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1. RESUMEN

La falta de eficacia de la actual vacuna contra la tuberculosis, el bacilo de Calmette-
Guérin o BCG, en proteger contra las formas respiratorias de la enfermedad y
responsables de su transmision, hace necesario el desarrollo de nuevas vacunas mas
eficaces que permitan reducir la incidencia de la tuberculosis, principalmente en paises

subdesarrollados.

El nuevo candidato a vacuna contra la tuberculosis —-MTBVAC-, desarrollado en la
Universidad de Zaragoza a partir de la atenuacion de un asilado clinico de
Mycobacterium tuberculosis, es la primera vacuna viva atenuada basada en M.
tuberculosis en entrar en ensayos clinicos humanos, donde ha demostrado un alto
grado de seguridad. Para el progreso de MTBVAC hacia ensayos clinicos de eficacia
resulta crucial el conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos que le confieren
mayor proteccién respecto a BCG, y que permitan el desarrollo de biomarcadores

asociados a la proteccion de la vacuna.

El objetivo del presente trabajo es el estudio comparativo del trafico intracelular de
BCG y MTBVAC en macroéfagos de ratén, y de cdmo estas diferencias afectan a su
capacidad para inducir una presentacion antigénica eficaz que pueda correlacionarse

con la diferente proteccion e inmunogenicidad in vivo de ambas vacunas.

El trabajo realizado se basa en el estudio del trafico intracelular y la presentacién
antigénica en macrofagos derivados de médula ésea de ratdon infectados con BCG o
MTBVAC. En ellos se ha estudiado la colocalizacidn de las bacterias en compartimentos
acidos mediante microscopia confocal, y su capacidad de activar a las células que
infectan a través del analisis de la expresion de distintos marcadores de superficie
mediante citometria de flujo. Finalmente, se ha optimizado un ensayo para estudiar la
presentacion antigénica de BCG y MTBVAC a través de la utilizacién de hibridomas T
gue reconocen especificamente un péptido inmunogénico derivado del antigeno

mayor de M. tuberculosis Ag85B.



ABSTRACT

Due to the failure of the current tuberculosis vaccine, Bacille Calmette-Guerin or
BCG, to protect against respiratory forms of the disease responsible for its
transmission, it is needed to develop new and more effective tuberculosis vaccines

able to reduce tuberculosis incidence, specially in developing countries.

The new vaccine candidate against tuberculosis —MTBVAC-, developed at the
University of Zaragoza and based on rational attenuation of a Mycobacterium
tuberculosis clinical isolate, is the first live-attenuated M.tuberculosis-based vaccine to
enter clinical trials in humans, showing a high safety profile. To accelerate MTBVAC
progress toward efficacy trials, it is crucial to know the immunological mechanisms
that confer MTBVAC superior protection compared to BCG and to enable the

development of biomarkers associated with vaccine protection.

The goal of this work is the comparative study of BCG and MTBVAC intracellular
trafficking in mouse macrophages, and how these differences affect their ability to
induce an effective antigen presentation. This could be correlated with differences in

protection and immunogenicity induced in vivo by both vaccines.

This work is based on the study of intracellular trafficking and antigen presentation
in murine bone marrow derived macrophages infected with BCG or MTBVAC. In these
cells, colocalization of bacteria with acidic compartments was studied by confocal
microscopy. The ability of mycobacteria to activate infected cells has been determined
by analyzing the expression of different surface markers by flow cytometry. Finally, it
has been developed an assay to study antigen presentation in BCG and MTBVAC
through the use of a T hybridoma which specifically recognizes an immunogenic

peptide from the M. tuberculosis major antigen Ag85B.



2. INTRODUCCION

2.1 Tuberculosis, una emergencia global

La tuberculosis, junto al SIDA y la malaria, es actualmente una de las enfermedades
infecciosas con mayor mortalidad, principalmente en paises subdesarrollados. Se
estima que el bacilo de la tuberculosis infecta aproximadamente a un tercio de la
poblacién mundial causando alrededor de un millén y medio de muertes cada ano. La
aparicién creciente de cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes (MDR-
TB) y extremamente resistentes (XDR-TB) a antibidticos, unido al deterioro de las
infraestructuras de la salud publica en paises subdesarrollados y al aumento de la
incidencia del VIH, han contribuido a la expansion de la enfermedad, haciendo de la
tuberculosis una emergencia global, tal como fue declarada por la Organizacién

Mundial de la Salud (OMS) en 1993 [1].

Aunque en muchos casos la enfermedad puede ser controlada de forma efectiva
mediante un tratamiento adecuado, éste implica la combinaciéon de multiples
antibidticos durante largos periodos de tiempo, resultando inaccesible para muchos
paises. Ademas, su utilizacion inadecuada ha contribuido a la aparicién de cepas
multirresistentes a los antibidticos. Por ello, la prevencién a través de la vacunacién

resulta crucial para frenar la expansion de la enfermedad [2].

2.2 Vacunas contra la tuberculosis

2.2.1 BCG. La actual vacuna contra la tuberculosis

La actual y Unica vacuna en uso contra la tuberculosis, conocida como bacilo de
Calmette-Guérin o BCG, es una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis obtenida a
partir de un cultivo de la bacteria aislada de una vaca en 1904, y cultivada durante un
periodo de 13 afios con un total de 231 pasajes hasta la obtencidn de la actual vacuna.
La base molecular de la atenuacion de BCG como consecuencia de los sucesivos
subcultivos de la bacteria es principalmente la pérdida de la regidon genédmica RD1, que

codifica la maquinaria necesaria para sintetizar y exportar el antigeno T



inmunodominante ESAT-6, uno de los principales factores implicados en la virulencia

de M. tuberculosis [3].

La primera vacunacion con BCG tuvo lugar en 1921 y desde 1974 la vacunacién en
nifios estd incluida en el programa de inmunizacién (EPI) de la organizacién mundial de

la salud, dando como resultado unas 100 millones de vacunaciones por ano.

BCG ha demostrado efectividad en reducir la incidencia de las formas severas de
tuberculosis diseminada en ninos (meningitis tuberculosa y tuberculosis miliar), pero
su efectividad se reduce en la prevencion de la expansidon de la forma pulmonar, la
manifestacion mas comun de la enfermedad en adolescentes y adultos y principal

fuente de expansion de la tuberculosis [1].

Por otra parte, la distribucion mundial de BCG y los repetidos subcultivos de la
bacteria en condiciones no estandarizadas han dado lugar a la apariciéon de diversas
cepas bacterianas y a la acumulacion de multiples cambios moleculares, lo que hace
que la respuesta inmune y la proteccién varie entre las distintas cepas, incluso
pudiendo llevar a la sobreatenuacion de algunas de ellas, y reduciendo por tanto su

inmunogenicidad [4].
2.2.2. Nuevas vacunas contra la tuberculosis: MTBVAC

A pesar de su extendido uso, la falta de eficacia de BCG en algunos aspectos,
principalmente en la proteccidn contra las formas respiratorias de la enfermedad, hace
necesario el desarrollo de nuevas vacunas mas eficaces contra la tuberculosis que
permitan una mayor prevencion de la transmision y control de la enfermedad. Por ello,
en la comunidad cientifica existe un esfuerzo global para el desarrollo de vacunas mas
efectivas que permitan, en combinacién con regimenes de tratamientos adecuados,

reducir la incidencia de la tuberculosis en las dreas endémicas [5,6].

MTBVAC es un candidato a vacuna viva atenuada contra la tuberculosis
desarrollado en la Universidad de Zaragoza a partir de la atenuacién de una cepa de M.
tuberculosis aislada en humanos y modificada por ingenieria genética mediante la
inactivacion de genes clave en la virulencia de la bacteria. El desarrollo de una vacuna

basada en la atenuacién racional de M. tuberculosis, el patdégeno causante de la
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enfermedad en humanos, ofrece la ventaja de que en su genoma se conservan muchos
genes que pueden ser importantes desde el punto de vista inmunoldgico para la
interaccidn con el sistema inmune del huésped humano, con el que ha coevolucionado
durante miles de afios, mientras que en las subcepas de BCG derivadas de M.bovis, el
patégeno causante de la tuberculosis en bovinos, muchos de estos genes estan

ausentes [7].

MTBVAC fue construida con el objetivo de cumplir los requerimientos del consenso
de Ginebra para la entrada en ensayos clinicos humanos de nuevas vacunas basadas en
micobacterias vivas. En él se requiere que los candidatos a vacuna basados en M.
tuberculosis presenten dos mutaciones estables e independientes sin marcadores de
resistencia a antibidticos, ademas de un perfil de seguridad y eficacia igual o superior

al de BCG [8,9].

En el desarrollo de MTBVAC se partid del aislado clinico de M. tuberculosis MT103
para generar dos deleciones independientes sin marcadores de resistencia a
antibioticos en los genes phoP y fadD26 (figura 1) [7]. PhoP es un factor de
transcripcion clave en la regulacion de la virulencia de M. tuberculosis, que forma parte
del sistema de dos componentes PhoPR, el cual regula la transcripcion de
aproximadamente el 2% del genoma de M. tuberculosis, incluyendo genes implicados
en mecanismos de virulencia, entre los que destaca la secrecion de ESAT-6 [10,11].
Por otra parte, el gen fadD26 es esencial en la sintesis del complejo de lipidos ftiocerol
dimicocerostatos (PDIM), una familia de lipidos de superficie implicados en la

virulencia de la micobacteria [12].

La cepa resultante MTBVAC muestra seguridad y perfiles de biodistribucidon
similares a BCG y ha demostrado proteccidén superior y mayor inmunogenicidad en los
estudios preclinicos, convirtiéndose en la primera vacuna viva atenuada basada en M.
tuberculosis en entrar en fases de ensayos clinicos [7,13,14]. La vacuna, producida por
la empresa espafiola Biofabri, ha superado con éxito la fase | de seguridad en

humanos, representando un prometedor candidato para la sustitucién de BCG [15].
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Figura 1. Pasos en la construccion del nuevo candidato a vacuna contra la tuberculosis: desde SO2
hasta MTBVAC [7]. La cepa SO2, construida previamente a partir del aislado clinico de M. tuberculosis
MT103 mediante la insercidon de un cassette de resistencia a kanamicina en el gen phoP, fue modificada
mediante ingenieria genética para generar deleciones independientes sin marcadores de resistencia a

antibidticos en los genes phoP y fadD26, ambos implicados en la virulencia de la micobacteria.

2.3 Respuesta inmune y mecanismos de evasion de M. tuberculosis

M. tuberculosis, la bacteria causante de la tuberculosis en humanos, se transmite

principalmente por via respiratoria, siendo los pulmones el primer érgano afectado.

La respuesta inmune generada frente a esta infeccion implica la accidén de diversas
células del sistema inmune, principalmente macréfagos, células dendriticas y células T
CD4" y CD8", y de citoquinas como IFNy y TNFa. La activacién e interaccién entre estas
células da lugar a una reaccién inflamatoria que puede acabar en la generacién del
granuloma, una estructura formada por agregados de macrofagos infectados rodeados
de macréfagos activados que colaboran con células T y activan sus mecanismos
bactericidas para la eliminacion del patégeno. De esta forma, la estructura del
granuloma permite mantener a la bacteria en estado latente y contener la infeccion,
limitando su diseminacidn durante largos periodos de tiempo, de manera que sélo un

10% de los individuos infectados desarrollan la enfermedad como consecuencia de la



infeccion primaria, mientras que en la mayoria de los casos la bacteria permanece en
estado latente, pudiendo reactivarse en situaciones que comprometen la actividad del

sistema inmune, como la infeccidn por VIH, envejecimiento o malnutricion [16].

M. tuberculosis es un patégeno intracelular facultativo y su principal célula diana
son los macréfagos. Esta bacteria ha desarrollado diferentes estrategias evolutivas que
le permiten persistir en el ambiente hostil del interior celular y superar los mecanismos

bactericidas de defensa de su célula diana [2,16].

Uno de los principales mecanismos de persistencia desarrollado por la micobacteria
es la inhibicidon de la maduracion y la acidificacién del fagosoma [17]. Los fagosomas
son compartimentos celulares que contienen en su interior las bacterias fagocitadas
por los macréfagos. Durante su maduracion, los fagosomas se fusionan con lisosomas,
dando lugar al fagolisosoma, donde las bacterias son procesadas por diversas
proteasas, como catepsinas, en un entorno acido, lo que permite la eliminacion de la
bacteria y la generacion de péptidos y lipidos para las vias de presentacion antigénica.
De este modo, los antigenos bacterianos son presentados a linfocitos T especificos
unidos a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il o de clase |
(MCH-Il o MHC-I) en la superficie celular, generando la activacién de las células T
especificas CD4" o CD8* [18]. Sin embargo, M. tuberculosis ha desarrollado estrategias
gue detienen este proceso e impiden la maduracidon normal del fagosoma. La bacteria
es capaz de bloquear la fusion del fagosoma con el lisosoma y de inhibir la acidificacidon
fagosomal, lo cual esta relacionado con la exclusién de la protén ATPasa vacuolar (v-
ATPasa), critica para la disminuciéon del pH del fagosoma [19,20]. De esta forma, el
patdgeno inhibe la maduracién endocitica, lo que puede reducir el procesamiento
antigénico, y por tanto, la presentacion eficaz de los antigenos de la micobacteria por
parte de los macréfagos, inhibiendo la activacién de las células T [20,21]. En este
contexto, diversos autores han constatado que, a diferencia de las cepas virulentas de
M. tuberculosis, cepas mutantes en el gen phoP o en la sintesis de PDIM son incapaces
de impedir la maduracion del fagosoma, poniendo de manifiesto la implicacion de

dichos genes en este mecanismo [22,23].



Ademas, existen otros mecanismos bacterianos que contribuyen a la persistencia,
replicacion y propagacién de la micobacteria, y que estan mediados principalmente

por su capacidad de secrecidn de ESAT-6, entre los que destacan los siguientes:

- Inhibicién de la autofagia. La autofagia es un proceso mediante el cual

componentes citosdlicos y organulos celulares danados se engloban en el
interior de autofagosomas, que terminan fusiondandose con lisosomas. Aunque
se trata de un proceso celular fisioldgico, recientemente se ha descrito también
como un importante mecanismo inmune en la defensa contra patégenos [24].
La activacion de la autofagia reduce la viabilidad de las micobacterias
intracelulares y facilita su eliminacion, aumentando su capacidad de
presentacion antigénica. M. tuberculosis ha desarrollado mecanismos
mediados por ESAT-6 que inhiben los procesos de autofagia en los macrofagos,

favoreciendo su persistencia en ellos [25,26].

- Translocacién al citosol. Otra de las estrategias desarrolladas por

M.tuberculosis para evadir la accion bactericida de los macrofagos es la rotura
del fagosoma y translocacion de las micobacterias desde el interior del
fagosoma al citosol, donde pueden replicar libremente en ausencia del

ambiente hostil del fagosoma e infectar nuevas células [27,28].

- Induccion de apoptosis. La modulacion de la apoptosis es un proceso

ampliamente utilizado por los patdgenos intracelulares para favorecer la
expansion de la infeccidn. M. tuberculosis es capaz de inducir la muerte por
apoptosis en la célula diana, generando en este proceso cuerpos apoptoticos
que contienen micobacterias. Estos cuerpos apoptoticos son fagocitados por
nuevas células, favoreciendo asi su infeccién y contribuyendo a la diseminacién

del microorganismo [29].



En conjunto, estos mecanismos, desarrollados como consecuencia de la evolucion
de M. tuberculosis con el sistema inmune humano, favorecen la propagacion célula-
célula de las micobacterias y su persistencia en los macréfagos del huésped, y pueden
interferir en la eficacia del procesamiento y presentacion de sus antigenos para la

generacion de una respuesta inmune adaptativa eficaz.



3. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los estudios preclinicos en ratones inmunocompetentes llevados a cabo durante el
desarrollo de MTBVAC, asi como los primeros resultados obtenidos en la primera fase
de ensayos clinicos de seguridad en voluntarios sanos, han demostrado que esta
vacuna induce mejor proteccién y mayor respuesta especifica in vivo respecto a la
actual BCG. Para poder acelerar el avance de MTBVAC hacia ensayos clinicos de
eficacia, resulta crucial el conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos que
permitan explicar, a nivel molecular, la mayor inmunogenicidad de MTBVAC respecto a

BCG, e identificar biomarcadores predictivos de la proteccidén asociada a la vacuna.

Los factores de virulencia phoP y PDIM, delecionados en MTBVAC, se han
relacionado con el bloqueo de las rutas del trafico intracelular y la inhibicién de la
maduracion fagosomal por parte de M. tuberculosis en macréfagos infectados [22,23].
Pese a no expresar ESAT-6, BCG expresa tanto phoP como PDIM, por lo que conserva
parte de la capacidad asociada a la micobacteria virulenta de bloquear el trafico

intracelular en la célula diana [20].

La hipdtesis de partida de este trabajo es que la implicacién de los factores de
virulencia phoP y PDIM en la inhibicidon de los mecanismos bactericidas de la célula
diana puede alterar las vias de procesamiento del microorganismo, que derivan en la
presentacion de los antigenos bacterianos a las células del sistema inmune. De este
modo, al carecer de ambos factores de virulencia, MTBVAC seguiria las vias normales
de maduracién fagosomal y procesamiento antigénico en el interior de los macrofagos,
dando lugar a una presentacidon antigénica eficaz, que explicaria la mayor
inmunogenicidad observada in vivo respecto a BCG. Esta ultima, debido a su capacidad
de bloquear el trafico intracelular, no seria correctamente procesada y por tanto, daria

lugar a una presentaciéon antigénica menos eficiente.

En este contexto, el objetivo global del presente trabajo es el estudio comparativo
del tréfico intracelular de BCG y MTBVAC en macrofagos murinos, y de como estas
diferencias se traducen en diferencias en la eficacia de la presentacion antigénica de

ambas vacunas.
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Para llevar a cabo su consecucion, los objetivos especificos planteados son los

siguientes:

- Estudio de la colocalizacion de BCG y MTBVAC con compartimentos celulares

acidos en el interior de macréfagos infectados.

- Estudio de la maduracién y activacién de macréfagos infectados con BCG o

MTBVAC.

- Estudio de la presentacion antigénica en macréfagos infectados con BCG o

MTBVAC.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivo de micobacterias

En este trabajo se han utilizado cepas de BCG Pasteur y MTBVAC que expresan la
proteina fluorescente verde (GFP) (BCG::GFP y MTBVAC:GFP), previamente
construidas a través de la expresion de un plasmido con un promotor fuerte seguido

de la secuencia de la GFP.

Para llevar a cabo las infecciones en macréfagos, se prepararon previamente lotes
de gliceroles de estas cepas en los que se cuantificé la cantidad de bacterias presente.
Para ello, se inocularon 100 I de bacterias BCG::GFP o MTBVAC::GFP, procedentes de
un stock congelado en glicerol, en medio de cultivo liquido 7H9 suplementado con 10%
de albumina, dextrosa y catalasa (ADC), 0.05% (v/v) de Tween-80 y en los casos
necesarios con el antibidtico higromicina (20 pg/ml), y se mantuvieron a 37 °C durante
aproximadamente una semana. Transcurrido este tiempo, con el objetivo de
comprobar que el cultivo se encontraba en fase de crecimiento logaritmica, se midio
su densidad optica a 600 nm. Para sedimentar los agregados bacterianos, se
recogieron 10 ml de cultivo y se centrifugaron durante 5 minutos a 100 xg. El
sobrenadante, que contiene las bacterias, se recogid y se hizo pasar por una aguja de
0.45 mm de didmetro con la ayuda de una jeringa de 10 ml durante 5 ciclos, para
favorecer lo maximo posible la disgregacion bacteriana. A continuacion, se tomaron 7
ml de cada cultivo a los que se afiadieron 3 ml de glicerol 50% (v/v) y se alicuotaron en

volumenes de 0.5 ml en tubos adaptados para su congelacion a -80°C.

Al dia siguiente, se descongeld una alicuota de cada cepa y con ella se prepararon
diluciones seriadas en PBS con un factor de dilucion de 10. De cada una de las
diluciones se plagquearon 100 ul en placas con medio de cultivo sélido 7H10
suplementado con ADC. Estas placas se sellaron y se incubaron a 372C durante 21 dias.
Transcurrido ese tiempo, se contabilizaron las colonias y se calculé la densidad

bacteriana del stock congelado, teniendo en cuenta la dilucion aplicada en cada caso.
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4.2 Células eucariotas

4.2.1 Aislamiento y cultivo de macrdfagos derivados de médula dsea de raton
(BMDMs)

Los ensayos de infeccion llevados a cabo se han realizado en macréfagos murinos
obtenidos a partir de la diferenciacién de células de médula dsea de huesos de tibia y
fémur de ratones de la estirpe C57/BL6. Estas células se cultivaron en medio de cultivo
DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino (FSB), glutamax 2 mM vy los

antibidticos penicilina y estreptomicina 10 mg/ml.

Para su obtencidn, los ratones fueron eutanasiados y se extrajeron las tibias y
fémures. Los huesos se limpiaron de restos de tejido muscular, se esterilizaron en
etanol y se lavaron con PBS. Para extraer las células de la médula dsea se seccionaron
las cabezas de los huesos y se introdujo por uno de los lados una aguja de 10 mm de
largo y 0.45 mm de didmetro acoplada a una jeringa con 1 ml de medio de cultivo. El
volumen inoculado por uno de los lados salié por el otro lado del hueso y se recogié en
una placa de Petri con 20 ml del mismo medio de cultivo. El procedimiento se repitid
inoculando otro mililitro de cultivo por el otro lado del hueso. Para separar los posibles
fragmentos de tejido, el cultivo resultante de las células extraidas de los dos fémures y
tibias se hizo pasar por un filtro de 70 pim de tamafio de poro y se centrifugd durante 5
minutos a 450 xg. El pellet obtenido se resuspendié en medio de cultivo con 10% de un
factor de diferenciacion de macrdfagos, obtenido a partir del cultivo de células L929,
que secretan de forma constitutiva el factor de diferenciacion de macréfagos (M-CSF).
Las células obtenidas se sembraron finalmente en placas de Petri que se incubaron
durante 7 dias a 372C en una atmdsfera con 5% de CO,, hasta alcanzar el grado de

adhesidn y diferenciacion adecuado.

Transcurrido este tiempo, los macrofagos adheridos a la placa se lavaron con 5 ml
de PBS y se incubaron con 5 ml de tripsina a 37 2C durante 10 minutos. Una vez en
suspension, se anadieron 5 ml de medio de cultivo con FSB para inhibir la accidn de la
tripsina, y las células se centrifugaron durante 5 minutos a 450 xg. El pellet de células

se resuspendid en medio de cultivo freso y los macréfagos se contaron en un
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microscopio utilizando una camara Neubauer y la técnica de azul Trypan para

diferenciar células vivas y muertas.

4.2.3. Cultivo de células BB7

En los ensayos de presentacion antigénica se han utilizado hibdridomas de células T
CD4" de ratén (células BB7), obtenidos a partir de un clon de células T CD4" de ratones
de la estirpe C57/BL6 que reconoce especificamente un péptido del Ag85B asociado a
la molécula de MHC-II del serotipo I-A°/1-E° (En colaboracion con el Doctor David

Canaday, Case Western Reserve University (Cleveland, US)) [20, 25].

Las células BB7 se cultivaron en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de
FBS, glutamax 2 mM, penicilina y estreptomicina 10 mg/ml, aminodacidos esenciales 1%
(v/v), HEPES 10 mM y B-mercaptoetanol 50 UM. Los cultivos se mantuvieron a 372C en
una atmodsfera con 5% de CO; y la viabilidad celular se determind periédicamente

mediante contaje celular con azul Trypan en una camara de Neubauer.

4.3 Infeccidon de macréfagos derivados de médula ésea de raton

Los macrofagos BMDM se sembraron en placas de 24 o 96 pocillos, en funcion del
ensayo a realizar, a una densidad de 500.000 o 100.000 células por pocillo
respectivamente, incubandose durante una noche para permitir su adhesién al

plastico.

Para llevar a cabo las infecciones se descongelaron alicuotas del stock de BCG::GFP
y MTBVAC::GFP previamente cuantificado y las bacterias se suspendieron en medio de
cultivo DMEM suplementado con SFB y glutamax a la densidad adecuada para obtener
una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1:1 o 10:1 bacterias por célula, segun el
ensayo realizado. El medio de cultivo de los macréfagos fue reemplazado por la
suspension bacteriana de cada cepa y los cultivos se incubaron a 372C en una
atmdsfera con 5% de CO, durante 4 horas, tras lo cual se retird el medio de cultivo y
las células se lavaron tres veces con PBS para eliminar las bacterias extracelulares,

afiadiendo al final medio de cultivo fresco en cada pocillo.
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4.4. Analisis del trafico intracelular mediante microscopia confocal

Los macrofagos BMDM se sembraron sobre lamelas de vidrio en placas de 24
pocillos a una densidad de 500.000 células por pocillo y se infectaron a MOI 1:1y a
MOI 10:1 con BCG::GFP y MTBVAC::GFP. Como control positivo de colocalizacién se
utilizaron bacterias inactivadas por calor, ya que estas carecen de mecanismos para
inhibir la acidificaciéon fagosomal. El ensayo se realizd en presencia y ausencia de

bafilomicina 50 nM, un inhibidor del trafico intracelular.

Tras la infeccidn, los macréfagos infectados se marcaron con la sonda LysoTracker
Red. Para ello, las células se incubaron a 372C con LysoTracker Red 50 nM durante una
hora, se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 20

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se retiré el PFA y se aiiadio PBS.

Los nucleos celulares se tifieron con el colorante fluorescente Hoeschst. Para ello,
las células se incubaron 5 min a temperatura ambiente con 1 pg/ml de colorante, tras

lo cual se retird y se afiadio PBS.

Finalmente, las lamelas de vidrio se montaron sobre portas de microscopio y las
preparaciones se mantuvieron a 42C hasta su analisis. La fluorescencia se analizd

utilizando un microscopio de fluorescencia confocal compacto Olympus FV10-i Oil

Type.

Para calcular el porcentaje de colocalizacion en cada preparacion, se analizd la
superposicion de las fluorescencias de un minimo de 100 bacterias intracelulares y

aisladas.

4.5 Analisis de la expresion de marcadores de superficie mediante citometria de
flujo

Los macréfagos BMDM se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de
500.000 células por pocillo y se infectaron a MOI 10:1 con las cepas de BCG::GFP y
MTBVAC::GFP. Tras 24 horas de infeccion, los macréfagos adheridos a la placa se
lavaron con 500 I de PBS por pocillo y se incubaron con 500 I de tripsina por pocillo

durante 10 minutos. Una vez despegadas, las células en suspension se traspasaron a
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tubos Eppendorf con 500 I de medio de cultivo con SFB, para inactivar la accién de la
tripsina. Las células se centrifugaron 5 minutos a 200 xg, el pellet se resuspendié en
100 pl de medio de cultivo y se afiadié a una placa de 96 pocillos de fondo curvo. La
placa se centrifugd hasta 1500 xg y se lavo el sobrenadante. Con el objetivo de evitar
posteriores uniones inespecificas de los anticuerpos utilizados, se afiadieron 50 pl por
pocillo de una solucién de bloqueo de los receptores de la regidn Fc de los anticuerpos
diluida 1/50 (Miltenyi), que se incubd durante 10 minutos a 42C. La placa se centrifugd
de nuevo hasta 1500 xg, se lavd el sobrenadante y se afiadieron 50 ul por pocillo de
anticuerpos anti-MHCII-APC (Miltenyi) diluido 1/100, anti- CD80-PE (BD Biosciences) y
anti-CD86-PE (BD Biosciences) diluidos 1/200, y de los controles de isotipo pertinentes
(BD Biosciences) diluidos 1/200. Las diluciones de los anticuerpos se prepararon en
medio de cultivo con 10% de SFB. Los anticuerpos se incubaron con los macrdéfagos
durante 20 minutos a 4 2C, tras lo cual las células se fijaron con PFA 1% durante 20
minutos a temperatura ambiente y se suspendieron finalmente en PBS,

manteniéndose a 49C hasta su analisis.

La fluorescencia de las células se analizo utilizando un citometro de flujo Gallios

(Beckman Coulter).

4.6 Ensayo de presentacion antigénica

Los macréfagos BMDM se sembraron en placas de 96 pocillos en presencia o
ausencia de 1000 U/ml de IFNy de ratdn, y se incubaron durante 48 horas a 37 2C en
una atmoésfera con 5% de CO,. Las células se infectaron a una MOI de 10:1 con cepas
de BCG y MTBVAC. Como control negativo se utilizd una cepa de MTBVAC mutante
para el antigeno Ag85B, previamente construida y disponible en un stock congelado y
cuantificado, y como control positivo se utilizé el péptido inmunodominante del Ag85B
reconocido por las células BB7 a 10 pg/ml. Transcurridas 4 horas de infeccién, los
pocillos se lavaron tres veces con PBS y los hibridomas T BB7 se anadieron sobre los
macrofagos en una relacidon efector:célula diana (E:D) de 2:1 y 5:1. Las células BB7 se

mantuvieron en contacto con los macréfagos infectados durante 24 horas. Tras este
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periodo, los cultivos se centrifugaron durante 5 minutos a 200 xg y se recuperd el

sobrenadante resultante.

La presencia de IL-2 en el sobrenadante, secretada por parte de las células BB7 tras
el reconocimiento antigénico, se determind mediante ELISA, utilizando un ELISA tipo
sandwich para la determinacion cuantitativa de la IL-2 de ratén (MABTECH 3441-1H-6).
El protocolo se llevd a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se utilizé un
anticuerpo primario de captura que se incubdé durante una noche en una placa
Maxisorp (Nunc) de 96 pocillos. La placa se blogued incubandola en un buffer de PBS
con 0.05% de Tween 20 y 0.1% de albumina bovina sérica (BSA), y a continuacion se
afiadieron las muestras y estandares, preparados a partir de diluciones seriadas de 1 a
1000 pg/ml de un estandar de IL-2 proporcionado por el fabricante. Como anticuerpo
secundario se utilizd un anticuerpo monoclonal unido a biotina, que se detectd
incubandolo con una solucidn de estreptavidina unida a peroxidasa que se reveld con
el sustrato especifico TMB (3,3',5,5 -Tetramethylbencidina), y la reaccion se detuvo
con una solucién de H,S04 0.5 M. La densidad éptica se leyé a 450 nm en un lector de

placas (BioTek).
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5. RESULTADOS

5.1 Andlisis del trafico intracelular de BCG y MTBVAC

Con el objetivo analizar las diferencias en el trafico intracelular de las vacunas BCG y
MTBVAC, se infectaron macréfagos BMDM con cepas bacterianas que expresaban
constitutivamente la proteina GFP, y se marcaron los compartimentos celulares acidos
con la sonda LysoTracker. Mediante microscopia confocal, se analizé la colocalizacion
de las bacterias intracelulares, que emiten fluorescencia verde al expresar la proteina
GFP, con los compartimentos acidos, marcados con la sonda LysoTracker, que emite
fluorescencia roja a pH acido. Como control negativo se utilizaron macrofagos sin
infectar y como control positivo los macréfagos se infectaron con bacterias inactivadas
por calor, que como consecuencia de su fenotipo inactivado, siguen la ruta clasica de
procesamiento endocitico. Para comprobar la integridad de las células infectadas, los
nucleos de los macrofagos se tifieron con la sonda fluorescente Hoeschst, que se une a
los acidos nucleicos emitiendo fluorescencia azul. Ademas, para estudiar su efecto en
el trafico de BCG y MTBVAC en las células infectadas, las infecciones con ambas
vacunas se realizaron en presencia del compuesto bafilomicina en el medio de cultivo,

un inhibidor de la protén v-ATPasa que impide la acidificacién del fagosoma.

Las imagenes obtenidas (figura 2A) muestran como en ausencia de infeccién
bacteriana (control negativo) apenas se observa la presencia de compartimentos
acidos. Sin embargo, en las diferentes infecciones llevadas a cabo, se observa la
presencia tanto de BCG como de MTBVAC en compartimentos celulares acidos,
observandose un alto grado de colocalizacion en los macrdfagos infectados con
MTBVAC, similar al de las bacterias inactivadas por calor y mayor respecto a los
infectados con BCG. Por otro lado, las imagenes obtenidas muestran de manera visible
los efectos del inhibidor bafilomicina sobre el trafico intracelular, que reduce en gran
medida la acidificacién de los compartimentos endosomales tanto en los macrofagos

infectados con BCG como con MTBVAC.

Los porcentajes de colocalizacion (figura 2B) se han calculado mediante el contaje

del nimero de bacterias aisladas en el interior de los macréfagos que colocalizan con
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la sonda LysoTracker en un minimo de 100 bacterias por cada preparacion. Estos
porcentajes indican una colocalizacion parcial tanto de BCG como de MTBVAC con los
compartimentos celulares acidos. Sin embargo, en los macréfagos infectados con
MTBVAC se observa en general un mayor grado de colocalizacidon respecto a los
infectados con BCG, siendo comparable al de las bacterias inactivadas por calor a una
MOI de 10:1, donde los porcentajes de colocalizacion son 72 y 84 % respectivamente,
frente a un 56 % de BCG. Las diferencias entre BCG y MTBVAC son mayores cuando se
analizan los datos a MOI 1:1, donde el porcentaje de colocalizacién en los macréfagos
infectados con MTBVAC es en torno al doble del observado en los infectados con BCG
(29 y 53% respectivamente). Finalmente, el efecto de la bafilomicina en el medio de
cultivo reduce estos porcentajes considerablemente tanto en las infecciones con

MTBVAC como con BCG (19 y 17% respectivamente).
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Figura 2. Andlisis del trafico intracelular de BCG y MTBVAC en macrdéfagos infectados mediante
microscopia confocal. (A) Imagenes representativas de macréfagos BMDM sin infectar (control
negativo) e infectados con bacterias inactivadas por calor (control positivo), BCGy MTBVAC a MOI 1:1 y
a MOI 10:1 en presencia y ausencia del inhibidor bafilomicina. Las células se marcaron con la sonda
LysoTracker tras 4 horas de infeccion (fluorescencia roja) y los nucleos celulares de los macréfagos se
tifleron con la sonda Hoestch (fluorescencia azul). Las micobacterias internalizadas emiten fluorescencia
verde al expresar la proteina GFP. La superposicion de la fluorescencia verde y roja indica que las
micobacterias residen en compartimentos acidos. La bafilomicina inhibe la acidificacion del fagosoma,
reduciendo la colocalizacién de las bacterias fluorescentes con la sonda LysoTracker. Se indica con
flechas la posicion de bacterias intracelulares en el canal de fluorescencia verde (GFP) y su posicidon

correspondiente en el de fluorescencia roja (LysoTracker).

-21-



(B) Cuantificacion del trafico intracelular de las micobacterias en compartimentos acidos. Los datos
expresan el procentaje de micobacterias en el interior de los compartimentos marcados con LysoTracker
con respecto a las micobacterias intracelulares totales en el interior de macréfagos infectados con BCG,
MTBVAC vy bacterias inactivadas por calor (control +) a MOI 1:1, 10:1 y en presencia del inhibidor
bafilomicina. Los datos de cada muestra son el resultado del valor medio de tres datos experimentales

+ desviacién estandar (SD).

5.2 Andlisis de la activacidon de macroéfagos infectados con BCG y MTBVAC

CD80 y CD86 son las dos principales moléculas de coestimulacidn expresadas en la
superficie de las células presentadoras de antigeno, cuyo papel es generar la segunda
sefal de activacion para los linfocitos T a través de su interaccién con la molécula CD28
expresada en la superficie de estos linfocitos, siendo la primera sefial de activacién la
producida como consecuencia de la interaccién entre el TCR del linfocito T con el MHC
de clase | (para células CD8") o de clase Il (para células CD4") en la superficie de las

células presentadoras de antigeno [30,31].

Con el objetivo de estudiar la capacidad de BCG y MTBVAC de inducir la expresion
de moléculas de coestimulacion en las células que infectan, se infectaron macréfagos
BMDM con ambas cepas bacterianas durante 24 horas y las células se marcaron con
anticuerpos especificos anti-CD80 y anti-CD86 unidos a ficoeritrina (PE), asi como con
un anticuerpo anti-MHCIl unido a aloficocianina (APC), y su expresion se determiné
monitorizando la fluorescencia de estos fluorocromos mediante citometria de flujo.
Ademas, la infectividad de BCG y MTBVAC se determind monitorizando la
fluorescencia verde emitida por la GFP expresada por las micobacterias. Para medir la
fluorescencia basal causada por la unién inespecifica de los anticuerpos se utilizaron
controles de isotipo, que consisten en anticuerpos inespecificos de la misma especie e
isotipo en la que se ha obtenido el anticuerpo monoclonal especifico utilizado,
marcados con el correspondiente fluorocromo. En este caso, se han utilizado controles

de isotipo de hamster para CD80 y de rata para CD86 y MHC-II.

En primer lugar, se selecciond la poblacién de macroéfagos a estudiar en funcién del

tamafio y la complejidad celular, determinado por los parametros Forward Scatter
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(FSC) y Side Scatter (SSC) respectivamente (figura 3A). Todos los siguientes analisis se

realizaron sobre esta poblacion celular.

La fluorescencia de la GFP emitida por las bacterias fluorescentes se analizd
respecto al parametro SSC (figura 3B). Tanto en las infecciones con BCG como con
MTBVAC, el porcentaje de macrofagos infectados es elevado (92 y 86%
respectivamente), frente al control negativo (macréfagos sin infectar), donde no hay
fluorescencia debida a GFP (figura 3B). Estos resultados indican que la capacidad
fagocitica de los macréfagos BMDM es muy alta, y que las posibles diferencias
encontradas entre ambas cepas bacterianas no se deben a diferencias en su capacidad

de infeccion.

Para analizar la expresién de los marcadores de superficie mencionados, se estudid
la fluorescencia roja emitida por los anticuerpos anti-CD80 y CD86 marcados con PE
respecto a la emitida por el anticuerpo anti-MHCIl marcado con APC (figura 3C).
Respecto a la expresion de MHC-Il, en el caso del control negativo se observa la
expresion positiva de este marcador en una poblacion importante de macréfagos sin
infectar. Ademas, la infeccion con BCG o MTBVAC no altera significativamente este
porcentaje, que se mantiene en torno al 50% de la poblacidn celular con expresién
positiva para MHC-II. En el caso de CD80 o CD86, no se observan niveles de expresion
significativos ni en el control negativo ni en los macréfagos infectados con BCG o

MTBVAC.

Los resultados obtenidos indican que la infeccion con BCG o MTBVAC no induce, en las
condiciones dadas, un aumento significativo en la expresion de estas moléculas en los

macrofagos infectados.
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Figura 3. Analisis de la expresion de marcadores de activacion en macréfagos infectados con BCG y
MTBVAC mediante citometria de flujo. Los macréfagos BMDM infectados con BCG:GFP y
MTBVAC::GFP se marcaron con anticuerpos contra distintos marcadores de superficie: MHC-II, CD80 y
CDS86, y su expresion se determind mediante citometria de flujo. (A) Diagrama dot-plot de la poblacién
celular presente en la muestra en funcion de su tamafio, dado por el pardmetro FSC y la complejidad
celular, dada por el pardmetro SSC. La regién delimitada representa la poblacién de macrdéfagos sobre la
que se realiza el andlisis. (B) Diagramas dot-plot que representan la fluorescencia debida a la GFP
expresada por las micobacterias en funcidon del parametro SSC en macrdéfagos sin infectar (control
negativo) e infectados con BCG y MTBVAC. Los numeros indican los porcentajes de células positivas en
cada cuadrante. (C) Diagramas dot-plot que representan la fluorescencia de la APC debida a la expresidn

de MHC-II en funcidén de la fluorescencia de la PE debida a la expresidon de CD80 (arriba) y CD86 (abajo)
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en macréfagos marcados con el control de isotipo de hamster y rata, macrdfagos sin infectar (control
negativo) e infectados por BCG y MTBVAC. Los numeros indican los porcentajes de células positivas en

cada cuadrante.

5.3 Estudio de la presentacidn antigénica de BCG y MTBVAC

El objetivo principal de este trabajo consistia en correlacionar las diferencias
observadas en el trafico intracelular de ambas vacunas (5.1) con su capacidad para
llevar a cabo una presentacion antigénica eficaz que active la respuesta inmune y
confiera proteccion contra la enfermedad. Para medir la presentacién antigénica
mediada por MHC-II en la superficie de los macrdfagos se han utilizado las células BB7,
hibridomas de ratén que reconocen especificamente un péptido del antigeno de
tuberculosis Ag85B unido al MHC-II del haplotipo I-A°/I-E, expresado por la estirpe de
raton C57/BL6. Puesto que estas células se encuentran preactivadas, cabe resaltar que
no necesitan de sefiales de coestimulacién, sino que la interaccion con el MHC-II

expresado por los macrofagos es suficiente para producir una respuesta.

Para aumentar la expresiéon de MHC-II en la superficie de los macrdfagos, éstos se
incubaron con IFNy durante las 48 horas previas a la infeccién y al contacto con las
células BB7. El IFNy induce la expresiéon de MHC-Il en la superficie de las células
presentadoras de antigeno. Los macréfagos BMDM naive o activados con IFNy se
infectaron con BCG y MTBVAC durante 4 horas, tras lo cual se lavaron con PBS para
eliminar las bacterias extracelulares y se incubaron durante 24 horas con las células
BB7. El reconocimiento entre estas células, que da lugar a la presentacién antigénica y
la activacion de las células BB7, se determind cuantitativamente midiendo mediante
ELISA la concentracién de IL-2, citoquina secretada al medio por las células BB7

activadas, en el sobrenadante del cultivo tras 24 horas de infeccion.

Puesto que el presente trabajo ha supuesto la puesta a punto en el laboratorio de
este ensayo, con el objetivo de encontrar las condiciones dptimas para su realizaciéon

se probaron las siguientes condiciones experimentales:
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Ensayo 1

En un primer intento, los macréfagos BMDM se sembraron e incubaron durante 24
horas en presencia o ausencia de IFNy a una concentraciéon de 200 U/ml, y se
infectaron con BCG o MTBVAC a MOI 1:1 y 10:1 en medio de cultivo DMEM
suplementado con de SFB y glutamax. Como control positivo se utilizd el péptido
inmunodominante del Ag85B a tres concentraciones distintas (0.1, 1 y 10 pg/ml). Las
células BB7 se afiadieron sobre los macrofagos infectados en el mismo medio DMEM
suplementado con 10% de SFB y glutamax a un ratio E:D (células BB7: macréfagos) de
10:1. La determinacion de la IL-2 en el sobrenadante mediante ELISA dio como
resultado la recta de calibrado que se muestra en la figura 4, construida a partir de
diluciones seriadas de una disolucién estdndar de IL-2. Sin embargo, ninguna de las
muestras, incluyendo el control positivo, presentd valores de absorbancia

significativos, siendo todos inferiores al rango de la recta patrén (datos no mostrados).

y =0,0024x + 0,0917

Recta de calibrado IL-2 R? = 0,996

3
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Figura 4. Recta de calibrado estdndar de la IL-2 de raton. Para construir la recta de calibrado se
utilizaron diluciones de 1 a 1000 pg/ml de una disolucidon estandar de IL-2. El grafico muestra la
representacion lineal de la medida de la absorbancia de cada dilucién en funcidn de su concentracion, y

su ajuste a una ecuacién lineal.
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Ensayo 2

Ante el resultado anterior, y puesto que la obtencion de la recta de calibrado indica
gue el ensayo ELISA se ha desarrollado adecuadamente, se modificaron algunas de las
condiciones previas del experimento. En primer lugar, se aumentd la concentracion de
IFNy a 1000 U/ml y el tiempo de incubacién de los macréfagos con el IFNy previo a la

infeccion se fijé en 48 horas.

Para comprobar que el efecto del IFNy sobre la activacion de los macréfagos estaba
teniendo lugar en las condiciones establecidas, se estudio la induccidn de la expresién
de MHC-II por IFNy en macrofagos mediante citometria de flujo. Para ello, se
sembraron macréfagos BMDM en presencia y ausencia de INFy en las condiciones
mencionadas, y las células se marcaron con un anticuerpo anti-MHCII marcado con el
fluoroforo APC siguiendo el protocolo descrito en el punto 4.5. La fluorescencia de la
APC debida a la expresion de MHC-II en la superficie de los macréfagos se determind

mediante citometria de flujo.

Los resultados obtenidos confirman el efecto del IFNy sobre la activacion de los
macréfagos (figura 5). EIl numero de células que emiten fluorescencia debida a la
expresion de MHC-II aumenta significativamente en los macréfagos tratados con IFNy

(94%) respecto a los macréfagos no tratados (8%).

SSC
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Figura 5. Andlisis de la activacion de macréfagos BMDM mediada por IFNy mediante citometria de
flujo. Los macréfagos BMDM se sembraron y se incubaron durante 48 horas en presencia o ausencia de
IFNy (1000 U/ml) por triplicado. La fluorescencia debida al marcaje de los macréfagos con el anticuerpo
anti-MHC Il se analizé mediante citometria de flujo. (A) Diagrama dot-plot de la la poblacién celular
presente en la muestra en funcion de su tamafio, dado por el parametro FSC y la complejidad celular,
dada por el pardmetro SSC. La regién delimitada representa la poblacién de macréfagos sobre la que se
realiza el andlisis. (B) Diagramas dot-plot que representan la fluorescencia de la APC debida a la
expresion de MHC-Il frente al parametro SSC en macréfagos sin activar (arriba) y en macréfagos
activados por IFNy (abajo). Los nimeros indican los porcentajes de células positivas en cada cuadrante.
(C) Porcentaje de células sin activar por IFNy (IFNy-) y activadas por IFNy (IFNy+) positivas para la

expresion de MHC-II. Los datos son el resultado del valor medio de tres puntos experimentales + SD.
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Ensayo 3

Una vez fijadas las condiciones para la efectiva activacion de los macréfagos
inducida por IFNy, se llevd a cabo un nuevo ensayo de presentacion antigénica en el
que los macréfagos BMDM se incubaron con IFNy en las condiciones descritas y la
infeccion se realizd Unicamente con el péptido inmunodominante del Ag85B (control
positivo) a una concentracién de 10 pg/ml. Con el objetivo de fijar la relacion E:D
Optima para el ensayo, las células BB7 se anadieron sobre los macréfagos a una
relacion de 0:1, 2:1, 5:1, 10:1 y 20:1 células por macréfago. Ademas, para evitar la
posible influencia del medio de cultivo utilizado habitualmente en las infecciones
(DMEM suplementado con SFB y glutamax) sobre la viabilidad de las células BB7, éstas
se afiadieron sobre los macroéfagos en el medio de cultivo de hibridomas utilizado para
su cultivo habitual en ausencia de antibiéticos (DMEM suplementado con SFB,

glutamax, aminacidos esenciales, HEPES y B-mercaptoetanol).

La recta de calibrado estandar de la IL-2 obtenida en el ensayo ELISA se muestra en
la figura 6A. A partir de la ecuacion lineal obtenida del ajuste de esta recta, se
calcularon las concentraciones de IL-2 secretada por las células BB7 en cada una de las
muestras (figura 6B). Mientras que no se detecta la presencia de IL-2 en el
sobrenadante del control negativo (macréfagos no incubados con el péptido) y en el
de los macréfagos no incubadas con las células BB7 (ratio E:D 0:1), en todos los demas
puntos se detectaron cantidades significativas de IL-2, indicando que el
reconocimiento del Ag85B por parte de las células BB7 esta teniendo lugar de forma
eficiente, confirmando asi la especificidad del control positivo utilizado. Por otra parte,
la cantidad de IL-2 secretada aumenta al aumentar la relacién E:D de 2:1 a 5:1. Sin
embargo, al incubar los macréfagos con las células BB7 en relacidon 10:1 y 20:1 los
niveles de IL-2 secretados descienden. Este hecho puede deberse a que en estas
condiciones, la presencia excesiva de células comprometa la viabilidad y funcionalidad

celular de las mismas.

Con estos resultados, se fijo el ratio de 2:1 y 5:1 células BB7 por macréfago como

optimo para los ensayos posteriores.
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Figura 6. Andlisis de la presentacidn antigénica del péptido inmunodominante del Ag85B a hibridomas
T BB7. Los macréfagos BMDM activados con IFNy 1000 U/ml durante 48 horas, se incubaron con el
péptido inmunodominante del Ag85B a concentracion de 10 pg/ml y se cubrieron con células BB7 a una
relacion E:D de 0:1, 2:1, 5:1, 10:1 y 20:1. La secrecidon de IL-2 por parte de las células BB7 activadas se
determind cuantitativamente mediante ELISA. (A) Recta de calibrado de la IL-2 de ratén y ajuste lineal,
construida mediante la medida de la absorbancia de diluciones de un estandar de IL-2 de 1 a 1000
pg/ml. (B) Concentraciones de IL-2 (pg/ml) medidas en el sobrenadante tras el reconocimiento entre el
Ag85B presentado por los macréfagos unido a MHC-II y las células BB7. Las concentraciones de IL-2 en
cada punto han sido calculadas a partir de la ecuacién lineal obtenida de la recta de calibrado que se
muestra en la figura A. Los datos mostrados son el resultado del valor medio de dos puntos

experimentales * SD.

Ensayo 4

Partiendo de las condiciones establecidas en el experimento anterior, se llevo a
cabo un nuevo ensayo en el que se sembraron macréfagos BMDM en presencia y
ausencia de IFNy, y se infectaron a MOI 10:1 con cepas de BCG, MTBVAC y con un
mutante de MTBVAC defectivo en el Ag85B (MTBVACS85’) como control negativo. Las
células BB7 se afiadieron sobre los macréfagos en medio de cultivo de hibridomas a un

ratio E:D de 2:1y 5:1.

La recta de calibrado estandar de la IL-2 obtenida en el ensayo ELISA se muestra en
la figura 7A. La determinacidn cuantitativa de la IL-2 secretada al medio por las células

BB7 en contacto con los macréfagos naive sin activar por IFNy (figura 7B), dio como
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resultado la deteccion de cantidades significativas de IL-2 en los macréfagos incubados
con el péptido inmunodominante del Ag85B, tal y como se observd en el ensayo
anterior (figura 6B). Ademas, se detectd la presencia de IL-2 en el sobrenadante de los
macrofagos infectados con MTBVAC e incubados con células BB7 tanto a ratio 2:1
como 5:1, siendo mayor en las incubadas a ratio 5:1 (figura 7B). Sin embargo, no se
detectaron cantidades significativas de IL-2 en los macréfagos infectados con BCG, asi
como en los no infectados y en los infectados con la cepa de MTBVAC defectiva en el
Ag85B, que al carecer de él, no puede ser presentado por los macrofagos ni reconocido

por las células BB7.

Por otra parte, la determinacion cuantitativa de la IL-2 secretada por las células BB7
en contacto con los macréfagos activados por IFNy (figura 7C), dio como resultado la
secrecion de cantidades significativamente mayores de IL-2 tanto en los macréfagos
incubados con el control positivo como en los infectados con MTBVAC para las dos
relaciones de células BB7 utilizadas. A diferencia de los resultados obtenidos en los
macréfagos no tratados con IFNy (figura 7B), en este caso también se detecta la
presencia de IL-2 en los cultivos de macréfagos infectados con BCG, aunque a niveles
notablemente menores que en los infectados con MTBVAC. Tanto los macréfagos sin
infectar como los infectados con el mutante de MTBVAC para el Ag85B no presentan

sefal.
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Figura 7. Analisis de la presentacion antigénica del péptido inmunodominante del Ag85B en
macréfagos infectados con BCG y MTBVAC. Los macréfagos BMDM naive o activados con IFNy 1000
U/ml durante 48 horas, se infectaron con BCG, MTBVAC y un mutante de MTBVAC para el Ag85B a MOI
10:1 y se cubrieron con células BB7 a un ratio E:D de 2:1 y 5:1. La secrecién de IL-2 por parte de las
células BB7 activadas se determind cuantitativamente mediante ELISA. (A) Recta de calibrado de la IL-2
de ratén y ajuste lineal, construida mediante la medida de la absorbancia de diluciones de un estandar
de IL-2 de 1 a 1000 pg/ml. (B) Concentraciones de IL-2 (pg/ml) medidas en el sobrenadante tras el
reconocimiento entre las células BB7 y el Ag85B presentado en MHC-II por macréfagos naive (sin activar
por IFNy) sin infectar (-), incubados con el péptido inmunodominante del Ag85B (+) e infectados con
BCG, MTBVAC y un mutante de MTBVAC defectivo en el Ag85B (MTBVACS85-). (C) Concentraciones de IL-
2 (pg/ml) medidas en el sobrenadante tras el reconocimiento entre las células BB7 y el Ag85B
presentado en MHC-Il por macréfagos activados por IFNy (1000 U/ml) sin infectar (-), incubados con el
péptido inmunodominante del Ag85B (+) e infectados con BCG, MTBVAC y un mutante de MTBVAC
defectivo en el Ag85B (MTBVACS85-).
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6. DISCUSION

Con el objetivo de comprender las diferencias a nivel molecular en los mecanismos
inmunoldgicos de la nueva vacuna MTBVAC respecto a la actual BCG, se ha llevado a
cabo el analisis del trafico intracelular y la presentacidn antigénica de estas vacunas en

macrofagos de raton.

El analisis del trafico a través de la ruta fagocitica de BCG y MTBVAC en macrofagos,
determinado por la presencia de las micobacterias en los compartimentos acidos de
las células que infectan, revela diferencias en las rutas endociticas que siguen ambas
vacunas. La colocalizacién de las bacterias intracelulares con la sonda LysoTracker
indica la presencia de los microorganismos en compartimentos celulares acidos, lo cual
estd relacionado con el proceso de maduracidn del fagosoma, durante el que adquiere
un pH acido que contribuye a crear un ambiente hostil para la bacteria y es necesario
para la activacion de las proteasas responsables del procesamiento bacteriano. Los
niveles de colocalizacién de MTBVAC en estos compartimentos son superiores a los de
BCG e indican la incapacidad de la micobacteria de bloquear la maduracion del
fagosoma, fendmeno caracteristico del microorganismo patégeno. La inhibicion de la
maduracion del fagosoma por M.tuberculosis es un proceso regulado por distintos
factores en los que se han visto implicados diversos genes [32,33]. Entre ellos, como se
ha mencionado anteriormente, este mecanismo se ha relacionado con la secrecion de
ESAT-6, regulado bajo el control de phoP [23], y con el complejo de lipidos PDIM, que
se han implicado en la interaccién inicial entre las células fagociticas y las
micobacterias a través de modificaciones en la composicion de la membrana
plasmatica de la célula huésped que afectan a la endocitosis y acidificacion del

fagosoma [22].

Partiendo de esta base, las diferencias entre BCG y MTBVAC en su capacidad de
modular la maduracién fagosomal pueden relacionarse con el fenotipo y atenuacién
de ambas vacunas. Por un lado, el hecho de que tanto BCG, debido a la pérdida de la
region gendmica RD1 [3], como MTBVAC, debido a la delecion del gen phoP, hayan

perdido la secrecién de ESAT-6, puede explicar que ambas bacterias presenten mayor
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colocalizacion con los compartimentos acidos respecto a la bacteria patdgena, para la
cual se ha descrito la ausencia absoluta de colocalizacion [23]. Sin embargo, MTBVAC,
a diferencia de BCG, carece tanto de phoP como de fadD26, responsable de la sintesis
de PDIM. Ambos defectos pueden contribuir a la incapacidad de la bacteria de
bloquear la maduraciéon fagosomal, lo que explica los elevados niveles de
colocalizacidn, que se acercan a los de las bacterias inactivadas por calor, y la mayor
colocalizacion respecto a BCG, que aunque carece de la regiéon RD1, expresa tanto

phoP como PDIM.

Por otro lado, los resultados del estudio de la activacidon y maduracidn celular de los
macrofagos infectados por BCG y MTBVAC mediante el andlisis de la expresion de los
marcadores de superficie MHC-1l, CD80 y CD86 por citometria de flujo, indican que la
infeccion con BCG y MTBVAC en las condiciones en las que se ha realizado el ensayo,
no es suficiente para inducir un aumento de la expresién de estas moléculas en los
macrofagos infectados, al no observarse un aumento significativo de la fluorescencia
asociada a ninguna de estas moléculas en las células infectadas con BCG o MTBVAC
respecto a las no infectadas. El hecho de que la infeccién no induzca la expresién de
estas moléculas, puede deberse a que la activacién de los macroéfagos requiera de la
interaccidon con citoquinas y distintas sefales generadas por otras células como
consecuencia de la infeccidén, integradas en un marco celular complejo e

interrelacionado, ausente en las condiciones experimentales in vitro.

Finalmente, los resultados obtenidos del analisis del trafico intracelular, que
confirman la incapacidad de MTBVAC de bloquear la ruta fagocitica y las diferencias en
este aspecto respecto a BCG, han tratado de correlacionarse con sus consecuencias
sobre la eficacia en la presentacion antigénica de ambas vacunas. Una vez puesto a
punto el ensayo de reconocimiento, el estudio de la presentacidon antigénica de un
epitopo del Ag85B a hibridomas especificos de células T CD4", pone de manifiesto que
MTBVAC es mas eficiente que BCG en el procesamiento y la presentacion antigénica
del Ag85B. Las células BB7 en contacto con macréfagos no tratados con IFNy e
infectados con MTBVAC secretan IL-2 a niveles significativos como consecuencia de su
activacion, mientras que en estas condiciones no se detecta la presencia de IL-2 en los

cultivos de macroéfagos infectados con BCG. Cuando éstos son activados por IFNy, sus
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niveles de expresiéon de MHC-Il aumentan significativamente, y su efecto activador se
confirma al dar lugar a la secrecion de mayores niveles de IL-2 tanto en el control
positivo como en la infeccion con MTBVAC. Ademas, en este caso se detecta secrecidn
de IL-2 por las células BB7 en contacto con los macréfagos infectados con BCG, aunque
a niveles notablemente menores que en los infectados con MTBVAC, lo que indica
nuevamente una menor eficacia en la presentacion antigénica. La ausencia de
reconocimiento en la infeccidon con la cepa de MTBVAC defectiva en el Ag85B sirve
como control para confirmar que la activacion de las células BB7 se esta produciendo

como consecuencia del reconocimiento especifico del Ag85B.

Estos resultados confirman la hipdtesis inicial respecto a la relacion entre los
eventos de maduracién fagosomal y el procesamiento antigénico e indican que el
Ag85B es procesado y presentado por los macréfagos de manera mas eficiente en
MTBVAC que en BCG, tanto en el estado de activacidon inducido por IFNy como en
condiciones basales, situacidn mas similar a la producida en condiciones fisioldgicas
donde las células presentadoras carecen de sefiales de activacidon externas. Este hecho
conduciria a una activacion mas eficaz de la respuesta inmune adaptativa inducida por
la vacuna y responsable de generar inmunidad protectiva, que puede relacionarse con

la mejor proteccidn inducida in vivo por la vacuna MTBVAC respecto a BCG.

En conjunto, los resultados de este trabajo demuestran diferencias en el trafico
intracelular y en la eficacia de la presentacion antigénica de MTBVAC y BCG, y
proporcionan pistas en el conocimiento del comportamiento y modo de accién
intracelular de la nueva vacuna en un modelo celular in vitro de ratdn, cuyos datos
pueden relacionarse con los estudios de proteccién llevados a cabo in vivo. Los
siguientes pasos para la continuacion del estudio de los mecanismos inmunoldgicos de
MTBVAC consistirian en el estudio trafico intracelular y la presentacidén antigénica de
ambas vacunas en comparacion con la cepa virulenta MT103, cepa parental para la
construccion de MTBVAC, y los mutantes simples de MT103 para phoP y fadD26, con el
objetivo de estudiar la contribucién de cada uno de estos genes al fenotipo atenuado
de MTBVAC. Por otro lado, para extrapolar los resultados obtenidos en ratén al
huésped humano, seria necesaria la realizacidén de estos ensayos en modelos celulares

humanos.
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7. CONCLUSIONES

La informacidén proporcionada por los resultados obtenidos en este trabajo ha

llevado a plantear las siguientes conclusiones:

- las diferencias en el trafico intracelular de BCG y MTBVAC en el interior de
macréfagos murinos indican que BCG conserva mayor capacidad de inhibir la
maduracion fagosomal que MTBVAC, que a diferencia de la bacteria patogena,
sigue la ruta clasica de procesamiento endocitico.

- la infeccion con BCG y MTBVAC in vitro no es suficiente para inducir la
expresion de los marcadores de activacién MHC-II, CD80 y CD86 en la superficie
de los macroéfagos infectados.

- La accion del IFNy favorece la activacion de los macrofagos aumentando la
expresion de MHC-II en su superficie y mejorando la eficacia de la presentacién
antigénica de BCG y MTBVAC.

- El tréfico intracelular de BCG y MTBVAC esta relacionado con su capacidad de
procesamiento y presentacion antigénica.

- MTBVAC induce una presentacion antigénica mas eficaz respecto a BCG en

macrofagos de raton.
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CONCLUSIONS

Results obtained in this work led us to propose the following conclusions:

- Differences in intracellular trafficking of BCG and MTBVAC infecting murine
macrophages indicate that BCG retains greater ability to inhibit phagosomal
maturation than MTBVAC, which unlike the pathogenic bacteria, follows the
classical endocytic pathway.

- Invitro infection of macrophages with BCG and MTBVAC is not enough to induce
surface expression of the activation markers MHC-1I, CD80 and CD86.

- IFNy promotes macrophage activation by increasing surface expression of MHC-
Il and improving the efficiency of BCG and MTBVAC antigen presentation in
mouse macrophages.

- BCG and MTBVAC intracellular trafficking is related to its intracellular processing
and antigen presentation.

- MTBVAC induces more effective antigen presentation compared to BCG in

mouse macrophages.
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