en replicacion) que
expresa las proteinas M1y NP de la cepa A/Panama/2007/1999 (H3N2). La vacuna MVA-NP+M1
demostrd ser eficaz, segura e inmunogénica: los individuos vacunados presentaron respuestas de
linfocitos T citotdxicos incrementadas comparado con los controles, y aquellos individuos que fueron
infectados experimentalmente tuvieron una liberacion de viriones por menos dias que aquellos sin
vacunar (61).Otras vacunas han buscado inducir respuesta de tanto células T como de células B
usando epitopos especificos. La vacuna Multimeric-001 esta disefiada con epitopos restringidos a
subtipos de HLA prevalentes en la poblacion humana, lineares y conservados de las proteinas HA, NP
y M1 de virus influenza Ay B unidos a flagelina. Los individuos vacunados presentaron seroconversion,
lisis de células mediado por complemento, y proliferaciéon de células T, parametros indicativos de

inmunogenicidad (62).

Vacunas basadas en el ectodominio de la proteina M2 (M2e)

El ectodominio N-terminal de la proteina M2 (M2e) se encuentra altamente conservado entre subtipos

virales, particularmente entre cepas que infectan una misma especie (>99% de identidad). M2e ha
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mostrado inducir respuestas inmunes heterosubtipicas protectoras basada en anticuerpos y células T
en modelos experimentales animales(63, 64), por lo que es considerado como un candidato para el
disefio de la vacuna universal contra influenza. Sin embargo, la inmunogenicidad de M2e en respuesta
a infeccion natural 0 a vacunacién estacional es pobre debido a la baja densidad de M2 en el virion
con respecto a la concentracion de las glicoproteinas de membrana HA y NA, por lo que para el disefio
de vacunas basadas en M2e se han usado diversas estrategias para aumentar su inmunogenicidad,
como el uso de proteinas acarreadoras (65), conjugado a nanoparticulas de oro(66), como vacunas
de DNA(67), insertado en particulas parecidas a virus (VLPs)(68), entre otras. La eficacia de dos
vacunas basadas en M2e han sido evaluadas en ensayos clinicos: ACAM-FLU-A que consiste de M2e
unido a la proteina del core de hepatitis B (M2e-HBc) y una vacuna de M2e unido a flagelina

(STF2.4xM2e), ambas demostraron ser inmunogénicas (69)

El principal mecanismo de proteccion de las vacunas basada en M2e son anticuerpos no
neutralizantes, los cuales reconocen a su ligando en la membrana de células infectadas y actuan
mediante mecanismos efectores basados en su dominio Fc promoviendo ADCC y/o fagocitosis de
células infectadas. Ademas, se han descrito epitopes de células T CD4+ y CD8* dentro de M2e, los
cuales pueden participar en la proteccion, lo cual ha sido confirmado por experimentos de eliminacion

de células T en ratones vacunados (67, 70).

Vacunas basadas en el tallo de la hemaglutinina

A diferencia de la cabeza de HA, el tallo tiene un alto grado de conservacion en su secuencia. En los
ultimos afios se han descrito anticuerpos dirigidos hacia este dominio, los cuales presentan un alto
grado de reactividad cruzada contra virus con HA del grupo 1, grupo 2, e inclusive algunos tienen

capacidad de reaccionar contra ambos. Estos anticuerpos no inhiben la hemaglutinacion, sin embargo
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son neutralizantes, debido a que interfieren con la fusion de las membranas viral-endosomal al impedir

cambios conformaciones necesarios para la exposicion del péptido de fusion (71).

Al igual que los anticuerpos anti-M2e, los anti-tallo-HA son subdominantes con respecto a los
anticuerpos dirigidos contra la HA. Sin embargo, se ha hipotetizado que la introduccién de un nuevo
virus pandémico (con diferente dominio globular) contribuye a la produccion de estos anticuerpos. Esto
resulta de la observacién de que posterior a la pandemia del 2009, los anticuerpos anti-tallo-HA
aumentaron en pacientes infectados o vacunados(72). Este dato ha sido confirmado también en

raton(73).

Debido a la observacién anterior, con el objetivo de crear una vacuna universal contra virus influenza
basado en anticuerpos anti-tallo, se estan usando estrategias que permitan dirigir la respuesta inmune
hacia este dominio mediante la inmunizacion secuencial de hemaglutininas que varien o carezcan del
dominio globular de HA(74, 75), 0 enmascarando los sitios antigenicos inmunodominantes presentes

en la cabeza, afiadiendo sitios de glicosilacién que impidan el reconocimiento de estos(76).

Finalmente, es importante la continua investigacion de nuevos candidatos antigénicos, asi como de
nuevas estrategias de vacunacién que permitan el desarrollo de una vacuna que sea efectiva contra
cualquier reto de virus influenza. A continuacion se describira una estrategia basada en el
conocimiento de la biologia de las células presentadoras de antigeno, particularmente de células
dendriticas, la cual ha mostrado inducir potentes respuestas de células T y B contra antigenos

particulares, y que podria ser aplicada para el disefio de una vacuna heterosubtipica contra influenza.
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Direccionamiento de antigeno a células dendriticas

Las células dendriticas son determinantes criticos de la vacunacion debido a su papel en la activacion
y regulacién de respuesta de células Ty B. En la periferia, las DC fungen como centinelas que capturan
y procesan antigeno para su presentacion por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad a
células T: las moléculas MHC-I presentan antigeno hacia células T CD8*, mientras que las moléculas
de MHC-II son reconocidas por linfocitos T CD4*. La respuesta inmune inducida por DC depende del
ambiente en el cual el antigeno es capturado: en ausencia de sefales inflamatorias, las DC son
tolerogenicas, mientras que en respuesta a infeccion, inflamacion o en presencia de adyuvante, las

DC maduran e inducen inmunidad de células T efectiva (77).

El conocimiento de la biologia de DC ha permitido su inclusién en dos principales estrategias de
vacunacion, particularmente contra patdgenos intracelulares y enfermedades para la cual la inmunidad
celular es sumamente importante, como el cancer. La primera es la inmunoterapia con DC generadas
ex vivo, cargadas con antigenos, la cual es laboriosa y cara; y la segunda y mas promisoria, que es el
direccionamiento selectivo de antigeno a DC mediante el uso de ligandos naturales o anticuerpos
monoclonales especificos para receptores endociticos, con el fin de incrementar la captacion y

procesamiento del antigeno (78).

El direccionamiento de antigeno a DC surge de la observacion de Snider y Segal de que antigenos
dirigidos especificamente a receptores Fc 0 moléculas de MHC en APC in vitro, resultan en una
presentacion de antigeno a células T incrementada (79). Ademas, estudios in vivo demostraron que
las respuestas humorales y celulares se incrementaban cuando antigenos eran direccionados a

moléculas de superficie en ausencia de adyuvante (80). Posteriormente, se identificaron receptores
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especializados en la internalizacion de antigeno, como los receptores de lectina tipo C (CLR, por sus

siglas en ingles) los cuales han sido los mas usados para esta estrategia de vacunacion (81).

Receptores de lectina tipo C

Las lectinas tipo C unen carbohidratos en una manera dependiente de calcio (Ca?*) usando dominios
de reconocimiento de carbohidratos (CRD, por sus siglas en inglés). Los receptores de lectinas tipo C
(CLR) comprenden una familia amplia de receptores, los cuales unen a sus ligandos a través de uno
0 mas CRD o de dominios parecidos a lectinas tipo C (CTLD, por sus siglas en inglés), los cuales no

necesariamente reconocen ligandos de carbohidratos(82).

Existen dos tipos de CLR en la superficie de DC, tipo | y Il, los cuales se diferencian en la orientacion
de su extremo amino terminal. Los CLR tipo | tienen su extremo amino terminal orientado al exterior
de la célula, mientras que los CLR tipo Il lo tienen orientado al citoplasma. Otra importante diferencia
es que los CLRs tipo | pueden tener varios dominios CRD o CTLD, mientras que los tipo Il hasta ahora

identificados tienen solo uno (82) (Figura 8).

Los CLR expresados por DC interactuan con patégenos a través del reconocimiento manosa, fucosa
y glucano. Debido a esto, los CLR pueden reconocer la mayoria de los patdgenos humanos; la manosa
especificamente permite el reconocimiento de virus, hongos y micobacterias; las estructuras de fucosa
se expresan en ciertas bacterias y helmintos; y los glucanos estan presentes en micobacterias y

hongos (83). La union del ligando al CLR resulta en la endocitosis del antigeno, seguido del transporte

a compartimientos endociticos para su carga a moléculas de MHC y su consecuente presentacion a
células T. Ademas, algunos contienen motivos citoplasmaticos de sefalizacién de activacion o de

inhibicién, por lo que pueden inducir respuestas inmunes diversas (84).
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Figura 8. Lectinas tipo C en células dendriticas. Los receptores endociticos de las células dendriticas
pertenecen en su mayoria a la familia de receptores de lectinas tipo C. Estos son ampliamente
expresados en células presentadoras de antigeno, particularmente en células dendriticas. Todos ellos
tienen dominios de reconocimiento de carbohidratos, que se ilustran en circulos rojos, y algunos
median endocitosis, ya que tienen un motivo basado en tirosinas que dirige la formacién de vesiculas
de clatrina. Aparte algunos de ellos contienen una secuencia sefial basada en aminodcidos acidos (Asp
Glu Asp), que los dirige directamente hacia endosomas tardios, con ello se estimula el procesamiento
y la presentacion de antigeno. Modificado de Figdor et al, 2002(82).
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Los distintos tipos de DC expresan un patrén diferente de CLR, y por lo tanto la eleccion del receptor
al cual se pretende direccionar el antigeno, va depender del tipo de respuesta que se desee lograr y
del subtipo de célula dendritica a la cual se quiere direccionar. Dentro de todos los CLR hasta ahora

descritos, uno de los méas estudiados y promisorios para esta estrategia de vacunacion es DEC-205.

DEC-205

DEC-205 es un receptor tipo | de lectinas tipo-C de 205 kDa que contiene 10 CTLD y un dominio N-
terminal rico en cisteinas seguido de un dominio parecido a fibronectina tipo Il el cual esta involucrado
en interacciones celulares y transporte de antigeno. El tallo citoplasmético de DEC-205 tiene
secuencias que regulan su direccion intracelular y su reciclaje a la superficie de la célula: un motivo
basado en tirosinas (FSSVRY), que dirige el antigeno hacia vesiculas recubiertas de clatrina, y una
triada de aminoacidos acidos (EDE) que permite su direccionamiento hacia endosomas tardios. Por
lo tanto, DEC-205 internaliza antigeno por medio de endocitosis mediada por receptor que permite
una presentacion de antigeno incrementada a células T a través de endosomas tardios y un eficiente

reciclaje del receptor (82).

DEC-205 se expresa en niveles altos en epitelio timico cortical, DC medulares timicas (CD11c+, CD8+)
y otras DC periféricas (CD11c+CD8*, DC de nddulos linfoides y bazo, DC de piel/intersticiales y células
de Langerhans). En humanos, DEC-205 es expresado a niveles intermedios por células B y a bajos

niveles por células NK, células T'y pDC (85, 86).

Los ligandos naturales de DEC-205 no estan aun bien descritos, sin embargo se sabe que dos areas
de esta molecula reconoce ligandos expresandos durante apoptosis 0 necrosis en multiples lineas

celulares. Por lo que se sugiere que la principal funcién de este receptor endocitico es el
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reconocimiento de células muertas para la captura de antigenos propios y la generacién de tolerancia

periférica hacia ellos (87).

DEC-205 fue el primero y ha sido el receptor mas usado para propdésitos de direccionamiento de
antigeno. Diversos reportes en modelo murino han demostrado que en presencia de adyuvante, el
direccionamiento de antigenos hacia DEC-205 incrementa la presentacion de antigeno, proliferacion
y acumulacion de células T CD4+ y CD8* especificas, y su subsecuente diferenciacion hacia células
efectoras(88, 89). De manera relevante, en ausencia de adyuvante, el direccionamiento de antigenos
se asocia con tolerancia de células T, asociado a la generacion de células T reguladoras CD25%(90,
91). Por otro lado, esta estrategia también esta relacionada con un aumento en la respuesta humoral
contra antigenos especificos, lo cual se asocia con un incremento en el numero de células T

cooperadoras(92, 93) (Figura 9).

El potencial de DEC-205 como blanco de direccionamiento de antigeno ha sido evaluado en varios
modelos de vacunacién (Tabla 1). Por ejemplo, en el laboratorio Badillo et al reportaron reduccion en
la carga viral en una infeccion con rotavirus después de la administracion s.c. de un anticuerpo anti-
DEC205 acoplado a la proteina VP6 de este virus. Esta proteccidn fue dependiente de la generacion

de células T CD4* de memoria con un fenotipo Th1 (94).

De esta manera, el direccionamiento de antigenos hacia células dendriticas utilizando DEC-205 como
un modelo de vacunacion contra influenza, representa una alternativa para la generacion de respuesta

inmune heterosubtipica
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Figura 9. Respuestas inmunes inducidas mediante el direccionamiento de antigeno hacia DEC-205. La
inmunizacién de anticuerpos conjugados con anticuerpos anti-DEC-205 en ausencia de adyuvante
lleva a la generaciéon de tolerancia, mediante la induccidn de células T reguladoras. En contraste,
cuando se co-administra una sefial de maduracién para células dendriticas (adyuvante) con el
anticuerpo conjugado, se inicia una respuesta inmune potente de células T citotdxicas vy
cooperadoras. Estas ultimas llevan a un aumento en la respuesta de anticuerpos especificos.
Modificado de Macri et al, 2016(77).
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Tabla 1. Estudios de Vacunacion con DEC-205

Modelo Antigeno (via) Adyuvante \ Resultado Autor, afio
In vitro. NY-ESO-1 Induccién de respuesta de células TCD4*y CD8" a través de | Tsuji et al, 2011(95)
Células la presentacion de antigenos en moléculas de MHC clase | 'y
dendriticas I
derivadas de
monocitos de
pacientes con
cancer
Ratén Antigeno 85B de Anticuerpo Aumento de respuestas humorales y celulares Stylianou et al, 2011(96)
BALB/c Mpycobacterium anti-CD40 Disminucién en la carga bacteriana en pulmones de ratones
tuberculosis infectados con MTB
(MTB) (s.c)
Raton BALB/c LCrV de Yersinia Poly I:.C Induccién de células TCD4* en vias respiratorias y aumento | Do et al, 2012(97)
pestis (i.n.) en respuesta de anticuerpos IgG e IgA en pulmén
Ratén BALB/c Dominio lll de la Poly I:.C Incremento en produccion de anticuerpos especificos y Coconi-Linares et al,
proteina E de respuesta de células T 2013(98)
Virus Dengue
Ratén C57BL/6 = Glicoproteina de Generacién de tolerancia mediante el aumento de células T | Ring et al, 2013(99)
mielina de reguladoras. En el modelo de Encefalomielitis Alérgica
oligodendrocitos Experimental (EAE), los ratones eliminaron la enfermedad
(MOG) en un 90%
Raton 8.3-NOD  Péptido IGRPg6-214 Eliminacion de células T especificas de IGRP2g6-214 €N Mukherjee et al,
asociado a pancreas 2013(100)
diabetes tipo |
In vitro. Péptido asociado TNFa, IL-6, Aumento en respuestas de células T CD8* Saluja et al, 2014(101)
Células a melanoma prostaglandina
dendriticas MART-157.35 =)
derivadas de e lL-1B)
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monocitos de

humano
Ratoén Proteina VP6 de Poly I:C Disminucion en la carga viral después del reto con Badillo-Godinez et al,
BALB/c rotavirus Rotavirus, dependiente de la generacion de células CD4* de | 2015(94)
(s.c.) memoria con fenotipo Thl
Ratén BALB/c ESAT6 de MTB Poly I:C Aumento de células TCD4" productoras de IFN-y e Silva-Sanchez et al,
(s.c.) incremento de actividad citotodxica y reduccién de carga 2015(102)
bacteriana en pulmon
Ratén BALB/c = Antigeno preS de Poly I:Cy CFA | Aumento en la generacion de anticuerpos IgG1 e IgG2a, vy Jing et al, 2015(103)
HBV prevencion de la infeccién en ratones BALB/c
Raton Proteina M1 de Aumento en la expansién de células TCD8" in vitro e invivo | Graham et al, 2016(104)
humanizado | Virus Influenza
HM-T
Raton VILLIN- HA110-120 de 1AV Induccion de proteccion en un modelo de colitis Madwa et al, 2016(105)
HA experimental debido a la generacion de células
TCD4*Foxp3* reguladoras
Raton C57BL/6 | MSPisy MSPs; de Poly I:C Incremento en la produccién de anticuerpos cuando el Amorim et al, 2016(93)
Plasmodium vivax fragmento que contiene epitopos de células TCD4'y B
(MSP4;), mientras que la respuesta humoral no se aumento
cuando solo se direccioné el fragmento que contiene sélo el
epitopo B (MSP1y).
Pollo Hemaglutinina de LPS Aumento dependiente de la dosis en la produccion de Jduregui-Zufiiga et al,
virus aviar H5N2 anticuerpos anti-HA 2017(106)
Ratdn Proteina VP6 de Subunidad no | Disminucion en la carga viral después del reto con Antonio-Herrera et al,
BALB/c rotavirus (i.d. e toxica de la Rotavirus. Infiltracion de células CD4" especificas en el 2018(107)
i.p.) toxina de célera | intestino.
(CTB)
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JUSTIFICACION

Los brotes anuales de infecciones por virus influenza son un problema grave de salud publica a nivel
mundial, se estima que cada afio se infecta aproximadamente el 10-20% de la poblacién mundial,
causando de 3-5 millones casos y hasta 500,000 muertes. Anualmente, la red de vigilancia de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) desarrolla una vacuna trivalente basada en la prediccién de

proximas cepas circulantes, siendo ésta la mejor medida para prevenir infecciones por este virus (2).

Dichas vacunas estacionales promueven respuestas humorales caracterizadas por la generacion de
anticuerpos neutralizantes que se dirigen principalmente hacia el dominio globular de la hemaglutinina
(HA1), el cual es altamente variable (drift antigénico), por lo cual no proporciona proteccién contra
otros subtipos de virus influenza o contra potenciales virus ocasionantes de pandemias que surgen
ocasionalmente por el rearreglo de genes de virus de aves y de cerdos con virus propios de humanos
cuando infectan un mismo huésped (shift antigénico). Debido a esto, son necesarias nuevas
perspectivas para el desarrollo de vacunas que generen una respuesta inmune protectora

heterosubtipica, duradera y de alta afinidad (vacuna universal)(108).

El enfoque actual para el desarrollo de una vacuna universal contra influenza esta dirigido hacia la
seleccion de epitopos conservados de proteinas del virus, como es el caso del tallo de la hemaglutinina
(HA2), el ectodominio de la proteina de la matriz 2 (eM2) y la nucleoproteina (NP), las cuales pueden
generar memoria inmunoldgica y ofrecer proteccion contra retos heterosubtipicos; y por otro lado, a la
utilizacion de estrategias que aumenten la inmunogenicidad de dichos determinantes antigénicos
como el uso de proteinas de fusion, disefio de mutantes, vacunas de DNA, VLPs, uso de adyuvantes,

produccidn de virus recombinantes, entre otras (68, 109-115).
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Adicionalmente, el conocimiento de la funcion de células del sistema inmune ha permitido generar
otras alternativas para favorecer la induccién de una respuesta protectora potente y especifica. De
esta manera, debido a que las DC son las encargadas de iniciar la respuesta inmune adaptativa, al
captar, procesar y presentar antigeno a células T, se ha propuesto que al hacer mas eficiente la
captacion de antigeno en estas células, se puede potenciar la respuesta inmune adaptativa especifica

(116).

En este sentido, el proceso de internalizacion de antigenos por células dendriticas involucra la union
a receptores endociticos selectivamente expresados en su superficie tales como: receptores Fc de las
inmunoglobulinas (CD32), receptores de complemento, integrinas, receptores tipo lectina C (CD209,
CD205, BDCA, langerina, receptores de manosa) y receptores tipo scavenger (LOX-1, CD91, CD36).
Por lo que una estrategia interesante de potenciamiento de la respuesta inmune, es el
direccionamiento de antigenos virales hacia estos receptores endociticos con el objetivo de

incrementar la internalizacion de antigenos especificos (117).

Diversos receptores endociticos han sido identificados en DC que han sido propuestos como blancos
para el direccionamiento de antigeno. Entre ellos se encuentra DEC-205, el cual, es una proteina
integral de membrana perteneciente a la familia de lectinas tipo C, la cual se une a carbohidratos y se
expresa principalmente en células dendriticas, y secundariamente en macréfagos alveolares, células
B y células epiteliales timicas. Este receptor media varias funciones biol6gicas, como la unién y la

internalizacion de ligandos para el consecuente procesamiento y presentacion de antigeno (118).

El potencial de DEC-205 como blanco de direccionamiento de antigenos ha sido evaluado en algunos
modelos de vacunacion. Bonifaz et al., encontraron que el acoplamiento de ovoalbimina a un
anticuerpo monoclonal anti DEC-205 indujo la presentacion de antigeno por células dendriticas en

nddulos linfoides a células T CD4+y T CD8* especificas de esta proteina hasta cuatrocientas veces
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més eficiente que cuando ovalbumina (OVA) fue administrada sin conjugar con el anticuerpo (88, 91).
Por otro lado, la administracién intranasal de un anticuerpo anti-DEC-205 fusionado con la proteina V
de Yersinia pestis, junto con poly I:C, indujo altas frecuencias de células T CD4+ secretoras de IFN-y,
ademas de anticuerpos IgA e IgG en vias respiratorias y pulmén (97). Por ultimo, en nuestro
laboratorio, Badillo et al (94), observd que hubo reduccion en la carga viral en una infeccion con
rotavirus después de la administracion de un anticuerpo anti-DEC205 acoplado a la proteina VP6 de

este virus.

De esta manera, el direccionamiento de antigenos hacia células presentadoras de antigeno utilizando
DEC-205 como un modelo de vacunacion contra influenza, representa una alternativa para generacion
de respuesta inmune heterosubtipica, la cual no ha sido explorada aun, por lo que el objetivo de este
proyecto fue direccionar epitopos conservados de proteinas de virus influenza hacia DC, con el fin de

lograr proteccion heterosubtipica en un modelo murino de infeccidn in vivo por virus influenza.
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HIPOTESIS

El direccionamiento de epitopos conservados de células T y B de proteinas de IAV hacia células
dendriticas por medio de un anticuerpo contra el receptor endocitico DEC-205 proporcionara

proteccion heterosubtipica en un modelo murino de infeccién por el virus influenza.

OBIJETIVO

Determinar si el direccionamiento de epitopos conservados de células T y B de proteinas de IAV hacia
células dendriticas por medio de un anticuerpo contra el receptor endocitico DEC-205 administrado
de manera s.c., confiere proteccion heterosubtipica en un modelo murino de infeccién in vivo por el

virus influenza.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reproducir un modelo de infeccidn heterosubtipica por Virus Influenza en raton BABL/c.

2. Elegir epitopos conservados de proteinas de Virus Influenza A que sean blancos de
anticuerpos y células T CD4+.

3. Entrecruzar bioquimicamente anticuerpos anti-DEC-205 con péptidos sintetizados
bioquimicamente, derivado de los epitopos elegidos.

4. Determinar si la inmunizacion s.c. con los anticuerpos anti-DEC-205 entrecruzados con los
epitopos confieren proteccion en el modelo de infeccion murino.

5. Analizar mecanismos de proteccion especifica.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Animales de laboratorio

Los ratones BALB/c y C57BL6 fueron proporcionado por el Instituto de Biotencnologia (IBT, UNAM,
Cuernavaca, Morelos, México). Para los procedimientos experimentales, los ratones fueron alojados
tanto en las instalaciones del IBT, como de la facultad de Medicina (UAEM, Cuernavaca, Morelos,

México) con ciclos de luz/oscuridad (12h/12h) y provistos con alimento y agua ad libitum.

Células

Las células de rifién de perro Madin-Darby (MDCK; ATCC CCL34) se mantuvieron en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mM de
glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (GIBCO). Los hibridomas NLDC145
(rata anti-raton DEC-205, 1gG2a), l1l-10 (control de isotipo IgG2a de rata), GK1.5 (rata anti-CD4 de
raton, IgG2b; ATCC TIB 207), y M2-1C6-4R3 (ratdn anti-M1 de 1AV, IgG1, ATCC HB64), y las células
CTLL2 se mantuvieron en medio RPMI, suplementado con 10% de FBS, 2mM de glutamina y 20 ug/mL
de gentamicina (GIBCO). Los hibridomas NLDC145 e 11I-10 fueron amablemente donados por el grupo
de Ralph Steinman (Laboratory of Cellular Physiology, The Rockefeller University, New York). Los
hibridomas GK1.5 y M2-1C6-4R3 fueron amablemente donados por el grupo de Jonathan Yewdell
(Laboratory of Viral Diseases, NIH, Washington DC). Las células con fenotipo de DC se derivaron de
médula 6sea de raton en presencia de GM-CSF(Invitrogen) por 9-12 dias, como se describi6

previamente (94).
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Virus

Los virus influenza A/H1N1/New Caledonia/20/99 y A/H3N2/NT/60/68 fueron amablemente donados
por Carlos Arias (IBT, UNAM), Jack Bennink y Jonathan Yewdell (Laboratory of Viral Immunology,
NIAID, NIH, Bethesda, Maryland), respectivamente. Los virus se expandieron in vitro en células MDCK,
0 en embriones de pollo de 10 dias (Alpes, México) infectados e incubados por 48h a 34°C. Para
infecciones in vivo, los virus se adaptaron a ratén por medio de 14 pases seriales en ratones BALB/c,
como se describié anteriormente (119, 120). Los lisados celulares, liquido alantoideo y homogenados

pulmonares infectados se alicuotaron y fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

Péptidos

Los péptidos derivados de secuencia de virus humano de M2 (aa 1-24;
MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD; M2e) (64), de un epitopo de célula B de HA de A/H1N1/New
Caledonia/20/99 virus (aa 331-355; VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG; HA331-355; HAB)(121) y
epitopos de célula CD4+ de HA de A/H3N2/Memphis/102/72 (aa 96-104; AELLVALENQHTIDL;
HACD4)(122) y NP de A/H3N2/NT/60/68 (aa 182-205; VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG;

NPCD4)(123) fueron sintetizados por EZbiolab (Carmel, CA).

Anticuerpos

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales anti-DEC-205, control de isotipo de rata
lgG2b, anti-CD4 y anti-M1 de influenza se cultivaron y purificaron como describié Badillo-Godinez et
al (94). El anticuerpo policlonal de conejo hecho en el laboratorio (anti-OVA) también fue descrito
anteriormente (94). Un anticuerpo policlonal anti-influenza se produjo inmunizando un conejo con una
mezcla de 1AV A/HIN1/New Caledonia/20/99 and A/H3N2/NT/60/68 (anti-FLU). El anticuerpo
monoclonal anti-M2 14C2 (IgG1) se compré de ABCAM. Los anticuerpos secundarios policlonales anti

rata IgG de conejo (Sigma), anticuerpos policlonales conjugados a peroxidasa (HRP) anti raton 1gG1
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e IgG2 de conejo (Zymed), anti raton IgG de cabra (Jackson Immuno Research) y anti conejo IgG de
cabra (Dako) se usaron para diferentes procedimientos experimentales. Para citometria de flujo, el
mADb anti-raton CD11c (HL3)-biotina, streptavidina conjugada a APC o FITC y el anticuerpo policlonal
anti-ratén 1gG-FITC de cabra fueron adquiridos de Biolegend, el anticuerpo policlonal anti-rata-lgG-

Alexa488 de cabra se adquirié de Life Technologies.

Métodos

Titulacion de Virus

Las unidades formadoras de focos (ffu) se evaluaron en homogenados de pulmén infectados con IAV.
Los homogenados se diluyeron serialmente quedando finalmente en medio DMEM conteniendo
1ug/mL de tripsina tratada con 1-(tosilamida-2-fenil) etil clorometil cetona (TPCK)(Sigma), y 100 uL de
cada dilucién se uso para infectar una monocapa de células MDCK en placas de 96 pozos por 1h a
37°C. Después de este tiempo, el medio de infeccion se reemplazé con medio fresco DMEM vy se
incubd por 16h a 37°C. Las células se fijaron con acetona 80% en PBS y se incubaron con anti-FLU
Ab por 1h a 37°C. Las células se lavaron y se agreg6 el anticuerpo secundario policlonal cabra anti-
conejo IgG-HRP, y se incub6 por 1h a 37°C. Después de lavar, se agreg6 el sustrato (3-amino-9-etil
carbazol en buffer acetatos 0.1M, Sigma), y después de 5 minutos a TA, las placas se lavaron con
agua destilada. Los focos de infeccidn se contaron en un microscopio de luz y se expresaron como
ffu/mL. La DLso de los homogenados de pulmdn en raton se llevaron a cabo siguiendo el método

descrito por Reed Muench (124).

Las unidades formadoras de placas (pfu) se evaluaron en liquido alantoideo infectado con IAV. Este
se diluy6 en base 10 en medio DMEM con 1ug/mL de tripsina tratada con TPCK, y 1 mL de cada

dilucién se us6 para infectar una monocapa de células MDCK en placas de 6 pozos por 2h a 37°C a
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37°C. Después de este tiempo, el medio de infeccidn se descarté y 3 mL de agar noble 0.5% (Difco)
en medio DMEM suplementado con penicilina/streptomicina y tripsina tratada con TPCK (1ug/mL) se
agrego a las células. Después de 2-3 dias de incubacion a 37°C, se agregaron 1.5 mL de
paraformaldehido 2% en PBS a cada pozo por 2h a TA. Después de lavar con PBS, las células fijadas
se tifleron con cristal violeta 1% en etanol por 5 min, se lavaron con agua destilada y las placas de

infeccion se contaron en un microscopio invertido. Las placas de infeccidn se expresaron como pfu/mL.

Entrecruzamiento quimico de anticuerpos monoclonales con péptidos u OVA

Los anticuerpos monoclonales anti-DEC-205 y su control de isotipo se activaron individualmente con
succinimidil-4-(N-maleidometil)-ciclohexano-1-carboxilato (SMCC)(Pierce), mientras que los péptidos
y OVA (Sigma) se activaron independientemente con reactivo de Traut (2-iminotiolano; Pierce).
Después de este proceso, mAbs y antigenos se dializaron separadamente (con excepcion de los
péptidos debido a su pequefio peso molecular) y se mezclaron 1:1 (peso:peso) por dos dias a 4°C.
Después de este periodo, el antigeno no unido se removid pasandolo por un filtro para centrifuga con
corte de 100 kDa (Amicon). Los conjugados resultantes fueron sujetos a SDS-PAGE, Western blot y

slot-blot.

SDS-PAGE y Western blot

Para caracterizar los anticuerpos entrecruzados con los antigenos, los conjugados se resolvieron en
geles de acrilamida 10-12% y se tifieron con azul de coomasie o por tincion con plata. Para confirmar
la especificidad de los conjugados, lisado de BMDC, células MA104 y el propio anti-DEC-205
purificado se resolvieron en condiciones reductoras (144mM de 2-mercaptoetanol; 2-ME) en un gel de
acrilamida al 12% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa por 1h a 200V, usando un mini trans
blot (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con buffer bloqueador (5% de leche libre de grasa y

0.05% de Tween-20 en PBS) por 1h a TA. Después de lavar con Tween-20 0.05% en PBS, las

58



membranas se incubaron con el anticuerpo anti-DEC-205 purificado (10 ug/mL) toda la noche (ON) a
4°C. Al dia siguiente, la membrana se lavé y se incub6 con un anticuerpo de conejo anti-rata (1:1000
en buffer de bloqueo) por 1h a 37°C, seguido del anticuerpo secundario de cabra-anti conejo-HRP
(1:8000 en buffer de bloqueo). La membrana se lavo y se adicionaron 300 pL de luminol + 300 L de
solucién oxidativa (Perkin Elmer), exponiendo la membrana a una pelicula de exposicion fotografica

(SO-170 Flex GP Kodak) por 5 minutos en la oscuridad.

Para confirmar el entrecruzamiento de a-DEC-205 y control de isotipo con el péptido M2e, se realiz6
un gel con un tercio de acrilamida 15% (abajo) + dos tercios de acrilamida 10% (arriba), esto para
separar los anticuerpos conjugados (de alto peso molecular) con el péptido M2e (muy bajo peso
molecular, 2.4 kDa). Las muestras se resolvieron bajo condiciones reductoras y no reductoras (2-ME)
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se bloquearon como se describié en el procedimiento
anteriormente descrito. Las membranas se trataron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-IgGs
de rata o con un anticuerpo anti-M2e (14C2) diluido en 1:1000 en buffer de bloqueo. Posteriormente,
se agregaron los anticuerpos secundarios (Ab policlonal de cabra anti-IgG de conejo-HRP 6 cabra
anti-lgG1 de ratén-HRP, respectivamente diluidos en buffer de bloqueo 1:2500) por 1h a 37°C.
Después de lavar se agregd el luminol a cada membrana y se captur6 la sefial en el equipo Odyssey

Fc (LI-COR).

Slot-blot
Para calcular la cantidad de péptido M2e unido a los anticuerpos (a-DEC-205:M2e and isotype:M2e)

se realiz6 un ensayo de slot blot. Diluciones seriales de péptidos M2e y HAs31.355 (control negativo), asi
como de los conjugados, se inmovilizaron en una membrana de nitrocelulosa usando el equipo Hybri-
Slot Manifold (Biometra). Las membranas se trataron como en el procedimiento de western blot

descrito anteriormente, usando el mAb 14C2 como anticuerpo primario, y el anticuerpo policlonal de
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cabra anti-IgG1 de ratén-HRP como anticuerpo secundario. La cantidad de M2e de péptido unido a
los conjugados se extrapol6 de una curva estandar construida con la sefial emitida por péptido libre

M2e.

Inmunizacion y Reto

Grupos de 4-6 ratones se inocularon s.c. tres veces, cada 21 dias con los anticuerpos conjugados con
los péptidos ¢ con los péptidos libres, todos los grupos en presencia de 50 ug/raton de poly I:C
(Amershan BioSciences) como adyuvante. Antes de cada inmunizacion (dias 0, 21 y 42), los ratones
fueron sangrados para obtener suero y analizar los niveles de anticuerpos. Dos semanas después de
la tercera inmunizacion (dia 57), los ratones fueron anestesiados con isofluorano (Soflorane Vet, PisA
Laboratory) y retados i.n. con 50 pL de PBS conteniendo 30LDso de IAV A/H3N2/NT/60/68 6
A/H1N1/New Caledonia/20/99. La morbilidad (pérdida de peso) y la mortalidad se monitore6 cada 24
horas por 10 dias. Por razones éticas, los ratones que perdieron mas del 25% de su peso inicial fueron

sacrificados y se consideré como una muerte relacionada a la infeccién por IAV.

Eliminacion de células T CD4*

Para evaluar el papel de las células T CD4+ efectoras en la proteccion en contra del reto letal por IAV,
ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e fueron inoculados i.p. con 2.5 mg de anticuerpo purificado
anti-CD4 (GK1.5) en los dias -3, 0 y +3 con respecto al dia del reto con IAV. Este tratamiento induce
la eliminacion de mas del 99% de las células T CD4*en el bazo determinado por citometria de flujo.

La mortalidad de los ratones se evalué como se describié anteriormente.

Transferencia pasiva de suero

Ratones naive se transfirieron con 350 L de un pool de sueros obtenidos de ratones inmunizados con

a-DEC-205:M2e (post tercera inmunizacion) 6 el mismo volumen de un pool de suero obtenido de
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ratones inmunizados con PBS + adyuvante (mock sera). La mortalidad de los ratones se evalué como

se describié anteriormente.

Deteccion de anticuerpos séricos especificos de M2e o HAB

Placas de 96 pozos de alta afinidad (Costar) se cargaron con 400 ng/pozo de péptido sintético M2e o
HAB diluidos en buffer de carbonatos 0.1M (ph 9.6), ON a 4°C. Después, los pozos se lavaron con
buffer de bloqueo (leche libre de grasa 5% en PBS 0.05% de Tween-20) por 2h a TA. Después, un
pool de suero de ratones inmunizados se diluy6 1:200 para motivos de tamizaje de anticuerpos, o
1:500 a 1:128,000 con propdsitos de titulacion, en buffer de bloqueo y 50 L de cada dilucién se afiadid
a cada pozo y se incub6 por 2h a 37°C. Las placas se lavaron con PBS/Tween-20 0.05% y se
agregaron en 50 L de buffer de bloqueo el anticuerpo secundario: anti-raton IgG-HRP (1:2500), anti-
raton IgG1-HRP (1:500) o anti ratén IgG2a (1:500), y se incubaron por 1 hora a 37°C. Después de
lavar, se agregaron 50 pL del sustrato (o-fenilendiamina; Sigma) y se incub6 por 15 minutos a TA. La
reaccion se par6 con HoSO4 2M y las placas se leyeron a 492 nm en un espectrofotdmetro para placas

de 96 pozos (BIOTEK, Instruments).

Ensayo de neutralizacion de |IAV

Los niveles de anticuerpos neutralizantes en contra de IAV en suero experimental se analizaron en un
ensayo de neutralizacion de reduccion de antigeno basado en ELISA (NELISA). Un pool de suero de
ratones inmunizados, suero de conejo policlonal anti-FLU & suero de raton preinmune se diluyeron
serialmente (base 2) en medio DMEM en placas de 96 pozos, y 50 L de cada dilucién se mezcld con
100 pfu de IAV H1IN1/New Caledonia/20/99 (liquido alantoideo). Después de 1 h de incubacion a 37°C,
la mezcla se afiadié a una monocapa de células MDCK en placas de 96 pozos, y se incub6 por 1h a
37°C. Después de este tiempo, el inoculo se reemplazé con medio DMEM fresco con 1ug/mL de

tripsina tratada con TPCK y se incub6 por 18-20h a 37°C. Las placas se congelaron y descongelaron
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tres veces para liberar el antigeno viral, y la carga de antigeno viral se determind por un ensayo de
ELISA. Para esto, placas de 96 pozos se cargaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-FLU
(1:8000) en PBS ON a 4°C. Los pozos se bloquearon con buffer de bloqueo por 2h a TA'y 50 pL de
los lisados celulares se afadieron y se incubaron por 1h a 37°C. Las placas se lavaron, y se afiadid
50 uL de anticuerpo anti-M1 (HB64) en buffer de bloqueo (1:100) y se incubd por 1h a 37°C.
Finalmente, 50 pL de anticuepro de conejo anti-raton IlgG1-HRP (1:500) se diluyo en buffer de bloqueo
y se incubd por 1h a 37°C. La adicién del sustrato y la lectura de placa se realizé de acuerdo al ensayo

de ELISA antes descrito.

Ensayo de proliferacion de células CTLL2 (dependientes de [L-2) con

sobrenadantes de células de bazo de ratones inmunizados

Quinientos mil esplenocitos de ratones inmunizados fueron estimulados por 96 horas en 500 pL de
RMPI con suero con 5ug de péptido (segun cada caso), como controles positivos liquido alantoideo
infectado con IAV previamente irradiado con luz ultravioleta por 15 minutos 6 5 ug de concavalina A
(CoA), y como controles negativos liquido alantoideo sin infectar irradiado 6 RPMI solo. Después de
la incubacion se recupero el sobrenadante y se afadié 50 UL de cada uno a una placa de 96 pozos, a
la cual se agreg6 otro volumen igual de RPMI conteniendo 5 x 104células CTLL2 que previamente
fueron privadas de IL-2 por dos horas. Se incubaron a 37°C por 22 horas y después se agregaron 20
uL de MTT (5 ug/mL en PBS) y se incubaron 5 horas a 37°C. Posteriormente se agregaron a cada
pozo 100 uL de SDS/HCI 0.01M, y se dejo toda la noche a 37°C. Se resuspendié y se ley6 la placa a

570 nm.
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Proliferacion de células de bazo de ratones inmunizados estimuladas con los

epitopos por medio de la tincion con CFSE

Quinientos mil esplenocitos de ratones inmunizados se tifieron con carboxiflurosceina (CFSE, 5uM) y
se estimularon por 96 horas en 500 mL de RMPI con 5ug de péptido (segun cada caso), como
controles positivos liquido alantoideo infectado con IAV previamente irradiado con luz ultravioleta por
15 minutos 6 5 ug de concavalina A (CoA), y como controles negativos liquido alantoideo sin infectar
irradiado 6 RPMI solo. Posterior al tiempo de incubacion, las células se lavaron tres veces con PBS y
se fijaron con paraformaldehido al 2%, las cuales permanecieron a 4°C hasta que se analizd por

citometria de flujo.

Citometria de flujo

BMDC se colectaron y se lavaron dos veces con binding buffer (BB;0.01% de azida de sodio, 2mM de
EDTA, y 2% de FBS) mas 2% de suero de conejo (para bloquear receptores Fc), se resuspendieron
en el mismo buffer y se incubaron por 30 min a 4°C. Las células se lavaron con BB y se resuspendieron
en 100 L de BB conteniendo los mAbs anti-CD11c-biotina y anti-DEC-205, y se incubaron por 20 min
a 4°C. Después de lavar, las células se resuspendieron en 100 UL de BB conteniendo streptavidina-
APB, y cabra anti-rata IgG-alexa488, y se incubaron por otros 20 min a 4°C. Finalmente, las células
se lavaron, se fijaron con 100 uL de paraformaldehido 2% a TA por 20 min, y 10,000 células por
muestra se adquirieron y analizaron con el citmetro FACS Aria-Il (Beckton Dickinson). El analisis
(gating) se realizd con el software Flow Jo (Tree Star, Inc). Cuando los conjugados se usaron, se
usaron los anticuerpos de ratén anti-M2e o anti-OVA seguidos del anticuerpo de cabra anti-ratén IgG-

FITC.

63



Andlisis Estadistico

Las pruebas estadisticas ANOVA de una via, comparaciones multiples de Dunnett y la prueba de

Fisher se realizaron usando Graph Pad Prism version 6.0 (Graph Pad, Software Inc, La Jolla CA).
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RESULTADOS

Desarrollo de un modelo murino de infeccion por Virus

Influenza A
Los modelos animales de laboratorio son muy utiles para la evaluacion preclinica de potenciales

vacunas y compuestos antivirales. En ellos se puede investigar la seguridad de dicha vacuna o
compuesto, y su eficacia en prevenir o moderar la infeccién. En este sentido, el ratén es el modelo
méas usado en la investigacion con el virus influenza, debido a su practicidad, tamafio, costo,
requerimientos para su mantenimiento, y disponibilidad de reactivos especificos (3). Aunque el ratén
no es naturalmente susceptible a la infeccion por IAV, muchas cepas pueden ser adaptadas para
infectar a esta especie por medio de pases consecutivos del virus en pulmén. El proceso de adaptacion
a raton resulta en la ganancia de mutaciones en maltiples genes, principalmente en el gen que codifica
ala HA, el cual es el principal factor de virulencia debido a sus funciones de unién al receptor y fusion
de las membranas viral y endosomal (119). Con esto, se generan variantes genéticas con la capacidad
aumentada de reconocimiento de receptores virales en ratdn y por lo tanto con la capacidad de

replicarse en dicho hospedero.

En el presente proyecto se desarroll6 un modelo murino de infeccidn por IAV con el objetivo de evaluar
proteccion heterosubtipica en el modelo de vacunacion que se propuso para este trabajo. Para ello,
las cepas A/H1N1/New Caledonia/99 y A/H3N2/NT/60/68 fueron adaptadas en ratones hembras de la
cepa BALBI/c realizando catorce pases en pulmén para cada uno, como se explica en materiales y
métodos. En el tltimo pase (pase 14), se infectaron 20 ratones, y se realiz6 un pool de lisado pulmonar
que se recuperd a las 72 horas de infeccion, el cual fue almacenado a -80°C hasta su uso. Los lisados

pulmonares fueron titulados por ensayo de focos de infeccion y se determiné la dosis letal 50 (DLso)
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infectando i.n. grupos de ratones con diversas diluciones de cada lisado. La figura 10 muestra que
ambos lisados pulmonares son capaces de inducir morbilidad (pérdida de peso) y mortalidad en
ratones de la cepa BALB/c. La siguiente tabla resume los datos de titulacién para cada lisado

pulmonar.

Tabla 2. Titulacion de lisado pulmonar de Virus Influenza A adaptados a ratén

Titulo (uff/mL) DLso
A/HIN1/New 6.3 x 10° 315 uff
Caledonia/99
A/H3N2/NT/60/68 1.2 x 108 600 uff

Epitopos conservados de proteinas de Virus Influenza A
blancos de anticuerpos y células T CD4*

Los candidatos al desarrollo de una vacuna universal son el ectodominio de la proteina M2, el tallo de
la hemaglutinina y epitopos de células T de proteinas conservadas, como NP 6 M1. El objetivo del
presente proyecto fue seleccionar epitopos lineales conservados provenientes de estos dominios para
posteriormente sintetizar péptidos derivados de ellos y luego ser acoplados bioquimicamente al
anticuerpo a-DEC-205. Después de realizarse una extausiva revision bibliografica, seleccionamos dos
epitopos de células CD4* (uno de NP y otro de HA), y dos epitopos duales, que contienen
determinantes antigénicos, tanto de células B como de células CD4+* (ectodominio de la proteina M2,

M2e; epitopo de célula B del tallo de HA; HAB). La tabla 3 muestra las secuencias para cada epitopo.
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Figura 10. Determinacién de dosis letal 50 para los lisados pulmonares infectados con Virus Influenza A. Grupos de 4 ratones
se infectaron via i.n. con diluciones de los lisados pulmonares del pase 14 infectados con A/HIN1/New Caledonia o

A/H3N2/NT/60/68. La DLso se indica. Se muestra el comportamiento como pérdida de peso (A) y Sobrevida (B) para cada
grupo experimental.
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Tabla 3. Epitopos conservados de proteinas de Virus Influenza A

Anticuerpos anti-M2e:
CCDA, FDA.
Epitopo CD4 Células Th17 que atraen
neutrdfilos despues de la
infeccion, cooperacién en
produccion de
anticuerpos(125, 126).
Interfiere con la fusion de
las membranas viral y
endosomal, cooperacion
en produccién de
anticuerpos (121, 127)
Cooperacion con células B
y T(123)

MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD ~ CD4 (H-2°
-A9

M2e

HAB  VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG ~ CD4 (H-2¢
I-E9

Epitopo CD4

NPCD4 AVKGVGTMVMELIRMIKRGINDRN — H-2¢|-Ad

H-2¢1-A°  Cooperacién con células B

HACD4 AELLVALENQHTIDL
y T(122)
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Produccion de anticuerpos a-DEC-205 entrecruzados
bioquimicamente con epitopos conservados de proteinas de
virus influenza

Purificacion del anticuerpo a-DEC-205

NLDC145 es un hibridoma de rata que produce un anticuerpo monoclonal de la clase IgG2a con
selectividad para células dendriticas murinas. Reacciona fuertemente con células de Langerhans en
la piel en areas de células T de drganos linfoides periféricos y en poblaciones derivadas de
progenitores de médula 6sea tratados con GM-CSF(128). Este hibridoma fue producido por Kraal et
al en 1986, al inmunizar ratas Wistar con estroma de nddulos linfoides de raton emulsificados con
adjuvante completo de Freund para posteriormente fusionar células de bazo con células de mieloma
SP2/0. (129). Posteriomente se determind que era especifico de una glicoproteina integral de
membrana de 205 kDa (DEC-205), receptor presente principalmente en DC, que promueve la
internalizacion y hace mas eficiente la presentacion de antigeno hacia células T en nodulos linfoides
periféricos, por lo que esta siendo investigado en la actualidad como un posible candidato para el

desarrollo de vacunas basadas en células dendriticas (130).

El anticuerpo a-DEC-205 se purificd mediante el cultivo del hibridoma NLDC145 obteniendose 14 mg
en un volumen de 14 mL (concentracion 1 mg/mL). Para comprobar la funcionalidad de este
anticuerpo, se derivaron células dendriticas de médula 6sea (BMDC) de ratdn por medio del estimulo
con GM-CSF y se tifieron con los anticuerpos a-DEC-205 y a-CD11c-biotina, seguido de un anticuerpo
anti IgGs de rata marcado con Alexa488 y streptavidina-APC. Al realizar el analisis por citometria de
flujo se observd que el anticuerpo a-DEC-205 reconoce el 22.4% de las células tefiidas, que
representa el 29% de las células positivas a CD11c, marcador de linaje de células dendriticas. Por

otro lado, el anticuerpo a-DEC-205 reconocio a su ligando en un ensayo de Western blot cuando se
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corri6 el lisado de BMDCs. Esto se evidencio por la aparicion de una banda entre la sefial de las
bandas de 100 y 250 kDa del marcador de peso molecular, sugiriendo que es DEC-205 (205kDa)
(Figura 11). En el mismo ensayo se us6 como control del anticuerpo secundario (anti-lgG de rata-
HRP) el propio a-DEC-205, apareciendo en la imagen dos bandas de aproximadamente 50 y 25 kDa,
tratdndose de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que fueron reducidas por el tratamiento con
2-ME. Estos resultados concuerdan con los datos reportados por Badillo-et al (94) e indican que el

anticuerpo purificado es funcional.

Entrecruzamiento del anticuerpo a-DEC-205 con péptidos derivados

de epitopos conservados de proteinas de Virus Influenza

Una vez purificado el anticuerpo a-DEC-205 se procedi6 a conjugarlo quimicamente con los péptidos
sintetizados a partir de la secuencia de los epitopos conservados de proteinas de IAV previamente
elegidas, y OVA como antigeno irrelevante. Para ello se usaron dos entrecruzadores, el reactivo de
Traut, el cual reacciona con grupos amino presentes en los péptidos, proveyendo un grupo sulfhidrilo
(-SH), que al ponerse en contacto con el anticuerpo previamente tratado con el entrecruzador sulfo-
SMCC, permite formar un enlace tioetér entre péptido y anticuerpo. Como se aprecia en la figura 12
los anticuerpos entrecruzados presentan un aumento en su peso molecular con respecto al anticuerpo
sin entrecruzar, indicando que los péptidos se conjugaron eficientemente al anticuerpo. Aunque no se

muestran aqui, los péptidos también fueron entercruzados con el anticuerpo control de isotipo I11-10.
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Figura 11. Deteccién de DEC-205 por anticuerpo purificado del hibridoma NLDC145. (A) Células dendriticas derivadas de
médula ésea (BMDCs) fueron tefiidas con los anticuerpos a-DEC-205 y a-CD11c-biotina, seguidos de a-Rata-Alexa488 y
streptavidina APC. (B) Western blot con lisado de BMDC revelado con el anticuerpo a-DEC-205, seguido de un anticuerpo
a-1gGs de rata-HRP. Como control negativo se corrié un lisado de células MA104, y como control del anticuerpo a-Rata se
utilizé el propio anticuerpo a-DEC-205. Todas las muestras fueron hervidas y tratadas con 2-ME.
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Figura 12. Entrecruzamiento quimico del anticuerpo a-DEC-205 con péptidos conservados de proteinas de IAV. Se realizé un
gel de acrilamida al 12% en donde se corrieron los anticuerpos entrecruzados biogquimicamente con los péptidos. Posterior
a la corrida electroforética el gel se tifié con azul de coomasie. En la imagen se observa un aumento en el peso molecular,
con respecto al peso del anticuerpo sin entrecruzar, indicando la presencia de péptidos unidos.
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Inmunogenicidad de los anticuerpos conjugados (prueba de
concepto)

Una vez que se conjugaron los anticuerpos a-DEC-205 y el control de isotipo con cada péptido u OVA
como antigeno irrelevante, se procedid a evaluar su inmunogenicidad. En un primer analisis
exploratorio se realizé una serie de experimientos en donde grupos de ratones hembra BALB/c fueron
inmunizados via s.c. tres veces (cada 21 dias) con 10 ug/ratén total de cada anticuerpo conjugado 6
Sug /raton de péptido libre, todos en presencia de 50 ug de poly I:C como adyuvante en PBS. Previo
a cada inmunizacién, los ratones fueron sangrados para el analisis de la respuesta de anticuerpos, y
posterior a la Ultima inmunizacion retados con 30LDsp de virus H3N2 como muestra la figura 13. Es
importante mencionar que para estos experimentos preeliminares no se determind la cantidad exacta
de péptido que estaba unido a cada anticuerpo, y se consideraron 10 ug de anticuerpo entrecruzado

total.
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Inmunizacidn subcutanea Reto intranasal con Virus Influenza

/—/% 30LDsyof A/HIN1/New

Caledonia/20/99 6 A/H3N2/NT60/68
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cada inmunizacion para obtener
suero

Figura 13. Esquema de inmunizacidn de anticuerpos entrecruzados con péptidos derivados de epitopos conservados de
proteinas de IAV. Grupos de ratones BALB/c fueron administrados via s.c. con los anticuerpos entrecruzados, los péptidos o
PBS como control, todos en presencia de 50 ug de poly I:C, como adyuvante en los dias 0, 21 y 42. Previo a cada inmunizacién
se tomd una muestra de sangre para evaluar la respuesta humoral especifica. En el dia 57, los ratones fueron retados con
30DLsp i.n de Virus Influenza A HIN1/New Caledonia/20/99 6 H3N2/NT/60/68 y se monitored la pérdida de peso vy la

sobrevida diariamente.
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Analisis de respuesta de anticuerpos

Con el objetivo de evaluar la respuesta de anticuerpos séricos cuando fueron direccionados los
epitopos M2e y HAB a DEC-205, se realizaron ensayos de ELISA directo, en los que se cargaron 400
ng de cada péptido por pozo en placas de 96 pozos, y posteriormente se agregd un pool de sueros
correspondiente a cada grupo experimental. El anticuerpo secundario usado fue un cabra anti-IgGs
de ratdn conjugado con peroxidasa. La figura 14 muestra que el direccionamiento hacia DEC-205 del
epitopo M2e incrementa de manera importante la respuesta de anticuerpos desde la segunda
inmunizacién, comparado con el tratamiento con péptido libre o isotipo:M2e, en los cuales aumenta
hasta después de la tercera inmunizacion, pero sin alcanzar los niveles detectados con a-DEC-
205:M2e. En cambio, con el péptido HAB la produccion de anticuerpos es baja y no parece influir
cuando es direccionado hacia DEC-205. Estos resultados demuestran que la respuesta humoral en
ratones BALB/c hacia el epitopo M2e se eficientiza cuando el péptido es direccionado hacia DEC-205,

pero no es el caso con el péptido HAB.

Evaluacion de proteccion ante el reto con |AV

Después de 15 dias de la Ultima inmunizacién con cada tratamiento, los ratones fueron retados i.n.
con 30LDso de virus influenza A/H3N2/NT/60/68 con el objetivo de analizar la proteccion que induce
cada uno de ellos. La figura 15 resume los resultados de sobrevida para todos los grupos
experimentales en esta serie de experimentos preeliminares. En ella se puede observar que el grupo
que recibié a-DEC-205:M2e incrementa al doble la sobrevida (66.6%) con respecto al grupo que fue

administrado con péptido M2e libre (33.3%) o los grupos control a-DEC:OVA o PBS (0%).
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Figura 14. Cinética de anticuerpos anti-M2e y anti-HAB en ratones inmunizados. Seis ratones por grupo fueron inmunizados siguiendo el
protocolo descrito en materiales y métodos. Se realizé un pool de suero para cada grupo experimental (1:200 en PBS) y fueron evaluados
por un ensayo de ELISA directo usando los péptidos M2e y HAB como antigeno y un anticuerpo de cabra anti-IgGs de raton-HRP como
anticuerpo secundario. Se muestran cuatro experimentos representativos en donde se compara la eficiencia del direccionamiento de
antigeno con los grupos control de péptido libre o isotipo entrecruzado con péptido.
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Figura 15. Sobrevida de ratones vacunados con anticuerpos conjugados con péptidos conservados de proteinas de
Virus Influenza. 3-6 ratones por grupo fueron inmunizados con los anticuerpos conjugados y retados con 30DLsg
siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. La grafica muestra la sobrevida total de cada grupo
experimental, representado en barras normalizadas al 100%. La sobrevida se muestra en barras azules y la
mortalidad en barras negras. El nimero de ratones vivos y muertos se describe en cada barra con ndmeros
blancos. El nimero total de ratones usados en cada grupo se muestra arriba de cada barra.
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Por otro lado, los grupos experimentales que fueron administrados con péptidos derivados de células
T CD4* (HACD4 y NPCD4), por si mismos indujeron un aumento de sobrevida con respecto a los
grupos control del 33.3% y 66.6% respectivamente. Sin embargo, al direccionarse estos epitopos hacia
DEC-205 esta proteccion se perdio resultando en una mortalidad del 100% para ambos grupos

experimentales (a-DEC-205:HACD4 y a-DEC-205:NPCD4).

De manera relevante, cuando fueron direccionado de manera conjunta los epitopos M2e y NPCD4
hacia DEC-205 (a-DEC-205:M2e/NPCD4; 10 ug de a-DEC-205:M2¢ + 10 ug de a-DEC-205:NPCD4),
se muestra una disminucion en la proteccion que habia mostrado el grupo a-DEC-205:M2e (de 66.6
a 25%), mientras que la administracion de péptidos libres M2e y NPCD4 proporcionaron un aumento
de la sobrevida del 40%, el cual es muy similar a lo que fue encontrado con la administracion del
péptido M2e, pero menor al que fue mostrado con péptido NPCD4. Estos resultados preliminares
sugieren que el direccionamiento de M2e hacia DEC-205, el cual contiene epitopos tanto de células T
CD4* como de células B, incrementa la sobrevida ante un reto con IAV, mientras que cuando se
direccionan los epitopos de células T CD4* (NPCD4 y HACD4) parece suprimirse la proteccién que

los péptidos NPCD4 y HACD4 ofrecen.
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Estimulacion antigeno especifica en células de bazo de ratones

vacunados

Una interrogante que surgio de los experimentos anteriores cuando los epitopos de células T CD4*
fueron direccionados hacia DEC-205, fue que, al no tener control de cuanto péptido se estaba
entrecruzando con el anticuerpo, y por ende no se sabia cuanto antigeno estaba siendo direccionado,
probablemente estaba siendo insuficiente para lograr el efecto deseado al ser direccionados hacia
DEC-205, y debido a esto no habian tenido efecto protector, como si lo tuvieron los péptidos para
células T CD4* cuando los ratones se vacunaron con una cantidad conocida de péptido libre

(5ug/ratoén).

Para abordar lo anterior se decidié hacer un experimento para evaluar la produccion de IL-2 en células
de bazo estimuladas con epitopos CD4 recuperadas de ratones inmunizados con a-DEC-205:NPCD4,
isotipo:NPCD4, péptido NPCD4 y PBS, bajo el esquema de inmunizacién antes mencionado. Dado
que la IL-2 es una citocina que se secreta en grandes cantidades por células T CD4* después de su
activacién (131), un aumento en la produccion de ésta, sugiere que si habia mas células T CD4*
especificas, muy probablemente por la generacién de memoria por el efecto de la vacunacion. El
ensayo de produccion de IL-2 empleado se basa en el cultivo de células CTLL-2 (dependientes de IL-
2) con los sobrenadantes procedentes de un previo cultivo de células de bazo de los ratones
vacunados estimulados con el péptido. Como controles positivos de proliferacion se estimularon los
esplenocitos con liquido alantoideo infectado con virus H1N1 (para ratones inmunizados e infectados)
y concavalina A. De esta manera, la proliferacién de las células CTLL-2 (medida por ensayo de MTT)
indica de manera indirecta la cantidad de IL-2 que fue secretada por las células de bazo después de

la estimulacion.
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La figura 16-A muestra los resultados de este ensayo, en donde se observa un incremento en la
proliferacién células CTLL2 (medido por absorbancia) cuando el péptido NPCD4 fue direccionado
hacia DEC-205, con respecto a cuando se inmuniz6 con péptido NPCD4 o isotipo:NPCD4, los cuales
alcanzan niveles basales de absorbancia, ya que son similares a los obtenidos con el grupo que fue
inmunizado con PBS. Lo que sugiere que cuando el epitopo NPCD4 fue direccionado hacia DEC-205
habia mas células T CD4+ especificas que se reflejé con un aumento en la produccion de IL-2, que a

su vez indujo la proliferacién de células CTLL2 in vitro.

Sin embargo, los niveles de absorbancia detectados en este experimento fueron muy bajos, por lo que
decidimos realizar otro ensayo infectando con una dosis subletal de virus influenza H3N2 antes de
recuperar las células de bazo, con el objetivo de amplificar las células T CD4+ especificas, y asi obtener
un aumento en la sefial de absorbancia. Para este ensayo, los ratones fueron inmunizados con a-
DEC-205:HACD4, isotipo:HACD4, péptido HACD4, o-DEC-205:0VA y PBS; y retados 15 dias
después con A/H3N2/NT/60/68. Al dia 8 post-infeccidn, se aislaron las células de bazo y se procedi6
con el ensayo de IL-2 antes descrito. La figura 16-B muestra que la intensidad de absorbancia se
aumentd con el reto previo con IAV, y también sugiere que habia mas células especificas para el
epitopo HACD4 cuando éste fue direccionado, debido a un incremento en la proliferacion de células

CTLL-2 comparado con los grupos control.
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Figura 16. Proliferacién de células CTLL2 (dependientes de IL-2) con sobrenadantes de células de bazo de ratones inmunizados con
anticuerpos conjugados. Se realizd un pool de células de bazo con dos ratones por cada grupo experimental y se estimularon por
96 horas con los epitopos NPCD4 (A); 15 dias después de la tercera inmunizacién o con HACD4 (B) 8 d.p.i;, reto subletal H3N2.
Como controles positivos se usaron liquido alantoideo infectado con virus HIN1 irradiado y concavalina A. Después de la
estimulacion se recuperaron los sobrenadantes y se usaron como medio de cultivo para células CTLL2 por 22 horas a 37°C.
Posteriormente se analizd la proliferacion por el ensayo de MTT. La imagen es representativa de un experimento.
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Una técnica que permite analizar la proliferacion especifica de antigeno es la tincion con
carboxifluoresceina (CFSE), la cual se une moléculas en el citoplasma de los linfocitos y una vez que
éstos comienzan a proliferar, la CFSE se diluye conforme las células se dividen. Es decir, una
disminucién en la fluorescencia emitida por el CFSE es consecuencia de la proliferacion especifica en
respuesta al antigeno (132). Con el objetivo de analizar la proliferacion especifica de antigeno en
células de bazo de ratones vacunados y retados de manera idéntica al experimento antes descrito, los
esplenocitos (8 d.p.i) se tifieron con CFSE y se estimularon con el péptido HACD4, con liquido
alantoideo infectado con A/[H1N1/New Caledonia/20/99 como control positivo de proliferacion y como
control negativo se usaron células sin estimular. Después de 96 horas, las células se analizaron por
citometria de flujo. Como lo muestra la figura 17, Las células de bazo del ratdon del grupo a-
DEC205:HACD4 proliferan casi un 16%, que se hace evidente por la disminucién de fluorescencia
comparado con las células que no recibieron estimulo. Esta respuesta es similar a lo que se obtiene
cuando las células son estimuladas con liquido alantoideo infectado con virus influenza H1N1, la cual
solamente se observa en este grupo experimental (a-DEC205:HACD4) y correlaciona con la cantidad

de IL-2 que secretan estas células en comparacion con los grupos controles.

De manera similar, se analizd la proliferacion de células de bazo de ratones vacunados con a-DEC-
205:NPCD4/HAB, péptidos NPCD4/HAB, a-DEC-205HACD4/M2e, péptidos HACD4/M2e y PBS,
retados con A/H3N2/NT/60/68. A diferencia del experimento anterior en donde las células de bazo se
recuperaron al dia 8 post-infeccion, estas fueron obtenidas hasta el dia 50 p.i. (reto subletal,
AJH3N2/NT/60/68), con el objetivo de evaluar si el direccionamiento de antigeno de epitopos para
células T CD4+ promueve la generacion de memoria a largo plazo. La figura 18 resume los resultados
de proliferaciéon para cada grupo experimental con los diversos estimulos empleados. Cuando se

analizo la proliferacion 50 d.p.i. del epitopo NPCD4 al ser direccionado hacia DEC-205 junto con el
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epitopo HAB se encontraron niveles basales de proliferacion, similares a los que se obtuvieron con los
controles experimentales negativos (Sin estimulo y liquido alantoideo negativo a VIA). Sin embargo,
cuando fueron administrados como péptidos libres, estos indujeron un aumento en la proliferacién de
esplenocitos, particularmente cuando fueron estimulados con el péptido NPCD4, el cual alcanzo

aproximadamente un 15% de proliferacion (Fig 18-A).

Por otro lado, en este mismo experimento al analizar la proliferacion especifica de células especificas
de M2e en esplenocitos recuperados de ratones vacunados con los epitopos M2e y HACD4
direccionados hacia DEC-205 de manera conjunta, se obtuvo una proliferacién de aproximadamente
el 25%, el cual esta por encima de la respuesta policlonal heterosubtipica que se obtiene cuando se
estimula con liquido alantoideo HIN1+ (aprox. 20%) (Fig 18-B), pero por debajo de la que se obtiene
con el estimulo de liquido alantoideo H3N2+ (por encima del 30%), el cual es el virus que se usé para
el reto subletal. La respuesta hacia M2e cuando fue direccionado hacia DEC-205 es sustancialmente
mayor a la que se obtiene cuando los ratones fueron vacunados con los péptidos M2e y HACD4
(<20%). En el mismo experimiento se analizé la respuesta de proliferaciéon hacia el epitopo HACD4,
el cual permanece en niveles basales después de 50 d.p.i en los grupo de ratones con
direccionamiento y sin direccionamiento hacia DEC-205, sin embargo aquellos ratones que no
recibieron tratamiento alguno con HACD4 durante el esquema de inmunizacién (PBS), se detectd un

aumento en la proliferacion por el encima del 15%, el cual fue inducido sin duda por el reto subletal.
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Figura 17. Proliferacién de células de bazo procedentes de ratones inmunizados con anticuerpos conjugados y retados con
dosis subletal de A/H3N2/NT/60/68. Se realizé un pool de células de bazo con dos ratones por cada grupo experimental
(8 d.p.i;, reto subletal H3N2) y se tifieron con 50 uM de CFSE. Las células fueron estimuladas con el péptido NPCD4 por
96 horas y posteriormente se analizo la proliferacion especifica por citometria de flujo (A), los porcentajes de proliferacion
para cada grupo se muestran en una gréfica de barras en (B). La imagen es representativa de un experimento.
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Figura 18. Proliferacién de células de bazo de ratones inmunizados con anticuerpos conjugados y retados con dosis subletal
de A/H3N2/NT/60/68. Se realizd un pool de células de bazo con dos ratones por cada grupo experimental (50 d.p.i;, reto
subletal H3N2) y fueron tefiidas con 50 uM de CFSE. Las células fueron estimuladas con el péptido NPCD4 6 HAB (A) o con
HACD4 6 M2e (B) por 96 horas. Como controles positivos de proliferacion se usoé liquido alantoideo infectado con virus
H1IN1 6 H3N2, y concavalina A, y como controles negativos se uso liquido alantoideo sin infectar y células sin estimular.
Posteriormente se analizé la proliferacion especifica por citometria de flujo, se muestran los porcentajes de proliferacién
en cada caso. La imagen es representativa de un experimento.
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Conclusiones de |la prueba de concepto

En conjunto, estos resultados preeliminares sugieren que a pesar de no tener respuesta protectora
ante el reto letal con IAV cuando los epitopos NPCD4 y HACD4 fueron direccionados hacia DEC-205,
es muy probable que hubiera mas células especificas previo y durante el reto, comparado con el grupo

de ratones fueron inmunizados con los péptidos sin direccionamiento hacia DEC-205.

Por otro lado, el direccionamiento hacia DEC-205 del epitopo M2e, resulté en un aumento en la
respuesta de anticuerpos especificos y en la sobrevida ante un reto letal con IAV. Ademas, el
direccionamiento hacia DEC-205 de M2e promovid una respuesta de larga duracion, que se evidenci6
con los niveles altos de proliferacion cuando células de bazo fueron estimuladas 50 d.p.i, sugiriendo
que esta estrategia de vacunacion empleada con el epitopo M2e incrementa la generacion de células

especificas de memoria.

Aunque los resultados obtenidos con los experimentos empleando los epitopos HACD4 y NPCD4 son
interesantes desde el punto de vista inmunoldgico, nos inclinamos en caracterizar mejor la respuesta

protectora aumentada que induce M2e al ser direccionado hacia DEC-205.

Direccionamiento de M2e hacia DEC-205

Caracterizacion de anticuerpos entrecruzados con antigeno

Los anticuerpos a-DEC-205 y el control de isotipo purificados mediante el cultivo de los hibridomas
NLDC145 y III-10 se entrecruzaron bioquimicamente con M2e y OVA, como antigeno irrelevante. Los
anticuerpos libres y conjugados a antigeno se resolvieron en un gel 10/15% de acrilamida bajo
condiciones reductoras y no reductoras y se analizaron por Western blot usando un anticuerpo anti-
IgGs de rata. Como se esperaba, en condiciones no reductoras el anticuerpo no conjugado a-DEC-

205 aparecié como una banda de 150 kDa, mientras que los anticuerpos conjugados con M2e (a-
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DEC-205:M2e e isotipo:M2e) mostraron dos bandas predominantes: una de aproximadamente 150
kDa y la otra con un peso maximo de alredor de 180 kDa (Figura 19, izquierda). Cuando se usé un

anticuerpo especifico para M2e, ambas bandas fueron detectadas (Figura 19, derecha).

Estos resultados indican que los anticuerpos se conjugaron exitosamente a los antigenos, siendo el
entrecruzado de a-DEC-205 e isotipo a M2e heterogéneo, ya que la banda de 150 kDa parece estar
compuesta del anticuerpos unido a pocos péptidos M2e, aunque la presencia de anticuerpo libre no
se descarta. Mientras que la banda de 180 kDa representa el anticuerpo unido a aproximadamente 12
moléculas del péptido. Cuando las muestras se resolvieron bajo condiciones reductoras y se revelaron
con un anticuerpo anti-lgGs de rata, se observé una completa reduccion, ya que aparecen dos bandas
unicamente de 25 y 55 kDa, correspondiendo a las cadenas ligera y pesada respectivamente(Figura
19). Por otro lado, los conjugados reducidos generaron las badas de 25 y 55 kDA, asi como otras
bandas con pesos que variaron de 130-160 kDa, desapareciendo la banda de 180 kDA, sugiriendo
que los conjugados no fueron reducidos completamente. Cuando el anticuerpo anti-M2e se usé, se
observo un patrdn similar pero con una banda discreta de aproximadamente 2.7 kDa correspondiendo
al péptido libre M2e (Figura 19). Estos resultados indican que el enlace tioeter entre el anticuerpo y el
péptido es altamente resistente a agentes reductores y que el péptido unido puede estar protegiendo
los enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo. Sin embargo, es claro que

las cadenas ligera y pesadas se pueden entrecruzar con al menos un péptido.
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Figura 19. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales conjugados con antigeno. El péptido M2e y OVA se conjugaron al
anticuerpo monoclonal a-DEC-205, mientras que el control de isotipo se conjugd solamente con M2e. Los anticuerpos
conjugados se resolvieron en un gel de acrilamida 10/15% bajo condiciones reductoras y no reductoras y se analizaron por
Western blot. (izquierda) la membrana se traté con un anticuerpo policlonal de conejo anti-lgGs de rata, seguido de un
anticuerpo policlonal de cabra anti-lgGs de conejo conjugado a peroxidasa. (derecha)la membrana se tratd con un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-M2e (14C2), seguido de un anticuerpo de cabra anti-IgG1 de ratén-HRP. La sefial se
desarrollé por quimioluminiscencia. La presencia o ausencia de 2-SE ME indica arriba de cada carril con simbolos (+vy -,
respectivamente).
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Con el fin de conocer la cantidad exacta de péptido M2e que se unié a cada anticuerpo se realizaron
ensayos de slot blot, en los cuales se cargaron a una membrana de nitrocelulosa cantidades conocidas
de cada anticuerpo y se reveld con el anticuerpo anti-M2e. La cantidad de M2e unido se determind
comparando con la curva que se generd con la sefial de péptido libre. De esta manera se determin6

que el péptido M2e representa de 4 al 10% de la masa total de los conjugados (Figura 20).

Para determinar si los conjugados mantuvieron su especificidad a DEC-205, se derivaron células
dendriticas de médula 6sea y se tifieron con anticuerpos contra CD11c¢, a-DEC-205, a-DEC-205:0VA,
a-DEC-205:M2e o isotipo:M2e, y se analizaron por citometria de flujo. El anticuerpo a-DEC-205 tifi6
aproximadamente el 27% de las células dendriticas cuando se us6 un anticuerpo policlonal anti-rata

(Figura 21). Un porcentaje similar se tifié con a-DEC-205:0VA, seguido de un anticuerpo policlonal
anti-OVA, o con el a-DEC-205:M2e seguido del anticuerpo anti-M2e. El anticuerpo isotipo:M2e tifi6 a
niveles basales. De esta manera, aunque ambas cadenas del anticuerpo a-DEC-205 se pueden

conjugar con M2e, no tiene un efecto en la especificidad del anticuerpo hacia DEC-205.

88



a-DEC-205:M2e a-DEC-205
10ug S5ug  2.5ug 1.25ug 0.62ug 0.31ug 10ug Sug  2.5ug 1.25ug 0.62ug 0.31ug
Péptido M2e Péptido HAz31 355
0.62ug 0.31ug 0.15ug 0.07ug 0.03ug 0.01ug 0.62ug 0.31ug 0.15ug 0.07ug 0.03ug 0.01ug
B Isotipo:M2e Isotipo

10ug  Sug 25ug 125ug 062ug 031ug  10ug 5Sug 25ug 125ug 0.62ug 0.31ug

Péptido M2e Péptido HA33; 355

0-! ug 03lug 015ug 0.07ug 0.03ug 00lug 0.62ug 031ug 0.15ug 0.07ug 0.03ug 0.01ug
Figura 20. Cuantificacion de M2e unido al anticuerpo a-DEC-205 e isotipo. Se realizaron diluciones seriales de los anticuerpos
a-DEC-205:M2e y a-DEC-205 (A) e isotipo:M2e e isotipo (B) y se inmovilizaron en una membrana de nitrocelulosa, la cual
fue tratada con el anticuerpo anti-M2e, seguido de un anticuerpo de cabra anti-IlgG1 de raton-HRP. La cantidad de péptido
M2e unido a cada anticuerpo se extrapolé de la curva estandar que se construyo con la sefial del péptido solo. El péptido
HAs31-355 Se usd como control negativo. La sefial se desarrolld por quimioluminiscencia y se analizé con el software ImageJ.
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FITC.
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El direccionamiento de M2e hacia DEC-205 generd una mejor

respuesta inmune comparada con péptido libre M2e

Para evaluar la inmunogenicidad del anticuerpo conjugado, ratones BALB/c fueron inmunizados tres
veces s.c. con a-DEC-205:M2e o isotipo:M2e equivalentes a 1ug/raton de péptido M2e, 5 ug de
péptido M2e 6 10 ug de a-DEC-205:0VA total, todos en presencia de 50 ug de poly I:C como
adyuvante. Cuando se analizo el titulo de anticuerpos IgG especificos de MZ2e, el conjugado a-DEC-
205:M2e gener6 40 veces mas anticuerpo que los controles, y los anticuerpos 1gG1 fueron
predominantes sobre los anticuerpos IgG2a (Figura 22). Estos resultados demuestran que el
direccionamiento de M2e a DEC-205 induce una respuesta de anticuerpos IgG mayor que el péptido
M2e, aln usando 5 veces menos antigeno. También sugiere que, debido a que los anticuerpos IgG1

son predominantes, una respuesta preferencialmente tipo Th2 es inducida.

Para determinar si a-DEC-205:M2e induce proteccidn heterosubtipica hacia una infeccién por IAV, los
ratones fueron inmunizados como se describié anteriormente. Dos semanas después de la ultima
inoculacién, los ratones fueron infectados con una dosis letal de A/lHIN1/New Caledonia/20/99 o
A/H3N2/NT/60/68. Los ratones mostraron practicamente la misma morbilidad (evaluada como perdida
de peso) que los controles (Figura 23-A). Sin embargo, los que fueron inmunizados con a-DEC-
205:M2e mostraron un aumento significativo en la sobrevida (>76%) después de ser infectados con
A/H1N1/New Caledonia/20/99 o A/H3N2/NT/60/68, comparado con lo mostrado por los controles de
péptido libre M2e o isotipo:M2e, los cuales tuvieron un aumento en la sobrevida que varié del 20-40%

(Figuras. 23-By C).
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Figura 22. Titulo de anticuerpos anti-M2e en ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e. Se realizé un pool de suero de ratones
inmunizados con a-DEC-205:M2e y los grupos control, se hicieron diluciones seriadas para cada uno en PBS (1:500 a
1:128,000).Se realizd un ensayo de ELISA para detectar anticuerpos séricos especificos para M2e, como se describe en
materiales y métodos. Los titulos de anticuerpos se expresan como la mitad del valor maximo de absorbancia para cada
grupo experimental y representado como la media + SD de dos experimentos independientes (cada uno con 6 ratones por
grupo). Las diferencias estadisticamente significativas se simbolizan como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001;
*E** <0.0001)
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Figura 23. El direccionamiento de M2e a DEC-205 aumenta la proteccién heterosubtipica en contra de Virus Influenza A. Ratones inmunizados
fueron retados i.n. con 30LDsg de A/H3N2/NT/60/68 & A/HIN1/New Caledonia/20/99 en el dia 57 de acuerdo al esquema de vacunacién. Se
construyeron graficas de pérdida de peso (A) y sobrevida (B) con datos de dos experimentos independientes (cada uno con seis ratones por
grupo). Las barras verticales indican la desviacién estandar de la media del peso diario para cada grupo experimental. (C) Sobrevida total de 2 a
5 experimentos independientes en contra de A/HIN1/New Caledonia/20/99 (izquierda) 6 A/H3N2/NT/60/68 (derecha), representada como

numeros absolutos acumulados de ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Las diferencias estadisticamente
significativas se simbolizan como valores P (¥, < 0.05; **, <0.01; ***, <0.001; **** <0.0001).
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Estos resultados indican que el direccionamiento de M2e, aunque no previene la enfermedad,
potencia una respuesta protectora heterosubtipica que mejora la sobrevida, en comparacion con el

uso de cinco veces mas péptido M2e 6 con el anticuerpo control de isotipo conjugado con M2e.

Diferentes rutas de administracion de a-DEC-205:M2e inducen altos

niveles de proteccion

Con el objetivo de evaluar otras rutas de administracion, ratones hembra de la cepa BALB/c fueron
inmunizados con el conjugado a-DEC-205:M2e via subcutanea, intraperitoneal 6 intranasal siguiendo
el esquema de inmunizacion antes descrito. La figura 24 describe la pérdida de peso y la sobrevida
que registré cada grupo experimental posterior al reto. En este ensayo. todas las vias de
administracion registraron altos grados de sobrevida, siendo las mas altas las alcanzadas con la via
i.nylas.c. (100%), mientras que la via intraperitoneal registréd un 75%. En cuanto al progreso de la
enfermedad, todos los grupos perdieron peso de manera similar hasta el dia 7. En este punto, el grupo
que recibio la vacuna via i.n. comienza un ascenso en el promedio de su peso, y el grupo de la vacuna
administrada de manera s.c. lo estabiliz6 permanentemente. Por otro lado, el grupo que recibié la
vacuna i.p.retrasa su recuperacion un dia con respecto a los demas, y el grupo de PBS presenta una
pendiente permanente hasta el dia 10, el cual es el Ultimo registro debido a que todos los ratones
murieron o se sacrificaron debido a que perdieron mas del 25% de su peso y se considerd como
muerte relacionada a infeccion por IAV. Estos resultados sugieren que mdltiples vias de inmunizacion

pueden ser utilizadas con esta estrategia de vacunacion.
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Figura 24. Diferentes vias de inmunizacién con a-DEC-205:M2e inducen proteccion 4 Ratones por grupo
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peso diario para cada grupo experimental

a-DEC-205:M2e s.c.

95



Los anticuerpos séricos anti-M2e inducidos por el direccionamiento a

DEC-205, pero no las células T CD4* efectoras, son los responsables

de la proteccion

Estudios previos han mostrado que la respuesta inmune protectora inducida por el péptido M2e se
debe principalmente a anticuerpos séricos (133-135), aunque recientemente se publicé en otro estudio
que las células T CD4* anti-M2e efectoras también estan implicadas (125). Con el objetivo de
determinar si los anticuerpos séricos son responsables de la proteccion observada, ratones fueron
inmunizados con el anticuerpo a-DEC-205:M2e, y dos semanas después de la tercera inmunizacion,
se colectd el suero y se transfirio a ratones naive, seguido de un reto letal con IAV H3N2/NT/60. Como
controles positivos de proteccion se utilizd un grupo de ratones inmunizados con el anticuerpo
conjugado a-DEC-205:M2e, mientras que como controles negativos, ratones naive se transfirieron con
suero de ratones inoculados unicamente con poly I:C, o ratones naive sin transferencia. Solamente
los ratones naive que recibieron suero procedente de ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e
presentaron una sobrevida similar que los ratones inmunizados de la misma forma (Figura 25). Como
era esperado, los anticuerpos anti-M2e séricos no fueron neutralizantes in vitro (Figura 26), ya que
estad reportado que ejercen sus funciones protectoras debido al reconocimiento de M2e en la
membrana de células infectadas y a la cooperacién con macréfagos y células NK por la region Fc del

anticuerpo (136, 137).

96



-0
—_ F20 <
§ o
ut Il Ratones muertos

© -40 ® )
o = Il Ratones vivos
S o
> o
- F60 o
o] —
o X
n 80 —

L 100

e Tratamiento

Figura 25. La transferencia adoptiva de suero anti-M2e induce proteccién en contra de la infeccidén por IAV. Sobrevida total
en contra del reto letal con 30LDso de A/H3N2/NT/60/68 (derecha) representada como nimeros absolutos acumulados de
ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Los grupos experimentales representados incluyen
ratones naive que fueron transferidos i.p. con 350 ul/ratén de un pool de suero obtenido de ratones inmunizados con a-
DEC-205:M2e (post tercera inmunizacion) (Titulos de anticuerpos anti-M2e Abs; 1gG: 1:52,000, 1gG1: 1:15,000 and 1gG2a:
1:3,750 ), como controles negativos, ratones naive recibieron suero de ratones inmunizados con PBS mas poly I:C, y ratones
naive sin transferencia de suero, como control positivo de proteccién se usaron ratones inmunizados con a-DEC-205:M?2e.
La figura representa la sobrevida total de 1 a 3 experimentos representada como nimeros absolutos acumulados de ratones

vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Las diferencias estadisticamente significativas se simbolizan
como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; *** <0.001; **** < (0.0001).

97



T —®— Rabbit policlonal a-FLU de conejo

= 100 ;
~ —— Syero de ratén a-M2e
C s .
0 —&— Suero de ratén preinmune
(&)
©
N
= 50
©
=
()]
zZ
O_

Sin Suero

Dilucion de suero (1/x)

Figura 26. Los anticuerpos anti-M2e generados ante la inmunizacién con a-DEC-205:M2e no son neutralizantes in vitro.
Diluciones seriadas en medio DMEM de un pool de suero obtenido de ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e (post
tercera inmunizacién) se mezclaron con 100 pfu de IAV HIN1/New Caledonia/20/99 y se incubd por 1h a 37°C. Como
controles de neutralizacion se usaron suero de ratdon pre-inmune (negativo) y un anticuerpo de conejo anti-FLU (positivo) y
se trataron en las mismas condiciones. Después del periodo de incubacidn, la mezcla se afiadié a una monocapa de células
MDCK en placas de 96 pozos y se incubd otra hora a 37°C. Después de este periodo, el indculo se remplazd por medio
DMEM fresco que contiene 1ug/mL de tripsina tratada con TPCK y se incubd por 18-20 horas a 37°C. Posteriormente, las
placas se congelaron y descongelaron tres veces y el lisado resultante se usé como antigeno en un ensayo de ELISA para
determinar carga viral, como se describe en materiales y métodos. La grafica muestra la media del porcentaje de
neutralizacion de tres experimentos independientes, el cual fue calculado considerando 0% el valor de absorbancia
obtenido de células MDCK sin suero. Las barras representan la +SD para cada valor de media de absorbancia obtenida en

cada grupo a determinado tiempo
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Para determinar si las células T CD4* estaban involucradas en la proteccién como células efectoras,
a ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e se les elimin6 la poblacion de células T CD4* con el
anticuerpo monoclonal de rata GK1.5 administrado en los dias -3, 0 y +3, con respecto al dia del reto
con virus A/H3N2/NT/60/68. Para este anticuerpo (GK1.5), se reportaron niveles de eliminaciéon muy
cercanos al 100%, en ratones BALB/c naive después de la ultima administracién de GK1.5 con el
mismo esquema que se uso en el presente ensayo (Figura 27-B). Como control positivo de proteccion
se usaron ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e sin tratamiento, y como control negativo, se
usaron ratones naive. Como se observa en la figura 27-A, la eliminacion de células T CD4* no tuvo
efecto en la proteccion inducida, lo que indica que las células T CD4+ efectoras no participan en la

proteccion inducida por el direccionamiento de M2e a DEC-205.

El direccionamiento de M2e a DEC-205 no es efectivo en ratones

C57/BL/6

Trabajos previos con diferentes estrategias de vacunacion basadas en M2e han mostrado que la
inmunidad hacia M2e varia entre animales con diferente fondo genético (63).Para determinar si el
direccionamiento de M2e a DEC-205 tiene efectividad en un modelo de ratén con un fondo genético
diferente que el de BALB/c (H-29), ratones C57BL/6 (H-2°) fueron inmunizados con a-DEC-205:M2e,
péptido M2e o PBS en presencia de 50 ug/ratén de poly I:C y retados con 30LDsode A/H3N2/NT/60/68.
Como se aprecia en la figura 28, el direccionamiento de M2e a DEC-205 no proporciond proteccion,
ya que el total de los ratones murieron al dia 8 p.i, similar a lo ocurrido con el grupo de ratones
inmunizados con PBS. Mientras que los animales que recibieron 5 ug de péptido M2e sobrevivieron
un 33%, similar a lo que se report6 anteriormente con ratones BALB/c innmuizados y retados de la

misma manera.
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Figura 27. Las células T CD4* efectoras no son responsables de la proteccién inducida por a-DEC-205:M2e. (A)Sobrevida
total en contra del reto letal con 30LDsp de A/H3N2/NT/60/68 (derecha) representada como numeros absolutos
acumulados de ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Los grupos experimentales
representados incluyen ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e a los que se trataron con anticuerpo GK1.5 en los
dias -3, 0 y +3 con respecto al dia del reto. Como controles se usaron grupos de ratones inmunizados con a-DEC-
205:M2e y ratones naive. La figura representa la sobrevida total de 1 a 3 experimentos representada como nimeros
absolutos acumulados de ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Las diferencias
estadisticamente significativas se simbolizan como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; **** < 0.0001). (B)
Eliminacion de células T CD4+ en ratones BALB/c. Para corroborar la funcionalidad del anticuerpo GK1.5, ratones BALB/c
fueron tratados via i.p. con diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD4 purificado del hibridoma GK1.5 en tres
dosis separadas por tres dias cada una. Posterior a la tercera dosis se extrajo el bazo a cada ratén y se tifieron los
esplenocitos con un anticuerpo anti-CD4 marcado con APC y se evalud por citometria de flujo la presencia de células T
CD4+. El control negativo de este experimento fue un ratén tratado con PBS. Este resultado fue tomado de la tesis de
la M. en C. Yunuen Acevedo Betancur.
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Figura 28. En ratones C57BL6 el direccionamiento hacia DEC-205 no induce proteccidn 3-4 ratones C57BL6 por grupo inmunizados
con a-DEC-205:M2e, péptido M2e y PBS, todos en presencia de poly I:C fueron retados i.n. con 30LDso de A/H3N2/NT/60/68 en el
dia 57 de acuerdo al esquema de vacunacion. Se presenta los datos de un experimento representativo en donde se grafica la curva
sobrevida con respecto al tiempo para cada grupo experimental.
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DISCUSION

Los IAV son responsables de aproximadamente medio millén de muertes cada afio, y en la actualidad
existe el riesgo de que nuevas cepas surjan debido a sus mecanismos de evolucion, causando una
pandemia mundial. A pesar de la existencia de vacunas estacionales, su eficacia depende de la
exactitud de la eleccion de las cepas de |AV cada afio, y por ende pueden tener poco o nulo impacto
sobre los virus ocasionantes de pandemias (138). Por lo tanto, existe un gran interés en el desarrollo
de una “vacuna universal’ que pueda proteger en contra de cualquier cepa de IAV mediante la
implementacion de antigenos altamente conservados junto con estrategias que incrementen su
inmunogenicidad. Acorde con esto, en el presente trabajo, epitopos altamente conservados (de células
T CD4*y B) de proteinas de IAV fueron direccionados hacia DC mediante un anticuerpo especifico
para el receptor endocitico DEC-205 conjugado quimicamente a péptidos sintéticos derivados de cada
epitopo, en presencia de poly I:.C como adyuvante, con el fin de aumentar la respuesta inmune

protectora heterosubtipica.

DEC-205 esta altamente expresado en la superficie de DC, y su funcién es internalizar antigenos y
entregarlos a endosomas que contienen moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),
promoviendo su presentacion a células T CD4* o presentacion cruzada a células T CD8*. Por lo tanto,
direccionar antigenos a DEC-205 ha sido usado para inducir respuestas de células T, ya sea
inflamatorias, para enfermedades infecciosas o cancer (con adyuvante) o tolerogénicas para el caso
de enfermedades autoinmunes (sin adyuvante) (ver tabla 1) (88, 91, 94, 97, 105, 139-143). Ademas,
distintos estudios han mostrado que el direccionamiento de antigenos a DEC-205 puede también

inducir respuestas protectoras de anticuerpos (92, 93, 98, 106).
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Direccionamiento de HAB, HACD4 y NPCD4 a DEC-205

En resultados preliminares, el direccionamiento de los epitopos HAB y los epitopos para células T
CD4+, aunque no fueron los esperados, son interesantes para el analisis y la formulacion de nuevas
hipétesis. Cuando estos epitopos se direccionaron a DEC-205, no resultd en respuesta de anticuerpos
(para el caso de HAB) ni en aumento de la sobrevida. Ademas, cuando los epitopos para células T
CD4* se direccionaron parecieron tener un efecto que contrarresto la proteccion inducida por la
administracién de cada péptido libre, o cuando se administrd en conjunto con a-DEC-205:M2e. Sin
embargo, al analizar la respuesta especifica de proliferacion y liberacion de IL-2 en esplenocitos de
ratones vacunados (pre y post-reto con I1AV) estimulados con los péptidos, en todos los casos hubo
proliferacion especifica de cada epitopo, lo que sugiere que el direccionamiento de antigeno a DEC-
205 probablemente si esta presentando antigenos a células T, sin embargo, no estan adquiriendo un
fenotipo protector, o estan provocando mayor patologia por la sobreproduccion de citocinas pro-

inflamatorias.

Es probable que la respuesta obtenida sea consecuencia de la naturaleza de cada epitopo
direccionado. Acorde con esto, los diversos epitopos capaces de montar respuesta de células T CD4+
presentan diferentes grados de vida media de union a moléculas de MHC clase I, y esto esta
directamente relacionado con la intensidad de sefial que inducira sobre el TCR durante la activacién.
Esta reportado que la fuerza de sefializacion por el receptor de células T es determinante para su
diferenciacion a un fenotipo en particular(144). En general, una fuerte sefializacién por el TCR favorece
la diferenciacion de células T cooperadoras al fenotipo Th1(145). Ademas, la sefializacién diferencial
que tiene lugar durante el primer encuentro con el antigeno, tiene repercusiones sobre la sensibilidad
a antigeno durante el reto con IAV. En este sentido, Nagaoka et al (146), encontraron que la

inmunizacién de ratones con péptidos de baja estabilidad al TCR indujeron células T CD4* efectoras
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que proliferaron y produjeron IL-17A después del reto con |IAV. En contraste, células efectoras
inducidas con péptidos de alta estabilidad se mostraron un fenotipo terminalmente diferenciado y no

proliferaron ante el reto.

Direccionamiento de M2e a DEC-205

El resultado méas sobresaliente de este estudio fue la proteccion incrementada que se obtuvo al
direccionar el ectodominio de la proteina M2 (M2e) de IAV a DEC-205 en presencia de poly I:C, como
adyuvante. A pesar de no obtenerse diferencias significativas en la pérdida de peso entre el grupo de
ratones inmunizados con a-DEC:205:M2e y los grupos control (PBS e isotipo:M2e), se registré un
aumento de sobrevida total de 76% cuando se direcciond el péptido de M2e (3 ug/raton administrado
en tres dosis) a DC via DEC-205, lo cual contrasta con el 20-40% de proteccion que se logrd con
cantidades equivalentes de M2e unido al anticuerpo control de isotipo, 0 cuando se administr6 cinco

veces mas peptido libre M2e.

En respuesta a la infeccion por IAV en humanos, los niveles de anticuerpos especificos de M2e son
bajos o nulos (64). Sin embargo, estudios experimentales en modelos animales con diferentes
estrategias de vacunacion basados en M2e han determinado que los anticuerpos anti-M2e tienen una
alta reactividad cruzada entre cepas de IAV, y por ende, inducen altos niveles de proteccion
heterosubtipica (134). A pesar de que estos anticuerpos no son neutralizantes, contribuyen a la
proteccion uniéndose a M2 expuesto en la superficie de células infectadas, y cooperando con
macréfagos o células NK via receptores FcY (FCRY) (136, 137, 147, 148). De manera similar en
nuestro trabajo, el direccionamiento de M2e a DEC-205 increment6 la produccion de anticuerpos IgG

séricos especificos, y como era de esperarse no fueron neutralizantes in vitro. Ademas, los anticuerpos
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anti-M2e resultaron ser el mecanismo protector efector de esta vacuna, como fue evidenciado por

experimentos de transferencia de suero.

Los subtipos de anticuerpos anti-M2e IgG1 e IgG2 han sido asociados con la proteccién inducida por
M2e, ya que ambos son capaces de unirse a FCRY (148). El subtipo IgG2a se une preferencialmente
a FcRYl, Il y IV, mientras que IgG1 solo se une a FcRYIIl (147). Estudios previos sobre la
inmunogenicidad de M2e usando diversas plataformas de vacunacion han mostrado resultados
variados con respecto a la predominancia de anticuerpos anti-M2e 19G1 e 1gG2a (66, 149-154). En
nuestro modelo de vacunacion, el subtipo IgG1 fue predominante sobre los anticuerpos IgG2a en
ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e, isotipo:M2e o péptido libre M2e. Por lo tanto, es muy
probable que la actividad protectora del suero de ratones inoculados con el conjugado a-DEC-205:M2e

se debid principalmente a la accién de anticuerpos anti-M2e del subtipo IgG1.

Contrario con nuestros resultados, reportes previos indican que bajo ciertas condiciones
experimentales, la proteccion inducida por M2e depende principalmente de células T CD4+* efectoras
pro-inflamatorias (125). En nuestro trabajo, cuando a ratones inmunizados con a-DEC-205:M2e se les
elimino las células T CD4+ previo al reto con 1AV, la proteccion inducida por el direccionamiento no
disminuyo. El papel de las células T CD4*en nuestro modelo de vacunacion podria estar relacionado
mayormente a la cooperacion en la produccién de anticuerpos, ya que la proporcidn anticuerpos anti-
M2e 1gG1:lgG2a sugiere que una respuesta Th2 fue predominante durante la fase inductora de la

respuesta inmune especifica a la vacuna.

En nuestro modelo, altos titulos de anticuerpos anti-M2e séricos se presentaron después de la
segunda inmunizacién con a-DEC-205:M2e, mientras que con el grupo control isotipo:M2e se
detectaron niveles bajos de anticuerpos anti-M2e posterior a la tercera inmunizacién. Estudios previos

han mostrado que el péptido M2e contiene epitopos B y T dentro de su corta secuencia (63). De
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manera mas especifica, M2e contiene un epitopo para células T CD4* (70, 125) restringido a la
molécula de MHC clase Il I-Ad, el cual esta presente en el modelo animal usado en este estudio
(BALBI/c; H-29). Por lo tanto, es muy probable que la respuesta de anticuerpos incrementada en
ratones inmunizados con 0-DEC-205:M2e fue el resultado de una eficiente induccion de células T
CD4+ especificas de M2e por células dendriticas via DEC-205 (88), las cuales subsecuentemente
cooperaron con células B especificas. Ademas, el conjugado a-DEC-205:M2e no solo participaria
dirigiendo a M2e a DC, también podria estar actuando como un complejo acarreador, el cual puede
ser captado por células B a través de su BCR. Después del procesamiento, estas células podrian
presentar péptidos derivados de M2e a células T CD4* de memoria en el contexto de moléculas de

MHC clase Il (Figura 29).

En contraste, aunque el conjugado isotipo:M2e podria actuar como un complejo acarreador a células
B estimuladas, los titulos bajos de anticuerpos podrian ser explicados por una pobre induccién de
células T CD4* de memoria. De acuerdo a esto, Amorim et al mostraron la importancia de tener
epitopos B y T dentro de una secuencia peptidica dirigida a DEC-205 con el fin de inducir una
respuesta potente de anticuerpos (93), ya que cuando direccionaron el polipéptido MSP4, de
Plasmodium vivax a DEC-205, el cual contiene epitopos B y T se indujo una potente respuesta de
anticuerpos. Por el otro lado, cuando un fragmento de este polipéptido que solo contienen epitopos B

(MSP19) se direccion6 a DEC-205, no hubo respuesta.

El papel de DEC-205 en células B activadas durante la induccion de altos titulos de anticuerpos séricos
en ratones inmunizados con el conjugado a-DEC-205:M2e no puede ser descartado. Aunque las
células B expresan niveles bajos de DEC-205 comparado con las DC, su expresidn se incremente en
ellas cuando se activan, asi como su potencial para capturar y presentar péptidos a células T (155).

Ademas, células B de centro germinal direccionadas con antigeno via DEC-205 incrementan su
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potencial para interactuar con Tfh y, por ende, aumenta la generacion de células plasmaticas (156,
157). Por lo tanto, es probable que el conjugado a-DEC-205:M2e no solo estimulé células B a través
de sus receptores de antigenos especificos, sino que también lo pudo haber realizado a través de
DEC-205, presente en células B activadas, lo que resultd en una incrementada presentacion de

antigeno a células T CD4*de memoria y generacion de células plasmaticas.

Como se mencion6 anteriormente, ante una infeccion natural la respuesta humoral hacia M2e en
humanos es pobre, sin embargo en aquellos individuos que presentan anticuerpos séricos (aun bajos),
la respuesta aumenta ante una segunda infeccion, como lo evidencié Zhong et al (158), cuando analizé
la respuesta de anticuerpos pre y post pandemia del afio 2009, encontrando que individuos con titulos
bajos de anticuerpos anti-M2e preexistentes tuvieron una respuesta mas potente después de la
infeccion con el virus ocasionante de la pandémia del 2009 (A/H1N1pdm09). Estos anticuerpos
tuvieron reactividad cruzada con proteinas M2 de multiples IAV estacionales. Esto sugiere que una
vez establecida la memoria inmune hacia M2e (de células Ty B), es muy probable que la respuesta
protectora especifica sea mas eficiente. De acuerdo a nuestro trabajo, el direccionamiento de M2e
aumenta la generacion de células de memoria, que se evidencié cuando células de bazo de ratones
inmunizados y retados con una dosis subletal de virus influenza A/H1N1/New Caledonia/20/99
recuperadas 50 dias después de la infeccion y estimuladas con el péptido M2e, se indujo una

respuesta proliferativa mas potente que en células procedentes de ratones de grupos control.

Trabajos previos con diferentes estrategias de vacunacion basadas en M2e han mostrado que la
inmunidad hacia M2e varia entre animales con diferente fondo genético (63). En este sentido, Wolf et
al (159) reportd que ratones C57BL/6 (H-2°), C3H (H-2k), CD1/ICR, y Swiss Webster inmunizados con
una vacuna basada en M2e tuvieron una carga viral significativamente mayor que ratones BALB/c (H-

29), y esto correlacioné con una respuesta disminuida de anticuerpos y células T en dichos ratones,
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comparada con la potente respuesta que se obtuvo con los ratones BALB/c. Estos resultados
concuerdan con lo que se obtuvo en el presente trabajo cuando se direccioné M2e a DEC-205 en
ratones C57BL/6, en los cuales no hubo respuesta protectora, esto sin duda esta relacionado a la
ausencia del epitopo CD4 en la secuencia de M2e, el cual esta presente en ratones BALBJ/c, restringido
al haplotipo H-24- Aunque para este experimento no se evalu6 respuesta de anticuerpos, los datos
contribuyen a reforzar la hipétesis de Amorim et al(93), de la importancia de tener epitopos T CD4*y
B dentro de un antigeno direccionado a DEC-205 para la induccion de anticuerpos especificos, debido

a que el mecanismo efector de nuestra vacuna se debe a respuesta humoral especifica.

La ruta de administracién es importante en el desarrollo de nuevas vacunas, y en nuestro modelo es
de particular relevancia debido a los niveles de expresion variables de DEC-205 en diversos subgrupos
de DC, a sus distintas localizaciones y a la variedad de funciones bioldgicas a las que cada subgrupo
se especializa. Cuando el anticuerpo conjugado a-DEC-205:M2e se administré por diversas vias
(intraperitoneal, subcutanea e intranasal) altos niveles de proteccion se encontraron en todas ellas.
Trabajos previos sugieren que los anticuerpos anti-DEC-205 conjugados con antigeno pueden
movilizarse a 6rganos linfoides periféricos. Bonifaz et al (88) mostré que el anticuerpo a-DEC-205
conjugado con Alexa488 pudo ser encontrado en células dendriticas CD11¢*CD8* de nddulos linfoides
periféricos y bazo después de 6 horas de su inoculacién s.c.. Debido a que las células dendriticas de
piel no expresan CD8, estos datos sugieren que el conjugado viajo a via linfa y/o sangre periférica. De
manera similar, cuando se inocul6 el conjugado a-DEC-205-OVA, el mismo subgrupo de DC pudo

tefiirse en los mismos 6rganos linfoides con un anticuerpo anti-OVA.

El ectodominio de la proteina M2 ha sido direccionado hacia otros dos receptores endociticos de DC
(Clec9A y XCR1). El receptor Clec9A se expresa especificamente en el subtipo de DCs

convencionales CD8* de ratén, en su equivalente migratorio CD103*, y en las DCs CD141*de humano.
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El direccionamiento de antigenos a este receptor ha mostrado inducir respuestas potentes de células
T citotdxicas, mediante una eficiente presentacidn cruzada de antigenos en moléculas MHC-| a células
T CD8*; asi como respuestas incrementadas de anticuerpos, por una eficiente presentacion de
antigenos via MHC-II, que inducen células Tth y memoria, inclusive en ausencia de adyuvantes. De
manera relevante, Park et al., encontraron que la inmunizacién de ratones (BALB/c y C57BL/6) con
una unica dosis de 2 ug de un anticuerpo de rata anti-Clec9A fusionado a 3 moléculas de M2e
(equivalente a 0.21 ug de M2e) indujo titulos altos y duraderos (> 42 dias post inmunizacion) de
anticuerpos especificos anti-M2e. Interesantemente, en los ratones C57BL/6 que recibieron la vacuna
sin adyuvante, se registraron niveles altos de Abs comparables al grupo que recibié CpG como
adyuvante. Por el contrario, cuando se direcciond M2e a Clec9A en ausencia de adyuvante se
registraron titulos de anticuerpos anti-M2e diez veces menores que los que se registraron con la
inmunizacion con adyuvante. Esta estrategia de direccionamiento resulto en 90% de proteccion
cuando ratones BALB/c se retaron con una dosis letal de virus PR8 (160). El receptor XCR1 también
se expresa en células dendriticas convencionales y fue direccionado con M2e por Deloizi et al en un
modelo de cerdos (161). Los autores encontraron que el direccionamiento de M2e a XCR1 incrementd

la respuesta de anticuerpos IgG anti-M2e en ausencia de adyuvante.

Conjuntamente estos resultados sugieren que el direccionamiento de M2e a receptores endociticos
de células dendriticas como DEC-205 es una estrategia eficiente que permite aumentar su

inmunogenicidad y podria ser una alternativa para el desarrollo de nuevas vacunas contra IAV.
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células B activadas, resultando en una presentacion incrementada de M2e a células T CD4+. FASE EFECTORA. Ante el reto, los
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CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

El direccionamiento de M2e a DEC-205 potenci6 la respuesta de anticuerpos y generd mayor
sobrevida ante retos heterosubtipicos que los ratones que recibieron cinco veces mas péptido libre,
por lo que parece ser una eficiente herramienta para incrementar respuestas inmunes protectoras, y

provee una nueva alternativa para el desarrollo de una vacuna universal heterosubtipica.

Estudios futuros deberan enfocarse a investigar la fase inductora de la respuesta inmune, més que la
fase efectora, determinar que subgrupos de DC son las responsables de captar y presentar antigeno
a células T, que tipo de respuesta de anticuerpos se promueve cuando se direcciona M2e (folicular vs
extrafolicular), el papel de las células B en la captacion de antigeno via DEC-205, duracion de la
memoria inmune generada (corto o largo plazo), el patron de citocinas en células Th, la optimizacion
del disefio experimental de la vacuna (nimero de dosis, curva de antigeno), asi como el efecto que

tienen otros adyuvantes en la respuesta inmune.

Por otro lado, esta herramienta parece no ser eficiente contra todos los antigenos, como fue
evidenciado por experimentos preliminares con el uso de epitopos de células T CD4*y de la vacuna
estacional trivalente, sugiriendo que esta herramienta tiene que ser investigada para cada antigeno
propuesto. Es necesario confirmar los resultados preliminares con estos epitopos y TIV, y formular
nuevas hipdtesis basados en ellos. Es probable que la implementacion de ciertos epitopos con el uso
de ciertos adyuvantes puedan desarrollar un aumento en la patologia por la sobreproduccion de
citocinas pro-inflamatorias, por lo que el uso de nuevos adyuvantes o la implementacion de estrategias
sin adyuvante podrian ayudar a contestar estas interrogantes, ademas de generar nuevo conocimiento

del mecanismo de accion de vacunas basadas en DEC-205.
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The ectodomain of the influenza A virus (IAV) M2 protein (M2e) is highly conserved, and it represents a
promising candidate for the development of an “universal vaccine™. However, the low immunogenicity
associated to M2e in a natural infection or in response to seasonal vaccines has led to explore new
approaches to enhance it. In recent years, it has become clear that targeting antigens to dendritic cells
(DC) is an efficient way to enhance immune responses against pathogens. In this work, the M2e peptide
was chemically cross-linked to a moneclonal antibody (mAb) specific for DEC-205 (x-DEC-205:M2e), pre-
sent on DC. BALB/c mice were inoculated subcutaneously (s.c.) three times with the conjugate equivalent
to 1 g of M2e, in the presence of polyinosinic-polyeytidylic acid (poly 1:C) as adjuvant. As controls, other
groups of mice were inoculated under the same conditions with M2e cross-linked to an isotype control
mAb (isotype:M2e), 5 ug of free M2e peptide, ovalbumin (OVA) cross-linked to the x-DEC-205 mAb
(2-DEC-205:0VA) or poly I:C alone. Immunization with «-DEC-205-M2e induced high levels of serum
antibodies (Abs) compared to isotype:M2e or to free M2e peptide, and in all cases IgG1 was predominant
over IgG2a Abs. Furthermore, immunization with the «-DEC-205:M2e conjugate did not prevent morbid-
ity, but it induced up to 76% protection against a heterosubtypic IAV lethal challenge. Contrasting with
the 20 to 40% protection induced by isotype:M2e or by free M2e peptide. The protection induced by
o-DEC-205:M2e conjugate was dependent on non-neutralizing serum Abs and independent of effector
CD4* T cells. These results show that targeting M2e to DEC-205 is a very effective alternative to induce
strong heterosubtypic protection against an IAV infection.

© 2019 Elsevier Lrd. All rights reserved.

1. Introduction

The idea of a “universal vaccine.” which could induce protection
against all subtypes of 1AV, has been raised by many research

Influenza A viruses (IAV) are still a continuous threat to public
health. Every year, up to half a million deaths are caused by sea-
sonal strains, and there is always a potential risk that a new strain
emerges, causing a pandemic. Even though there are seasonal vac-
cines, they must be reformulated annually, and their efficacy
depends on a good prediction of circulating strains every season.
On the other hand, immunity against pandemics could be nonexis-
tent or poor, depending on the characteristics of the new strain [1].

* Corresponding author ar: Laboratorio de Inmunologia Viral, Facultad de
Medicina, Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Calle Iztaccihuatl, Esq.
Lefieros, Col. Volcanes Cuernavaca, Morelos C.P. 63250, México.

E-mail address: fernando.esquivel@uaem.mx (F. Esquivel-Guadarrama).

! These authors contributed equally.

https:|/doi.org/10.1016fj.vaccine.2019.02.050
0264-410Xj@ 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

groups around the world. The ectodomain of matrix-2 protein
(M2e), which is highly conserved among IAV (particularly among
viruses with the same host restriction), has been proposed as an
important target antigen to this effect [2,3].

The M2 protein of IAV is a channel-shaped homotetrameric type
11l protein, which traverses the virion from outside to inside. This
protein has three domains: a C-terminal cytoplasmic domain (54
aa), a transmembrane domain (19 aa), and a short N-terminal
domain of M2e (M2,.4) located on the outside of the virion (ecto-
domain), and has > 90% aa identity among influenza isolates [4].
M2 plays an active role during the entry phase of 1AV, allowing
the entrance of protons to the virion core and causing the dissoci-
ation of viral ribonucleoproteins (VRNPs) from capsid protein M1
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and their subsequent release into the cytoplasm [5]|. Moreover,
M2e balances the pH in the trans-Golgi network (TGN), thus pre-
venting an early hemagglutinin (HA) membrane fusion conforma-
tion |6].

Experimental data have revealed that M2e can induce protec-
tive heterosubtypic immune responses. Even though M2e-
specific-Abs are non-neutralizing, they can help eliminate infected
cells by recognizing M2e on their surface. They engage macro-
phages or NK cells via Fcy receptors, promoting phagocytosis
andfor antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) [7-9]. Fur-
thermore, several studies have reported specific T cell epitopes
(CD4 and CD8) within M2e, which may contribute to the protection
[10-13].

However, immunogenicity to M2e is very poor within the
course of a natural IAV infection, and specific Abs are inefficient
in recognizing the few molecules present on the virion membrane
(about 16). due to the steric hindrance exerted by major membrane
glycoproteins |HA and neuraminidase (NA)] [ 14]. To overcome this,
M2e-based vaccines have been tested in different animal models
(mice, ferrets, and rhesus monkeys) Different approaches have
also been tried to increase its immunogenicity, like coupling it to
carrier proteins 2], including it in virus-like particles (VLPs) [15].
codifying it in DNA vaccines | 16], and using a variety of adjuvants.
In general, these vaccines have been shown to induce high levels of
heterosubtypic protection.

In this context, targeting antigens to antigen-presenting cells
(APC), and espedially to DC, is a strategy that could be used to boost
cellular and humoral immunity to M2e. On their surface, DC are
equipped with endocytic receptors, which promote antigen inter-
nalization and the subsequent processing and presentation to T
cells. These features have been used for designing experimental
vaccines that potentiate immunogenicity against particular anti-
gens, when they are linked to receptor-specific mAbs, thus opti-
mizing their delivery to DC [17].

Among these receptors, DEC 205 is particularly attractive for
DC-based vaccines. DEC-205 is a C-type lectin predominantly
expressed on the surface of skin DC and with a minor expression
reported on B cells, NK cells, T cells and plasmacytoid DC (pDC)
| 18.19]. It appears that the main biologic role of DEC-205 is to pro-
mote tolerance by sensing apoptotic cells and the subsequent pre-
sentation of self-antigens to T cells [20.21]. However, when the
antigen is targeted to this receptor coupled to mAbs in the pres-
ence of adjuvant, the delivery and the potential presentation of
DC to CD4 T cells (via MHC-II) or the cross-presentation to CD8
cells (via MHC 1) are greatly enhanced, with minimal quantities
of antigen compared to a non-targeted antigen. Furthermore,
evidence suggests that targeting antigens to DEC-205 through par-
enteral immunization leads to strong and protective T-cell mucosal
responses, which is particularly relevant for the design of vaccines
against viruses that infect mucosa [21,22]. Moreover, under exper-
imental conditions, activated B cells are capable of presenting anti-
gen to T cells via DEC-205 as efficiently as DC. On the other hand,
germinal center (GC) B cells targeted via DEC-205 increase their
potential to interact with follicular helper T cells (Tfh), and they
generate plasma cells or reenter the dark zone of the GC for further
proliferation and maturation |23 24].

The aim of this work was to investigate whether targeting the
M2e peptide, which contains epitopes of both B and T cells, to
DC via DEC-205 could improve its immunogenicity compared to
M2e-free peptide. We found that M2e targeted to DEC-205, in
the presence of adjuvant, greatly enhanced the heterosubtypic pro-
tection against an [AV infection compared to M2e-free peptide or
M2e peptide conjugated to an isotype control mAb. We also found
that this protection was dependent on non-neutralizing serum
antibodies but independent of effecter CD4" T cells.

2625
2. Material and methods
2.1. Mice

Specific-pathogen-free, 4 to 8 weeks old female BALB/c mice
were provided by the Bictechnology Institute (IBT, UNAM, Cuer-
navaca, Morelos, Mexico). For experimental procedures, mice were
housed either in the IBT or in the Faculty of Medicine (UAEM, Cuer-
navaca, Morelos, Mexico) under standard light/dark cycle
(12 h{12 h) and provided with food and water ad libitum.

2.2 Cells

Madin-Darby canine kidney cells (MDCK; ATCC CCL-34) were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), sup
plemented with 10% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS),
2mM -glutamine, and 100 Uf/mL penicillin/100 pg/mL strepto-
mycin (GIBCO). The hybridomas NLDC145 (rat anti-mouse DEC-
205, 1gG2a), II-10 (contral of rat isotype, IgG2a), GK1.5 (rat anti-
mouse CD4, IgG2b) (ATCC TIB-207) and M2-1C6-4R3 (mouse
anti-M1 of influenza, 1gG1; ATCC HB64) were maintained in RPMI
medium, supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-
glutamine and 20 pg/mL gentamycin (GIBCO). The hybridomas
NLDC145 and I-10 wers kindly donated by Ralph Steinman's
group (Laboratory of Cellular Physiology, The Rockefeller Univer-
sity, New York) [25]. DCs were derived from 9 to 12 days cultures
of mouse bone marrow cells in the presence of GM-CSF (Invitro-
gen), as previously described [22).

2.3. Viruses

Influenza virus A/HIN1/New Caledoniaf20/99 and AfH3N2/
NT/60/68 were kindly donated by Carlos Arias (IBT, UNAM, Cuer-
navaca. Morelos. Mexico) and Jack Bennink and Jonathan Yewdell
(Laboratory of Viral Immunology, NIAID, NIH, Bethesda, Maryland),
respectively. Viruses were expanded in vitro in MDCK cells, or in
10 days old chicken embryos (Alpes, Mexico) infected and incu-
bated for 48 h at 34 °C. For in vive infections, viruses were adapted
to mouse by serial passages (14 times) in BALB/c mice as previ-
ously described [2627|. Cell lysates, allantoic fluid, and lung
homogenates were aliquoted and stored at —80 °C until their use.

2.4 Peptides and antibodies

Peptides derived from a consensus human virus sequence of
M2e (aa 1-24; MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD) | 14| and a B cell
epitope from HA of A/HIN1/New Caledoniaf20/99 virus (aa 331-
355; VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG; HAs31-355) were synthesized
by EZbiolab (Carmel, CA]. Hybridomas producing mAbs «-DEC-
205, isotype control [1I-10, anti-CD4 and anti-M1 of influenza were
cultured, and the mAb present in the supernatants was purified as
previously described by Badillo-Codinez et al. [22]. A polyclonal
anti-influenza virus Ab was produced in rabbit by immunizing
with a mixture of the influenza viruses A/HIN1/New Caledo-
niaf20/99 and A/H3N2/NT/60/68 (anti-FLU). A homemade mouse
anti-OVA polyclonal Ab was described previously [22]. Anti-
influenza M2e mAb 14C2 (IgG1) was purchased from ABCAM.
The polyclonal secondary antibodies rabbit anti-rat IgG (Sigma),
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti-mouse 1gG1
and IgG2a-HRP (Zymed), goat anti-mouse IgG-HRP (Jackson
Immuno Research) and goat anti-rabbit IgG-HRP (Dako) were used
for different experimental procedures. For flow cytometry, the
mAb anti-mouse CD11c¢ (HL3)-biotin, streptavidin conjugated to
APC or FITC and polyclonal goat anti-mouse lgG-FITC were
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acquired from Biolegend; polyclonal goat anti-rat 1gG-Alexa 488
antibody was from Life Technologies.

2.5, Virus titration

Focus-forming units (ffu) were evaluated in lung homogenates
infected with IAV. Homogenates were serially diluted in DMEM
medium containing 1 pg/mL of L-{tosylamido-2-phenyl) ethyl
chloromethyl ketone (TPCK)- treated trypsin (Sigma), and 100 uL
of each dilution was used to infect MDCK-cell monolayers in 96-
well plates for 1h at 37 °C. After this time, infection medium
was replaced with fresh DMEM and incubated for 16 h at 37 °C.
Cells were fixed with 80% acetone in PBS and incubated with a rab-
bit anti-FLU polyclonal Ab for 1 h at 37 °C. Cells were washed and a
goat anti-rabbit IgG-HRP polyclonal Ab was added as secondary Ab
and incubated for 1h at 37 °C. After washing, the substrate (3-
amino-9-ethyl carbazole in 0.1 M acetate buffer; Sigma) was added
and after 5 min at room temperature, plates were washed with dis-
tilled water. Infection foci were counted on light microscopy and
expressed as ffufmL. The lethal dose 50 (LDsq) of lung homogenates
in mice was performed following the Reed Muench's method
described elsewhere [28].

Plaque forming units (pfu) were evaluated in allantoic fluid
infected with IAV. Allantoic fluid was 10-fold-diluted in DMEM
medium containing 1 pg/mL of TPCK-treated trypsin, and 1 mL of
each dilution was used to infect MDCK-cell monolayers in 6-well
plates for 2 h at 37 =C. After this time, infection medium was dis-
carded and 3 mL of 0.5% agar noble (Difco) in DMEM medium sup-
plemented with penicillin/streptomycin and 1 pg/mL of TPCK-
treated trypsin was overlaid to the cells. After 2-3 days of incuba-
tion at 37 °C, 1.5 mL of paraformaldehyde 2% in PBS was added to
each well for 2 h at room temperature. After washing with PBS,
fixed cells were stained with 1% crystal violet in ethanol for
5 min, washed with distilled water and infection plaques were
counted under an inverted microscope. The infection plaques were

expressed as pfufmL.

2.6. Chemically cross-linking of monoclonal antibodies with M2e or
0OVA

Monoclonal antibodies were cross-linked with antigen as previ-
ously described [22]. Briefly, the mAbs #-DEC-205 and its isotype
control were individually activated with succinimidyl-4-(N-malei
midomethyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) (Pierce); while
M2e peptide and ovalbumin (Sigma) were independently activated
with Traut's reagent (2-iminothiolane) (Pierce). After this process,
mAbs and antigens were dialyzed separately (except for the short
M2e peptide) and mixed (1:1) for two days at 4 °C. After this time,
the non-bound antigen was removed passing cross-linked mAbs
for a 100 kDa-ultra-centrifuge filter (Amicon). The resulting conju-
gates, a-DEC-205:M2e, isotype:M2e and o-DEC-205:0VA were
subjected to SDS-PAGE, Western blot and dot blot analysis.

2.7. Western blot

To confirm that antibodies were cross-linked with antigens, and
in order to include free M2e peptide (2.7 kDa) as control for the
anti-M2e mAb, they were resolved in a 10/15% SDS-PAGE To this
end, a third of the total volume was loaded with 15% acrylamide
and on top the rest of the volume with 10% acrylamide. Samples
were resolved under non-reducing or reducing conditions, using
144 mM 2-Mercaptoethanol (2-ME), and transferred to nitrocellu-
lose membranes (Perking Elmer) for 1h at 200V, using a
Mini-Trans blot (Bio-Rad). Membranes were blocked with blocking
buffer (5% fat-free milk and 0.05% Tween-20 in PBS) for 1 h at room
temperature. After washing with 0.05% Tween-20 in PBS, the

membranes were incubated for 1 h at 37 °C with a polyclonal Ab
rabbit anti-rat IgG or with a mouse anti-M2e mAb (14C2) diluted
1:1000 in blocking buffer. The membranes were washed and a sec-
ondary polyclonal Ab goat anti-rabbit IgG-HRP or goat anti-mouse
IgG1-HRP diluted in blocking buffer 1:2500 were added and incu-
bated for 1 h at 37 °C. After washing, Luminol (Perking Elmer) was
added to each membrane to develop signal and captured with an
Odyssey Fc (LI-COR).

2.8. Slot blot

To calculate the amount of peptide M2e bound to antibodies (-
DEC-205:M2e and isotype:M2e) a slot blot assay was performed.
Serial dilutions of M2e and the HAz3,_355 peptide, as well as conju-
gates, were immobilized in a nitrocellulose membrane using the
Hybri-Slot Manifold (Biometra). The membranes were treated with
the Western blot procedure previously described, using the mAb
mouse anti-M2e (14C2) as primary antibody and the polyclonal
Ab goat anti-mouse lgG1-HRP as secondary Ab. The amount of
M2e peptide bound to the conjugates was extrapolated from the
standard curve of free M2e peptide. The HA33, 355 peptide was
used as negative control.

2.9. hmmunization and challenge

Groups of 4-6 mice were inoculated s.c. three times, 3 weeks
apart with one of the following treatments: x-DEC-205:M2e, iso-
type:M2e or 2-DEC205:0VA with the equivalent of 1 ug of antigen,
5 ug of free peptide M2e, or PBS alone, all in presence of 50 pg of
poly 1:C (Amershan BioSciences) as adjuvant. Before each immu-
nization (days 0, 21 and 42}, mice were bled to analyze levels of
anti-M2e antibodies in sera. Two weeks after the third immuniza-
tion (day 57). mice were anesthetized with isoflurane (Soflorane
Vet, PiSA Laboratory) and intranasally (in.) challenged with 50 pL
of PBS containing 30LDs, of 1AV H3N2/NT/60/68 or H1N1/New
Caledonia/20/99. Morbidity (weight loss) and mortality were mon-
itored daily for 10 days. For ethical reasons, mice that lost more
than 25% of their initial weight were euthanized and considered
an influenza-related death.

2.10. Elimination of CD4" T cells

For evaluating the role of effector CD4" T cells on protection
against IAV lethal challenge, immunized mice with x-DEC-205:
M2e were inoculated intraperitoneally (ip.) with 2.5 mg of purified
anti-CD4 mAb GK1.5 on days —3. 0 and +3 with respect to the
challenge day with IAV. This treatment induced above 90% deple-
tion of CD4" T cells in the spleen as determined by flow cytometry
(data not shown). Mortality of mice was scored as indicated above.

2.11. Passive transfer of serum

Naive mice were transferred with 350 uL of pooled sera from
mice immunized with a-DEC-205:M2e (post third immunization),
or pooled sera from control mice inoculated with PBS plus adjuvant
(mock sera). Mortality of mice was scored as indicated above.

2.12. Detection of M2e-specific serum antibodies by ELISA

High binding 96-well plates (Costar) were coated with 400 ng
per well of the M2e synthetic peptide, diluted in 0.1 M carbonate
buffer (pH 9.6), overnight at 4 °C. Then, wells were blocked with
blocking buffer (5% w/v fat-free milk in PBS/0.05% Tween-20) for
2 h at room temperature. After this, a pool of sera from immunized
mice was diluted 1:200 for screening Ab levels regarding each
immunization, or 1:500 to 1:128,000 for titration purposes, in
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blocking buffer and 50 pL of the dilutions added per well and incu-
bated for 2h at 37 °C. Plates were washed with PBS/Tween-20
0.05% and 50pul of secondary Ab goat anti-mouse IgG-HRP
(1:2500), rabbit anti-mouse 1gG1-HRP (1:500) or rabbit anti-
mouse IgG2a (1:500) diluted in blocking buffer was added and
incubated for 1h at 37 °C. After washing, 50 uL of substrate (o-
phenylenediamine; Sigma) was added and incubated for 15 min
at room temperature. The reaction was stopped with H,S04 2 M
and plates were read at 492 nm in a 96-well plate spectropho-
tometer (BIOTEK, Instruments).

2.13. Influenza virus neutralization assay

Levels of neutralizing antibodies against 1AV in experimental
sera were analyzed by an ELISA-based antigen reduction neutral-
ization assay (NELISA). A pool of sera from immunized mice or rab-
bit anti-FLU polyclonal antibody were 2-fold serially diluted with
DMEM in 96-well plates, and 50 pL of each dilution was mixed
with 50 L of DMEM containing 100 pfu of IAV H1N1/New Caledo-
niaf20/99 (allantoic fluid). After 1 h of incubation at 37 °C, the mix-
ture was added to a monolayer of MDCK cell in tissue culture flat-
bottomed 96-well plates, and incubated for 1 h at 37 °C. After this
time, the inoculum was replaced with fresh DMEM with 1 pgfmL
TPCK-treated trypsin and incubated for 18-20 h 37 °C. Plates went
through three cycles of freezing and thawing and the viral load in
the cell lysates determined by a sandwich ELISA assay. For this end,
high binding 96-well plates were coated with rabbit anti-FLU poly-
clonal Ab (1:8000) in PBS overnight at 4 °C. Wells were blocked
with blocking buffer for 2 h at room temperature and 50 pL of
the cell lysates added and incubated for 1 h at 37 °C. Plates were
washed and 50 uL of mouse mAb anti-IAV M1 diluted in blocking
buffer (1:100) was added and incubated for 1 h at 37 °C. Finally,
50 pL of rabbit anti-mouse 1gG1-HRP (1:500) diluted in blocking
buffer was added and incubated for 1 h at 37 °C. Substrate addition
and the plate reading was done as indicated above for the anti-
M2e peptide ELISA.

2.14. Flow cytometry

Bone marrow-derived DCs were collected and washed twice
with binding buffer (BB; 0.01% sodium azide, 2 mM EDTA, and 2%
FBS) containing 2% of rabbit serum (for blocking Fc receptors),
resuspended in the same buffer and incubated for 30 min at 4 °C.
Cells were washed with BB, resuspended in 100 uL of BB containing
the mAbs anti-CD11c-Biotin and «-DEC-205 and incubated for
20 min at 4°=C. After washing, cells were resuspended in 100 pL
of BB containing streptavidin-APC, and a goat anti-rat lgG-Alexa
488 polyclonal Ab and incubated for 20 min at 4 °C. Finally, cells
were washed, fixed with 100 pL of 2% paraformaldehyde at room
temperature for 20 min and 10,000 cells per sample were acquired
and analyzed with a FACS Aria-1l flow cytometer (Beckton Dickin-
son). Gating analysis was done with Flow Jo Software (Tree Star,
Inc). When the »-DEC-205 conjugates were used, they were fol-
lowed by a mouse anti-M2e mAb or a mouse anti-OVA polyclonal
Ab and a goat anti-mouse IgG-FITC polyclonal antibody, following
the protocol described above.

2.15. Statistical analysis

One-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison tests, and the
Fisher's exact tests were performed using GraphPad Prism version
6.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla CA). Differences in p values
equal or minor to 0.05 were considered statistically significant.

2627
3. Results
3.1. Characterization of mAbs cross-linked to antigen

Rat mAbs antibodies o-DEC-205 and the isotype control were
purified from cultures of hybridomas NLD145 and II-10 respec-
tively, and afterward, they were chemically cross-linked to the
synthetic peptide M2e or OVA, as an irrelevant antigen. Free mAbs,
free M2e peptide, and the conjugates were resolved in a 10/15%
SDS-PAGE under non-reducing and reducing conditions and ana-
lyzed by Western blot using an anti-rat Ab. As expected, the uncon-
jugated »-DEC-205 mAb gave a major band of 150 kDa, whereas -
DEC-205:M2e and isotype:M2e showed two predominant bands:
one of around 150 and the other of 180 kDa (Fig. 1A, top). When
an anti-M2e mAb was used, both bands were also detected
(Fig. 1A, bottom). Although it is not shown here, o-DEC-205:0VA
showed two bands of 150 and 195 kDa: the first one corresponding
to the free antibody and the second one to the antibody conjugated
to one molecule of OVA, as previously reported [22]. These results
indicate that antibodies were successfully cross-linked to the anti-
gens, but in the case of #-DEC-205 and the isotype control, the
cross-linking to M2e turned out to be heterogeneous. The band
of around 150 kDa appeared to be composed of the mAb cross-
linked to few M2e peptides, although the presence of free mAb
could not be discarded, and the band of 180 kDa was likely to rep-
resent the mAb cross-linkad to approximately 12 molecules of the
peptide. When samples were resolved under reducing conditions
and developed with anti-Rat Ab, a complete reduction was
observed with the %-DEC-205 mAb since only two bands of 25
and 55 kDa corresponding to the light and heavy chain, respec-
tively, appeared (Fig. 1A, top).

On the other hand, the reduced conjugates generated the 25 and
55 kDa bands, as well as other bands around 130-160 kDa, disap-
pearing the band around 180 kDa, suggesting that the conjugates
were not reduced completely. When the anti-M2e mAb was used
a similar pattern was observed but with a new discrete band of
around 2.7 kDa corresponding to free M2e (Fig. 1A bottom). These
results indicate that, as expected, the thioether bond between the
mAb and the peptide is highly resistant to reducing agents and that
the cross-linked peptide maybe protecting the disulfide bonds of
the heavy and light chain However, it is clear that both the light
and the heavy chains can be cross-linked with at least one M2e
peptide. Using a dot-blot analysis, it was possible to determine that
the M2e peptide represented from 4% to 10% of the total mass of
the conjugates (Fig. 1B).

To determine whether conjugates maintained their specificity
to DEC-205, BM-derived DC were stained with mAbs against
CD11c, =-DEC-205, 2-DEC-205:0VA and «-DEC-205:M2e or
isotype:M2e conjugates, and analyzed by flow cytometry. The
o-DEC-205 mAb was found to stain about 27% of the DC when
an anti-rat polyclonal Ab was used (Fig. 1C). A similar percentage
of DC was stained with the %-DEC-205:0VA conjugate followed
by an OVA-specific polyclonal Ab or with the o-DEC-205:M2e
conjugate followed by an M2e-specific mAb. Isotype:M2e stained
only at background levels. In this way, although both chains the
2-DEC-205 mAb can be cross-linked with the M2e peptide, it does
not have a significant effect on the specificity of the mAb to
DEC-205.

3.2. Targeting M2e to DEC-205 induced an enhanced immune response
compared to free M2e

To evaluate the immunogenicity of the conjugate, mice were
inoculated three times sc. with %-DEC-205:M2e, equivalent to
1 ug of the M2e peptide, in the presence of poly I:C as adjuvant.
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As controls, mice were inoculated with 5 ug of free M2e peptide,
isotype:M2e, «-DEC-205:0VA or PBS, also in the presence of adju-
vant (Fiz. 2A). The level of the anti-M2e IgG Abs was evaluated
three weeks after each inoculation (at a fixed serum dilution of
1:200). The ~-DEC-205:M2e conjugate was found to induce high
levels of antibodies after the second inoculation. In contrast, free
M2e peptide and the isotype:M2e conjugate induced antibodies
only after the third inoculation (Supplementary Fig. 1). However,
when the titer of the total anti-IgG antibody was analyzed after
the third immunization, the #-DEC-205:M2e conjugate generated
up to 10 times more antibody than the controls, and the IgG1
Abs were highly predominant over the IgG2a Abs (Fig. 2B). These
results show that targeting the M2e peptide to DEC-205 induces
a higher IgG antibody response than the free M2e peptide and,
since the IgG1 subtype is predominant, it suggests that a higher
Th2-type response is induced.

To determine whether the »-DEC-205:M2e conjugate could
induce a heterosubtypic protection against the IAV infection, mice
were immunized as described above. Two weeks after the last
inoculation, mice were infected with a lethal dose of the AV
New Caledonia/fH1N1 or NT/60/H3N2. Mice were found to show
the same morbidity (evaluated as body weight loss) as the controls
(Fig. 3A). However, the mice immunized with the «-DEC-205:M2e
conjugate showed significant higher heterosubtypic protection

levels against mortality than the controls (Fig. 3B and C). Mice
immunized with the «-DEC-205:M2e conjugate showed up to
76% of survival after being infected with the IAV New Caledonia/
H1N1 or NT/60/H3N2, compared to a 20% to 40% survival among
mice immunized with the free M2e peptide or the isotype:M2e
conjugate. Mice inoculated with the o-DEC-205:0VA conjugate
or PBS did not show any protection. These results indicate that
the »-DEC-205:M2e conjugate does not prevent morbidity, but it
does potentiate heterosubtypic protection against mortality, in
comparison with the free peptide or the isotype:M2e conjugate.

3.3. Anti-M2e serum antibodies protect against the infection unlike
effector CD4™ T cells

Previous studies have shown that the protective immune
response induced by the M2e peptide is mainly mediated by serum
Abs [29-31], although effector CD4" T cells have also been impli-
cated [11]. In order to determine whether the serum Abs are
responsible for the protection observed, mice were immunized
with the «-DEC-205:M2e conjugate, and two weeks after the third
inoculation, the sera were collected and transferred to naive mice,
followed by a lethal challenge of the IAV NT/60/H3N2. As positive
controls, mice immunized with the conjugate were used. As nega-
tive controls, naive mice were transferred with serum from mice
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inoculated only with poli I:C or left untreated. Only the naive mice
transferred with serum from immunized mice with »-DEC-205:
M2e were found to present a similar survival level as mice immu-
nized with the same conjugate (Fig. 4). As expected, the serum
antibodies from mice immunized with the o-DEC-205:M2e conju-
gate were non-neutralizing in an in vitro assay (Supplementary
Fig. 2). To determine whether the CD4" T cells were also involved
in the protection as effector cells, mice immunized with the o-
DEC-205:M2e conjugate were depleted of this cell population with
the mAb GK 1.5 and challenged with alethal dose of the IAV NT/60/
H3N2. As positive controls, mice without mAb treatment were
immunized with the conjugate, and as negative controls, naive
mice were used. CD4" T cells were found not to have a role in
the protection as effector cells since the immunized mice treated
with the mAb showed similar levels of protection as the immu-
nized mice without treatment (Fig. 5). These results indicate that
the protection induced by the »-DEC-205:M2e conjugate is depen-
dent on non-neutralizing serum Abs and independent of effector
CD4™ T cells.

4. Discussion

Seasonal AV is responsible for half a million deaths annually,
and there is a continuous concern that totally new strains emerge
due to their mechanisms of evolution, causing worldwide pan-
demics. Despite the existence of seasonal vaccines, their efficacy
depends on the accuracy of the selection of the AV strains every
year, and they may have little or no impact on pandemic viruses
| 1]. Consequently, interest in developing a heterosubtypic “univer-
sal vaccine” that could protect against any AV strains, using highly
conserved antigens along with strategies to increase their
immunogenicity, has arisen.

In this study. the poorly immunogenic but highly conserved 24
aa ectodomain of M2 (M2e) from the IAV was targeted to DEC-205
(present mainly in DC), in the presence of poli I:C as adjuvant, in
order to enhance its immunogenicity in a mouse model. To this
end, M2e was chemically cross-linked to an %-DEC-205 specific
mAb or to isotype control This approach did not prevent morbid-
ity, but it did induce up to 76% survival against a heterosubtypic
lethal challenge when minimal quantities of M2e were targeted
to DEC-205 (3 pg/mouse delivered in three doses). This contrasts
with the 20% to 40% protection achieved in mice receiving the
equivalent amount of M2e conjugated to isotype control or five
times as much free M2e peptide. It is worth noting that the
cross-linking of the M2e peptide to both chains of the o-DEC-205
mAb did not alter the capacity of the mAb to recognize DEC-205
on the surface of DC. The protection was dependent on non-
neutralizing serum antibodies and independent of effector CD4"
T cells.

DEC-205 is highly expressed on the surface of DC. and its func-
tion is to internalize antigens and deliver them to endosomes con-
taining major histocompatibility complex (MHC) class Il molecules,
promoting their presentation to CD4" 1 cells or cross-presentation
to CD8" T cells in the context of the MHC class | molecules. There-
fore, targeting antigens to DEC-205 has been used mostly to induce
T cell responses, either inflammatory for infectious diseases (with
adjuvant) or tolerogenic for autoimmune diseases (without adju-
vant) [21,22,2532-38|. However, several studies have shown that
targeting antigens to DEC-205 can induce an enhanced protective
antibody response [39-42].

Ab levels against M2 are low or absent in response to the 1AV
infection in humans | 14}, and their role in protecting against a nat-
ural infection has yet not been elucidated. However, based on
experimental studies of several M2e-based vaccination approaches
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mice Were ¢ iLn. with 30LDs, of A/H3INZ/NT/60/68 or

A/HIN1/New Caledonia/20/99 on day 57 according to the scheme of vaccination. Weight loss (A) and survival (B) percentage curves were constructed with data of two
independent experiments (each with 6 mice per group). Vertical bars indicate the standard deviation of the mean of weight each day for every experimental group. (C) Overall
survival of 2 to 5 experiments against IAV HIN1/New Caledoniaf20/39 (left) and H3N2/NT/60/68 (right). represented as cumulative absolute numbers of surviving and non-
surviving mice, graphed in stacked bars normalized to 100%. Statistically significant differences are symbaolized as p values (*, < 0.05; ™, < 0.01; ***, < 0.001; ****, < D.00O1 ).

in animal models, it has been determined that specific M2e-Abs are
extremely cross-reactive, and they induce high levels of protection
against multiple influenza strains [30]. Although M2e-Abs are non-
neutralizing, they contribute to the protection by binding to the
M2 exposed on the surface of infected cells and by cooperating
with macrophages and NK cells via their FcY" receptors (FcRY)
[7.8,43,44]. Accordingly, targeting M2e to DEC-205 in our work sig-
nificantly increased the production of specific anti-M2e IgG serum
antibodies, and, as expected, they were non-neutralizing in vitro.
Nonetheless, M2e-Abs turned out to be the critical protective effec-
tor mechanism of this vaccine, as evidenced by serum transference
experiments.

Ab subtypes IgG1 and 1gG2a have been associated with the pro-
tection induced by M2e since both subtypes are able to bind FCcRY
|7]. IgG2a can bind FcRY1, III, and IAV, whereas IgG1 only binds
FcRYII [43]. Previous studies on the immunogenicity of M2e using
different vaccine platforms have shown variable results with
respect to the predominance of IgGl- and IgG2a-M2e specific

Abs [10,45-50]. In our model, anti-M2e IgG1 Abs were predomi-
nant over IgG2a antibodies in mice inoculated with the =-DEC-
205:M2e conjugate, isotype control or with free M2e peptide.
Therefore, it is likely that the protective activity of the serum from
mice inoculated with the »-DEC-205:M2e conjugate was due
mainly to the action of the anti-M2e 1gG1 Abs. Thus, it would be
expected that the 20-40% protection observed in mice inoculated
with isotypeM2e or with free M2e peptide was also due the
anti-M2e IgG1 Abs, as they presented very low levels of anti-M2e
lgG2a Abs. In fact, in preliminary results (data not shown), we
found that sera from these mice can also induce protection against
IVA infection in naive mice.

Contrary to our results, previous reports have indicated that,
under certain conditions, the protection induced by M2e depends
mainly on pro-inflammatory effector CD4™ T cells [11]. The ratio
IgG1: 1gG2a found in our study suggests that a Th2-type response
was predominant compared to a pro-inflammatory Thil-type
response. This could explain the fact that the protection against
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Fig. 4. Adoptive transference of serum anti-M2e Abs induces protection against IAV infection. Overall survival against lethal challenge with 30LDso of AJH3N2/NT/60/68.
Experimental groups included: naive mice that were transferred i.p. with 350 pl/mouse of a pooled sera obtained from mice immunized with %-DEC-205:M2e {paost third
immunization) (the titers of anti-M2e Abs werz; IgG: 1:52,000, IgG1: 1:15,000 and 1gG2a: 1:3,750); as negative controls: naive mice receiving mock sera (immunized with
PBS plus poly I:C) and naive mice without transference of sera; as a positive control of protection, mice immunized with %-DEC-205:M2e were used. The figure represents the
overall survival of 1 to 3 independent experiments rep as cumulative absolute numbers of surviving and non-surviving mice, graphed in stacked bars normalized to
100%. Statistically significant differences are symbolized as p values (", < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; ****, < 0.0001).
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Fig. 5. Effector CD4" T cells are not necessary ‘or protection when M2e is targeted to DEC-205. Overall survival against lethal challenge with 30LDs, of AJ/H3N2/NT/60/68.
Experimental groups included: mice immunized with 2-DEC-205:M2e; mice immunized with 2-DEC-205:M2e and injected Lp. with three doses of 2.5 mg of purified anti-
CD4 (GK1.5) mAb on days —3, 0 and + 3 with respect to challenging day. and the naive group without treatment. The figure represents the overall survival of 2 to 3
independent experiments represented as cumulative absolute numbers of surviving and non-surviving mice, graphed in stacked bars normalized to 100%. Statistically
significant differences are symbolized as p values (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; *™*, < 0.0001).

the IAV infection observed in mice incculated with the »-DEC-205: In our model, high titers of serum anti-M2e Abs were present
M2e conjugate was not abrogated by the in vivo depletion of CD4" after the second immunization with the o-DEC-205:M2e
T cells previous to the IAV challenge. This suggests a major role of conjugate, whereas only low titers of serum Abs were detected
CD4" T cells as helper cells for antibody production. after the third inoculation in the group of mice immunized with
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the isotype:M2e conjugate. Previous studies have shown that the
M2e peptide contains both B and T cell epitopes within its short
sequence |51]. More specifically, M2e contains a CD4" T cell epi-
tope | 11,13] restricted to the MHC class Il molecule 1A%, which is
present in the BALB/c (H-2%) mice used in this work. Thus, it is
likely that the enhanced Ab response in mice immunized with
the «-DEC-205:M2e conjugate was the result of a very efficient
induction of anti-M2e CD4* T cells by DC via DEC-205 [25], which
subsequently cooperated with M2e-specific B cells. Thus, the a-
DEC-205:M2¢ conjugate would not only play a role targeting
M2e to DC but would also act as a carrier complex so specific B cell
receptors are able to recognize M2e. After processing, these cells
would present the M2e-derived peptides to memory CD4" T cells
in the context of the MHC class Il molecules.

In contrast, althongh the isotype:M2e conjugate conld alsn act
as a carrier complex to stimulated B cells, the low Abs titers
observed could be explained by a pcor induction of memory
CD4" T cells. Accordingly, Amorin et al. showed the importance
of having B and T cells epitopes within a peptide sequence targeted
to DEC-205 in order to induce strong specific antibody response
|41], since when they targeted the polypeptide MSP,, from Plas-
modium vivax to DEC-205, which contzins both B and T cell epi-
topes, a strong antibody response was induced. On the other
hand, a fragment of this polypeptide containing only B cell epi-
topes (MSP;4) failed to do so.

The role of DEC-205 on activated B cells during the induction of
high titers of serum Abs in mice immunized with the 2-DEC-205:
M2e conjugate should not be discarded. Although B cells poorly
express DEC-205 compared to DC, its expression is enhanced when
they become activated, as is their potential to capture and present
peptides to T cells |52]. Moreover, germinal center B cells targeted
with antigen via DEC-205 increase their potential to interact with
Tth and, therefore, to enhance the generation of plasma cells
[23.24]. Thus, it is likely that the a-DEC-205:M2e conjugate not
only stimulated B cells through antigen-specific receptors but also
targeted M2e to DEC-205, present on the activated B cells, which
resulted in an increased antigen presentation to memory CD4 T
cells and the generation of plasma cells.

Finally, targeting M2e to DEC-205 seems to be an efficient way
to enhance the protective immune response against heterosub-
typic infections by 1AV, which provides a new alternative for the
development of heterosubtypic “universal vaccines.” Future exper-
iments are needed to identify the precise immunological mecha-
nisms involved.
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The influenza A virus infection continues to be a threat to the human population. The
seasonal vanation of the virus and the likelihood of perodical pandemics caused by
completely new virus strains make it difficult to produce vaccines that efficiently protect
against this infection. Anfibodies (Abs) are very important in preventing the infection and
in blocking virus propagation once the infection has taken place. However, the precise
pratection mechanism provided by these Abs still needs to be established. Furthermore,
miost research has focused on Abs directed to the globular head domain of hemagglutinin
(HA). However, other domains of HA (like the stem) and other proteins are also able to
glicit protective Ab responses. In this article, we review the current knowledge about
the role of both neutralizing and non-neutralizing anti-influenza proteins Abs that play a
protective role during infection or vaccination.

Keywords: influenea A virus, neutralizing
antbodies

proteins, p

INTRODUCTION

The influenza proteins are recognized as foreign by the immune system, and antibodies (Abs)
against them are produced during vaccination ar after a natural infection. The Ab response can be
nevtralizing or non-neutralizing. Neatralization refers to the reduction of viral infectivity exerted
by an Ab when binding to a virus. Neutralizing Abs inhibit virion cell entry because their epitopes
are located near the receptor-binding site (RBES) on the globular head of HA. They can also
interfere with the conformational changes necessary to expose the fusion peptide on HA (anti-
stalk Abs). Diespite the fact that neutralizing Abs are protective, the term neutralization has been
often misused as a synonym of protection. Actually, these terms point to very different processes:
whereas neutralizing Abs are defined by in witro assays (c.g., hemagglutination inhibition and
microneutralization assays), the term protection is associated to the reduction of morbidity and
mortality i vivo. In this context, a minor fraction of non-neutralizing Abs that are generated upon
the recognition of other viral epitopes can also be protective by other mechanisms, such as those
that do not involve interfering the virns-cellular receptor interaction like increasing phagocytosis,
activating complement or promoting antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) (1).

Influenza Virus

The Influenza A Virus {IAV} is a negative-sense single-stranded RNA virus of the Orthomyxoviridae
family. The virion contains eight gene segments, encoding for at least 11 viral proteins. These gene
segments are associated to the nucleoprotein (NF) and the polymerases (PB1, PE2, and PA), which
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neutralize the 1AV directly, or lyse cells by fixing complement
(14). However, the levels of natural Abs are usually low,
and most pathogens can overcome this barrier and establish
an infection.

For an influenza-specific B-cell response to occur, the antigen
must travel to secondary lymph organs (SLOY) like draining lymph
nodes and/or mucosa-associated lymphoid tissues (MALT).
There, specific B cells encounter the antigen for the first time;
then, they are differentiated to antibody-secreting cells (ASC)
(15). Once in the LN or the spleen, the antigen may be captured,
by two main types of cells; subcapsolar sinus macrophages
(55M) and meduollary dendntic cells (MDC), which captune
the antigen mostly opsonized by complement components and
thus, facilitate its encounter with the B cells. Then, the virus is
transported and handed to the follicular dendritic cells (FDC),
which retain it for continuous antigen presentation during long
periods of ime. These cells serve as major promotors of center
germinal formation (15, 16).

Once the influenza antigens reach the draining lymph nodes,
two types of B cell responses take place: the extrafollicular
(EF) and the germinal center (GC) responses. Within the
first days of infection (48-72 hpi), Abs are secreted by
extrafollicular plasmablasts (short-lived antibody secreting cells).
These early specific Abs play an important role in dealing
with primary infections, because they contribute to ameliorate
the discase outcome. This is mainly a T-dependent response,
although some minor T-independent responses have been
documented (17).

On the other hand, some virus-specific B cells migrate toward
the marginal zone of the B follicles, where they interact with
C4* T cells triggering a germinal center reaction (GCR) that
leads, late during the infection, to the generation of long-
lived plasma cclls that maintain high levels of high-affinity
Abs, which is the most desirable consequence of vaccination or
infection, along with long-lived memory B cells (18). Briefly,
in the GCR, follicular helper T cells (Tth), which express
CD40L and cytokines like IL-4, IFM-y, and TGF-f, induce
immunoglobulin class switching of activated B cells. Moreover,
Tih and B cells physically interact via ICOS/ICOSL, PD-1/PD-
L1, CD28/B7 and other co-stimulating signals, leading to 1L-21
secretion. Jointly, these signals promote somatic hypermutation
and affinity maturation, resulting in influenza-specific high-
affinity-ASCs. At the same time, during the GCR, some ASCs
differentiate into memory B cells, which can be defined as cells
that have undergane antigen-driven proliferation and have then
become non-proliferating cells. They can be induced by re-
exposure to the antigen and afterwards proliferate and secrete
Abs. (15).

During subsequent IAV infections, GC response from GC-
derived memory B cells dominate the response, however,
the role of the EF B cells cannot be discarded since it
has been shown in an antigen-specific experimental mouse
model that the GC-derived memory B cells pool can respond
as EF in a secondary response (19). In homans, high
throughput sequencing of the B cell repertaire after infection
or vaccination could help to understand the dynamic of EF and
GC responses.

ANTIBODIES AGAINST IAV EXTERNAL
PROTEINS

HA-Specific Antibodies

HA from influenza viruses is a spike-shaped protein that extends
from the surface of the virus. The HA precursor (HAQ) trimerizes
in the ER and in the virion surface is processed by tissue trypsin
generating two polypeptides: HA1 and HA2, which interact
through disulfide bonds. HA1 comprises the globular region of
the molecule (head), which contains the RBS, and the upper
part of the stem region. HA2 covers the major part of the stem
region, and it contains the fusion peptide. Carrently, 18 different
serological LAV HA subtypes have been described, and they have
been divided into two phylogenetic groups: group 1 (induding
H1, H2, H5) and group 2 (including H3 and H7). In humans,
H1 and H3 are the most frequent HAs present in circulating
strains, and they are the main components of inactivated seasonal
wvaccines. However, some HAs from avian viruses such as H5 and
H7 (e.g. H5N1 and H7N%) have crossed the interspecies barrier
infecting humans and causing occasional outhreaks (20, 21).

Antibodies Against the Globular Domain of HA
Classical neutralizing antibodies: original antigenic sin
Most of the classical neutralizing Abs against influenza are
directed to the conformational epitopes on HA, particulardy
the globular domain, which has been well-characterized as the
immunodominant region of this protein. Since the early cighties,
using monoclonal Abs (mAbs) as a tool, five non-overlapping
sites (Sh, Sa, Cal, Ca2 and Ch, or A-E sites) were identified as the
‘major regions recognized by neutralizing Abs (22-25). Sites Sa
and Sh are located at the top of the globular domain of HA, while
Cal, Ca2, and Cb are located at the bottom of the head (22).
Using a mouse model, it was shown by Angeletti et al, that
there is a hierarchy among the five antigenic sites of the HA
molecule of PR virus (HINI), that depends on the immune
response progress, the genetic background and the way in which
the antigen is formulated and delivered: Ch-specific B-cells are
predominant in the immediate response afier infection, but they
are substituted by Sb-specific B-cells at day 21. This hierarchy was
not influenced by CI4¥ T cells, and it may change with different
administration routes and different strains of mice (26). Later, Lin
ct al., analyzed the hicrarchy of immunodominance for the HaA
of a post-2009 influenza pandemic strain, AfMichigan/45/2015
(HIN1) in several species including humans: while no specific
immunodominance pattern was found with guinea pigs, Sb and
Ca-specific Abs dominated the immune response in mice and
the site Sa was dominant in ferrets. For humans it was reported
a completely different pattern in which Sa and Sb-specific Abs
dominated the antibody response (27). Similarly, for H3 virus,
Broecker et al. found that the B site (analog to sites Sa and
Sb in H1 HA) in the HA protein of the H3N2 strain that
circulated in the 2017-2108 season was immunodominant pre
and post-vaccination in humans that received seasonal vaccine.
The same pattern of immunodominance was found with mice,
but unlike reported by Angeletti et al, it was independent of
genetic background and immunization route (25, 29).
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Proteciive Anfibocies Acpired |renrs Vins

TABLE 1 | Mechaniems of action of peotective ardbocies against influsnzs vins probeins in meuse and humsns.

Antibodies sgainst Mechanism Canfirmed with:
Mouse Abs Human Abrs
HA fhead) Meudraiiring (strain specific] Block vins sHachment ko host cell w3 v
Brtxacdly resutsalizing v E
S13a® (3P CHEBE, C05, FO45-092, FO2E-427, D1-8 [44-47)
Mon-neutralizing ADCC
ADCP
COCC [
Inikin NA activity ¥ 30,39
] Bresaclly resubraliving Elock o =yl v
{29 CREZE1, CRBOG0, FIE, F10{43-53)
Horneutraliring ADCC A8 [B4)
ADCR < 1) 481
COCC 7 B2
Inbitift A activity # [} ¥ 1)
NA Mesdrasinyy Mot chsscrivect |
Hon-neutralizing Mii-actiity, interlers with viral relsass Pl 4 {58
ADDC < [B7)
1] Mon-netralizing ADCC ¥ 1103
ADCP « {28}
COCC ¥ o)
WP Mon-neutralizing ADDC ¥ {B7)
coco o L sesiity (123

& o indicoes shat the mectanism of action fos bean comiomed.

B mib name.

c. Referance in parenthesis.

FIGURE 1 | Surnmuary o the prolection mecharisms of reutralising and mon-reulrsiang Abs speciic bor difleent protsing af the irfusns vns. (&) Abs el realize
itve infection (B) Abs Sl eomnal e infsction by indireet mechaniss as ADCC, CDCC or ADCP (G} Al that preven the vius budding. The symibal 7 iricates he
imichanism of prolection is controvensial
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the recovery of mice by helping CD8 T cells to expand after the
heterosubtypic challenge (122). Furthermore, Carragher et al
analyzed the role of anti-NP Abs on HSI by vaccinating mice
in the shsence of T cells with recombinant nucleoprotein (£NP).
They found that HSI was still present. However, it was lost
when the Abs were absent, and it was recovered by transfer of
rNP-immune serum {1 18).

Previous studies have shown that NP can be expressed on
the surface of influenza virus-infected cells (1 23-125), however
evidence for Fo-mediated effector functions of anti-NP Abs is
controversial Regarding ADCC, despite Varderven et al reported
that healthy individuals had anti-NP and anti-M1 Abs capable of
activating NK cclls through FCyRIIL these Abs had no lalling
activity on target oclls in vitro (116). Contrarily, jegaskanda
et al found in human sera higher titers of NP-specific ADCC-
Abs reactive to avian mfluenza strain H7N9, 23 compared with
HA- or NA-specific ADCC-Abs reactive to the same strain. In
addition, these Abs correlated with ADCC-Abs reactive to NP in
&t:ﬂmﬂnﬂnmnm{HlN!ﬂdH!NZLwht
{87). Also, Bodewes et al, reported no complement-dependent
cell cytotoxicity using a human mAb specific for NP in vitro
(124), while Yewdell et al. found low CDOC activity with
five different mouse NP-mAbs in complement-mediated *'Cr
microcytotoxicity assays (123).

LaMere et al. described in mice that anti-NP 1gG Abs
also contribute to the protection against AV in o mechanism
dependent on CD8% T cells and Fe receptors (117). This can
be explained becamse anti-NP Abs can associate with viral
proteins (probably from dying infected cells) forming immune
and promoting a sustained antigen presentation to CDAT
cells. All of this contributes to memory development (126).
In accordance with this, when aged mice with 3 depressed
cytotoxic T lymphocyte (CTL) response received artificial IC
comsisting of a NP-specific mAb and the influenza virns, the
cell function and an increment of [FN-y by CD4* and CDEY
T eells (127).

Finally, other internal and non-structural proteins like PA-X
and PB1-F2 have shown to induce Abs, even though their role
in protection has not been determined. In 2012, protein PA-X
was identified as a product of the ribosomal frameshifting of
IAV segment 3, and, ot least in animal models, it modulates
viral growth and suppresses antiviral FERPORNBCL, In 2016, the
first evidence of PA-X expression in humans was the high titers
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reanh  deveiopeerty.  Nat B Aioeliel (2001 #590-
Bk dor 1O 1OME nrmecrnds 13

of specific Abs to this protein found in sera from patients
infected during the 2003 H7N7 ouwtbreak occurred in The
Netherlands (115). Moreover, the presence of Abs against the
PB1-F2 protein were confirmed by immunoprecipitation and
immunoflucrescence assays in human convalescent sera and
experimental infected mice (114),

A summary of protective Abs against influenza virus and
their mechanisms of protection is shown in Tablel and
Figure 1, respectively.

CONCLUSION

hetrrosubtypic protection against IAV. However, the Abs
that recognize highly conserved cpitopes are subdominant
during the course of a natural infection or afier vaconation.
Therefore, cfforts to build & universal vaccine with these
antigrnic determinants are being made, along with strategies for
MMWMNMM&:W
mdﬁthnkgrﬂﬂﬂﬂimlmﬂmﬁﬂﬂﬂm
in humans are needed to define the viability of wsing them
a5 a component of an anti-IAV universal vaccine or as a
therapeutic measure.
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