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Resumen

Los linfocitos. B requlcrcn de al menos dos sefiales para su actlvamon, e\pan510n clonal vy

dlfcrencmcmn a cclula plnsmatlca La prlmcm sefial corrcsponde al rcconocmncmo anu;,cmco

repertonos neonaml Y adullo. .
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Abstract

B lymphocytes rcqulre at least two sets of signals for their acuvanon clonal e\pansxon and

dlfferentlatlon mlo plasma ce]ls‘ The mltxal s:ymls are dehvcrcd by anu;,cn lhrough the B’ ccll

ns one m:J_|0r mcchanlsm f’or

Our results mdlcatc lhal thc outcome of B ccll sngnahn;, lhrouﬂh lhc PD40 receptor depends on

the onlog,emc ummg and anatormc locauon \vhcrc Lhc c vauon cvent takes place. They also
supporl the notion that co rcceplor ncuvanon modlf‘es lhc mtcnsny of” B cell receptor-derived

signals, mﬂuencmg, the shape ofthe nconaml and adult B ccll rcpcrlonrc.
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I. Introduccion General.

Los lmfocuos B son cclu]as allamcntc especializadas en ¢l reconocimiento de antlg,cnos yenla

secrecmn de gran canlldad de moleculas dc 1nn1unoglobulxn.1 .Jnug,cno especrrca.

FALLA LE JCJ‘TJ‘ :




La presencia de un patégeno en un individuo implica que el linfocito recibira la_senal

anugemca yla segunda senal antigeno-inespecifica, también llamada’ sefial co- estlmuladora.

Un ]mfocxto autorreactivo: que no. hayn sxdo seleccionado ncganvamentc rec1b1ra a ’scnal dcl

autoanugcno mas no 1 enal .co- esumuladora cmrando a51‘e

de lmfocuos B cs. sul'mentc para activar clonas aulorrc

autommumdad

" L1.Ontogenia de linfocitos B.

La gencracic’m de un "zimplio repertorio de linfocitos B con la capaclda ‘de’reconocer:

12 TESIS LK
FALLA DE OKIGEN -




antigeno proplo son’ clxmmados fisica o funcionalmente (sclcccxon negativa). Aqucllos
linfocitos que no fueron seleccionados ncg,alxvamente recircularan en los érganos linfoides

secundarlos hasta ser selecclonados posmvamcme por.su antlgcno espccxf‘co A continuacién .

se detnl]'ra d/ ho proccso. i T A TR -

M;'x'cv 1, Tcr119 GR— ‘ausencia’ de CD"7 asi como la expresion de Thy 1. Sca-1. c—kit""".
MHC |““° VLA4 S »

IL-7R*, Thy_

e la expresion de ‘genes propios

de cadn mutagénesis - dirigida de " estos - factores

" TESIS CLA
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transcnpmonales en ratén, ha sido posible d efinir | a etnpa de dlferencmcwn enla que cada

factor_]ueg un P pel dctermmante 13 A contmuucmn se dcscr!ben los mas |mponantes para la

dlferencxacnon hacia precursorcs compromcudos al hna_)e B

mxelonde

‘mo dommlos “de homo v

] L
ratones /karos™ son deﬁcxentesv

mdlspensable para la generacnon ‘dc prccursores

comprometido




EBF: Pertcnece a una familia de factores transcripcionales que se expresan en neuronas
olfatorias, adipocitos y linfocilos B. EBF sc’:lé se expresa en linfocitos B a lo largo de su

maduracién, a excepcxon de las‘celulas p]asmatlcas EBF es'un xmporlanlc transactlvador del

gen mb-1 que codlfca para, a subumdad l;,oc del RLB El fenoupo dc ralones EBF""es muy

W




La acc1on concertada de,val menos, ‘los  factores transcripcionales mencionados-ticne como

consecuencxa la.generamon de precursores que expresan genecs pl‘OplOS de] lma_)e B y que

perdleron la capncxdad ‘de expresar genes necesarlos para la dlferencxamon a otros inajes. Los

1.2 G el cursor - ni:irs" tCh1hra110
‘c'omp:'r'dmcu

grupos Ll,

1dcnl1ﬁcnrse como 4:1 4 I

conl'guracxon gemn il < o ] rccomblnasas Rag—l Rag—" ni-».5

-9

8, R sublcren quc cl lmtocuo prc—proB sc‘

Utilizando otro
caractcrnza por ser

el precursor mns te

Bz”o""-‘“/CD43+/CD24 /BPl se Ac terlza por el lmcxo dc rearreglos V“ —»D“J“ 3t

TEQI‘? con

[OCRSER A



Los Imfocuos proB/preBI sxgucn sxendo dependientes de contacto con células del ‘estroma y.de

seﬁales trot'czxs solubles como 1L-7 33 , SDF-1** y unidas a membrana como.SCF (/Elcto' Slccl)

'y su rcceptor c-kit'en-el: lmfocno proB . Los ratones dc(‘cxemcs (por mutacioncs espomancas o

,dxngndns) de’ cualquiera.de stos faclores o de’sus- rcceptorcs corrcspondxcntcs ‘0* cn los 5cncs'

que codxfcan

2I 33, 3()—16

itxrosmakS‘y ién ‘proB/prc B1 (Flgur N :

113
dcpcnden mas’ de contacto cstromal tean

linfocitos “pre
expresién

‘identificado




capaces de proliferar in vitro en ausencm de células estromales, por lo cual, se asume que el

receptor preB senahza constltuuvamentc 5051, Sin embargo, se desconoce si’ las. 1nteracc10nes

de baja afinidad (mespccxfcas) entre- el receptor preB.y. hgandos ex'racelularcs co trxb yen a

a nteracc:on enlre RLT-

esta senahzacnon de manera analoga a: como ocurre-en’el: caso “de

abcrrantememe (fucra'.del marco-de lcctura) Esto sugxerc quc cl reccptor preB provcc l..xs
scnales que rescatan a los lmfocltos preB 11 de’ apoptosns y pcrmxtcn seguir con su proccso de
maduracién % 59 Los signos de esta transiciéon mcluycn la supresion de la expresion de LS y ¢l

inicio de la transcripcién de Cxk en configuracidon gcrmmal (Figura 1).

1.1.3. Generacion de linfocitos B inmaduros: Expresion del receptor de linfocitos B en
superficie.- Después de la expansidn proliferativa, los linfocitos preB entran en una fasc dec
reposo denominada linfocito preB Il pequecfio. Estos linfocitos sigucn siendo B220"° /CD437/

IgM/c-kit/CD25*, pero de menor tamafio y corresponden a la fraccién D de Hardy '3,




Médula 6sea Bazo -

ProB PreB B Inmaduro B Transicional B Maduro
(CD43*/c-kit™) (CD33-/CD25") (CD437/1gM+/IgD") (P130-1307/1gD" *) (P130-1307/1gD+/CD23")
Rag-1y?2 Cx Igava Lyn
mTM Btk (humano) CDa5s CDI19
SCi1D Syk Btk
I PLCy2
Igp i
AS I-A
Syk
BLNK
PI3-K

Figura 1. Maduracion de linfocitos B en médula ésea y bazo de ratén. Se muestran
las principales ctapas clasificadas de acuerdo con la expresion de diferentes marcadores
de superficie. incluyendo el receptor preB (), IgM  en superficie (*) e IgD en
superficie (\.’). Todas las etapas mostradas son B220". Abajo se muestran los genes

cuyas mutaciones nulas ocasionan defectos en las transiciones indicadas '1-3%.50.273




Los hnfocnos preB 11 pequenos no exprcsan LS m TdT pcro rcmlcmn la c\presmn dc Rac{-l Yy

20 T A
fingl b [ AW
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Los linfocitos B inmaduros recién emigrados al bazo, también . llamados linfocitos- B
transicionales, siguen siendo B220™ /IgM /pB130-140%, caracteristicamente  son CDZ-’%""“ c
inician la expresién progresiva de IgD. Solo un’ 10 % de los Imfocnos B mn'mduros g,enerados-
en la médula 6sea es.capaz.de; mcorporarse alas-zonas cxtrafohculares esplemcas como T
linfocitos B transwlonales. El 20 % restante parece ser selccmonado ncgauvamentc'por aulo—

antigenos en la medula Ssea’” i 53 65 "(’ s

Los Imfocltos B transxcnonales ublcados en las zonas ncas 2N - Imfocnto T mlgran hacm el
vn‘;_,enes La migracién

e predomman los hnfocllos Bv'madur

fohculo hnfoxde prima
B: y BCA -1 y sc acompana de

depende en parte, de la cc:on de qmmlocmas como MI

maduracxon progrcs:va que se reﬂc_]a con la cwprcsnon cn superf'cxe de l;,D CD21 y - CD23.
' Imfocxtos ‘B rnaduros \'lrLchQV

Este proccso de maduracxon cu]mma con la 3encrac1on dv
foliculares (FO), caraclcrmados por scr‘ 8220 ""°/l&,M int /Ig,D‘llm /CD21""/ CD23"""/ CD’»%"‘”"

pB130-140°, por tener una vxda media larga, cstar ubicados en los follculos prlmarlos y. lcncr la -

capacidad de recircular entre organos linfoides seccundarios en busca dc un :mu!,cno acuv.xdor
7.63.65-69_

1.2. Induccién de Ia respuesta de linfocitos B maduros.

1.2.1. Componentes del RLLB y sus mecanismos de seiializacion.- El clcmenlo ccnlml cn cl

reconocimiento y respuecsta del linfocito B en contra del antigeno es cl*RLB:E}l RLB sc '

compone de una molécula de IgM de superficiec (IgMs), sin capamdad
TMs' eencucntra

nlrmseca dc

transduccién de seiiales intracelulares. Como se mencioné anlcnormcnte

onlac:on cn

TZBIS CCN
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RLB porque parlxcnpa en la acuvacxon de por lo menos tres vias de activacién que rcgulan los

procesos de actxvacmn : prohfe acxon y dlfcrencmmon del ]mf’ocnoB (Flgur'\ 2)

La primera via de activacion resulta en la activacién de'la cinasa'de tirosina de Bruton (Bik), la

protema adaptadora denominada BLNK (SLPGS), ‘que contiene ;xl n;nenos seis residuos de

tirosina fosforilables, un dominio SH3 y un dominio SH2. Una vez fosforilada por Syk, BLNK

22




T AT

CPlOPLIKY

Figura 2. Vias de senalizaciéon a través del RLB. El mapa representa un compendio del
conocimiento de la senalizacion obtenido de diferctes especies, principalmente ratén,
humano y pollo. Se muestran los efectos estimulatorios (+) e inhibitorios (-). Los colores
correlacionan con la topologia subcelular de cada elemento: membrana plasmatica

(naranja), citosol (rosa), y nicleo (morado). Tomado de 275,

23
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se puede asociar a. Ios domlmos SH2 de. PLCy2, Btk y Vav; y al domlmo SH3 de Grb2,

.72, 5 . -
integrando asi los 1mc1adores de cada una dc ]as vms 70-72 7"'7 . RPN S BEEERE e

la membrana celular facxll an

que inhiben o modulan negauvamente la mlensndad dc las senales mducxdas por el anu;_,cno.’,

El co-receptor csumulatorxo mas lmporlanle es.un 'bomplcjo formado por: CD21 (rcccptor dc
C3d o receptor de comp]emen!o 2) el cual se cncuentra asocxado aCD19 ya CDS] (TAPA-1)

en forma no covalente. Los antigenos opsonizados por C3d pueden co-agregar el RLB con cl




complejo CD21/CD19 Como resullado, CD19 es fosforilado por. Lyn, lo cua] le pem'ntc

asocnarse con'V av.y. Pl3-K potencmndo asi cl rcclutamlcm.o de acuvadorcs dc las vias q uc
: r_n‘bralvdc

mducen la mov1lxzacron de:CaIcm mtracelular y la acuvacnon de ]as MAPK ‘E

actlvaclon de

sm]llados. Caractcnstlcamentc

coopcracién de los linfocitos T CD4". Las respuestas T—dé‘b

antigenos d € naturalecza protelca i mplican un extenso dmlog

en forma depend:ente d e los lmfocltos T yde celulas d
los lmfocnos B dlver51ﬁc:m su RLB mcdmnlc hlpermutacmn somanca. -

centros gem‘nnales,

; cualqunem de las otras clases Cg, Ca, o C‘y ( rccombmac:on dc camblo
81,82

cambxan de clase Cj
de xsollpo) Yy caractenshcameme generan Infocitos B de memoria 'y células plasméticas

TOTESE God
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Las respuestas humorales T-independientes (Ti) son desencadenadas por al menos dos tipos de
antigenos: Los antigenos Ti-1 son productos pohmerlcos repetitivos de ongen bactenano como

el hpopohsacando (LPS) y el peptldogllcano (PG) Caracle‘ Stlv amentc los antlgcnos Tl 1

Ia generacxon de las rcspueslas “Ti no requle n ‘a 4fa

norma]mentc en ratones atimicos nu/nu ,no inducen la formacién,

generan memoria mmuno]oglca

lmfoxdc penanenolar en - bazo

dcpendlente de la mteraccmn co

qunmxoatrﬂyeme dv. las. qulmlocm
CCR7 ®, L

para la mduccmn de la respuesta humoral Td Er

zona folicular: y comienza una fase dc e pansxo proliferativa que marca el inicio "de”la

formacién del cemro germinal 818284,

ey
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Un centro germinal se gencra a partlr de 1 a3 lmfocnos B amxgcno especnﬁcos activados por

linfocitos T. Los linfocitos B prohferantes sc denomman centroblastos Y se caracterizan por no

~la difercnbiacién a
cclula plasmatlca 86-88 BN

1.2.5. Respuesta humoral independiente de linfocitos T-'El reconocimicn déban igenos cn

la respuesta Ti no involucra procesamicnto. Dcebido a la nnturale7a estructural dé'los. antu_cnos'

que desencadenan las respuestas Ti, el RLB sc entrecruza  por cltanubcno,‘mxcmndo una
cascada de eventos intracelulares de activacién en cl cual CD19 y CD21 (receptor de

complemento) juegan un papel importante.




Como consecuencm de la acnvacxon por antigenos . Ti, el -linfocito ' B forma un foco  de

pro]nfemcxon en ]a mterfase T/B y se dlferencxa rapldamenlc a. celula plasmntxca.

antes de que, se pola ce el centro germmal Entonccs, la respu

Y mas lemo 59 89/

rccirculantes de Imfocntos B 1y dc zona

estricta, entre el fenotipo del linfocito; su

Sc definen fenotipicamente

TESIS Cutf
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Linfocitos B de zona marginal (ZM): Constituyen un 5 a 10 % de los linfocitos B esplénicos.
Comeo su nombre lo indica, sc ubican pnnclpalmeme en las zonas que rodean los follculos y la
capa linfoide periarteriolar, denominada zona margmal Fenouplcamente se def'ncn por ser

IgM*1/ [gDP/C D2 1"/ CD23%°, Los- lmfocn.os B ZM no: rccxrculan pcro su*ubwacxon en la

zona marginal les permlte estar en contacto co putogcnos quc llegan por via sangumca y

caracteristicamente desarrollan respuestas Ti rapidas en: fonna 'depcndmme de complemcmo

(vm CR2 o c021) 69

ta ia del bazo (2 3 A.‘d'cl'talal de linfocitos B)

'pcrltoncal y plcural A diferencia dc’ los

meocltos B-]i Rc }

que. sc encucnu‘a en q

Imf'ocnos B-2 (prmcnpa ocitos. [‘O)‘ dcrlvados dc. médula ésea, los linfocitos B-1

Imfoxdes de- hlg,ado fetal/nconatal, con capacidad - de

parecen denvar
autorenovacién en'las'cavidades picukixl y peritoncal. F enotipicamente son IgM®*"/]gD®i"" v
rcsxon de ‘CD5 se clasifican en B-1a (CD5%®) o B-1b (CDS') Los

el precursores:.

dependiendo de ‘la

69,9}

]infocitosz-lzpr/Q'duc 2 respucstas tipicamente Ti
1.3. Seleccion positiva de linfocitos B.

El uso de genes V“ en linfocitos preB B220"/IgM" dc médula ésca es dxfcrente al observado en

linfocitos B IgD" esplénicos. La difercncia entre el repertorio pre-mmune Y cl rcpcnono “de

linfocitos B maduros recirculantes se debe en parte a los proccsos de selecc:on negatxva dc

linfocitos autorreacuvos (ver adelante) Al x3ual que cl repertono dc lmfocnos Tel repertorio’

cadena LS para ensamblar 'el rcceplor pch son:seleccionados. posmvameme (cxpansxon clonal :

ver antes).’

Un resultado de 1.'.\ selecéloh posnlva en la ctapa preB es el uso frecuente del segmento V81X

en linfocitos B denvndos de hlgado fetal y su v1r1ua1 ausencia en linfocitos B derivados de

29 TT:SE_S b\.-‘.s"d"_
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92.

médula o'sea -95, Aparentcmente, en los linfocitOS'preB de higado fetal que utilizan el

clemento V“SIX se facilita™ ‘el apare..\mlem.o con la cndena LS y son sc]cccnonados

posmvamen . 1e

con’ fosfntldllcollna ”'00 Sln

dcl'cxencxa abs ula dc lxnfocuos B- 15° 7’ :




numero de linfocitos B-1. Tal es el caso de la deficiencia de SHP-1, CD22, CD72, y cn ratones

N
que sobreexpresan CD19 77-7880.102.103

48,50

dc ZM o FO/‘a partir.de’linfocitos transic onalcs csplemcos rcclcn cnn_f,rados

N ToSS Con |
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hacia determinados compartimientos. Si bien no es estricta, existc una: correlaciéon cntre

aquellas mutaciones que reducen la sensibilidad del RLB al antigeno y.una falla de seleccién
positiva hacia la respuesta Ti. Las m utaciones que resultan en lnpersensxbxhdad del RLB al

antigeno correlacionan con una c:\a;,erada rcspucsm Td y Ti que en xnucl'nos casos resulla cn

enfermédad autoinmunie 5077-89,

1.4.. Toleraucia de linfocitos B,

Solo el 30‘% de lyos lnfocno B transxc:ona]cs, o sea 3% dc la produccién. diaria de Iml’ocxlos
'cc1rcu]anle Una

inmaduros de med 1: progresa a la ectapa de linfocito B maduro

propiedad mherente de ]os llnfocnos B inmaduros cs su capacndad de’ ser to]erxzados cuanto

mteractuan

107

de médula 6sea
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Goodnow y cols108 desarrollaron un modelo sm'nlar. En este caso, el transgen es especifico
contra la hsoznma de ga]hna (LG) N7 Al lgual ‘que el modelo amerlor el desarrollo de

rmal y‘el repertono es. monoespec:f'co. Cuando estos ratoncs son cruzados

hnfocntos

con ratones transgemcospara LG transmcmbrana { e"exprcswn ublcun (neo auloanugeno) el ™’

lmfmdes secundanos ‘esdecir,

inmunes l39

La seleccién negativa en érganos linfoides séi:un arios ocurre en vtxrias"eta;’:as de maduracion.

En principio, puede ocurnr en Ia ctapa’ dc lmfocnos B transicionales en el bazo, cn.donde cl

contacto con un autoamxgcno prevxenc el mgreso del lmfocxto al foliculo y es ehmmado por

apoptosis !'%!11,




Otras formas de delecién clonal se dan durante la respuesta” inmune.y .dependen de la

activacién del receptor pro-apoptdtico Fas (CD95), por el ligando de Fas (FasL) éxpresado por

linfocitos T activados. En - ratones. déﬁéightéé de“Fas™o FasL (ratones Ipry gld.

respectivamente),  se  acumulan’unaZgran:cantidad: de clulas plasnmucas ploductoras de

autoanticuerpos anti—ADN én' la

urante la formacién de los centros

antiLG linfocitos B anerglcos con v1da mcdla larga

a que gran parte de los estudios de longevidad de lmfocnos B ancrglcos se han reallzado en cl
modelo de LG-anti-LG (solo expresa IgM), se requiere de modelos mads apegados a las

condiciones fisioldégicas normales para evaluar con precision la vida media de los linfocitos
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anérgicos. El estado anérgico puede ser revertido in vitro por sefales co-estimuladoras 24123,

pero se desconoce la relevancia de estos hallazgos in vivo.

1.4.3. Edicién de receptor: Diferentes modelos tfansgénicos de Ig han evidenciado un tercer
mecanismo que coadyuva a la tolerancia de linfocitos B hacia determinantes propios. La
edicién de receptor consiste en la sustitucion de la cadena IgL del RLB autoreactivo por una
nueva Igl. como resultado del encuentro coh,l el auto-antigeno. Este proceso implica
sefializacion a través del BCR autoreactivo, el cuél‘induce rearreglos secundarios de los genes
Igl. mediante Rag / y 2. El apareamiento de las nuevas IgL con las cadenas IgH genera un
RLB con especificidad diferente al original y pdte;ﬁcialmente no autoreactivo, permitiendo al

- - - s -1287 .-
linfocito continuar su proceso de maduracién 76128

En primera instancia, la edicién de receptor ocurre durante la transiciéon entre la etapa de
linfocito B preB Il y el linfocito B inmaduro de médula ésea '2%'32, A diferencia de lo que
ocurre en linfocitos preB y B inmaduros de médula 6sea, los linfocito'sb‘ B 'ihmaduros
transicionales que encuentran un autoantigeno son eliminados por apoptosis 130 ge desconoce
con certeza si los linfocitos B i nmaduros son intrinsecamente mads sﬁsceptibles de editarsu
receptor o el microambiente de la médula ésea los protege de apoptosis 22713 Aunque alguna
vez se pensd que el mecanismo de edicién de receptor representaba un fenérﬁeno raro o
artefactual derivado de la transgénesis, existe evidencia que sugiere que de un 25 a 50% de los

- - - . - 2
linfocitos B maduros derivan de precursores que editaron su receptor 31132,

Recientemente se describié que Rag-/ y Rag-2 se expresan en linfocitos B en centros
germinales 133-13¢ Aparentemente, después de los rearreglos de IgL que ocurren en médula
Ssea, la expresion de las Rag decae progresivamente, persistiendo en algunos linfocitos B
transicionales y B maduros '*7"'3¥, La re-expresion de Rag-/ y Rag-2 cn linfocitos B de centro
germinal genera reareglos secundarios de IglL, como lo hacen los linfocitos B inmaduros de
médula Ssea, lo cual probablemente implica un proceso que prevenga la diferenciacion de
clonas autorreactivas a células plasmaticas. Ademads de representar un mecanismo adicional

destinado a controlar autoinmunidad, estos hallazgos resaltan la plasticidad con la que se-
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moldea el repertorio de linfocitos B, representando un buen ejemplo de lo que conocemos

. . . 9
como inmunidad adaptativa '39,

1.5. Papel biolégico del receptor CD40 y su ligando CD154

El receptor CD40 (TNFRSF-5) y su ligando CD154 (CD40L, TNFSF-5, gp39) pertenecen a la

superfamilia de receptores del TNF (TNFRSF) y la superfamilia del TNF (TNFSF),
140-141 o i

respectivamente

funcionalmente relacionados. En. 'su conjunto, la interaccién entr

superfanuhas _)uega un papel detemnn:mlc cn dlvcrsos

autoinmunidad. La interaccion entre'CD40 y CD1>4

. » - - - 2
biolégicos antes descritos 140142,

1.5.1. El receptor CD40: CD40 se identificé como una molecula presente en la superficic

celular de ciertos carcinomas y linfomas B. Rapldamente se enconté que el tratamiento con

anticuerpos monoclonales anti-CD40 era capaz de inducir’ proliferacion de linfocitos B in
vitro'#%13! | E] receptor CD40 es una proteina transmembranal de tipo I con un peso molecular
aproximado de 48 kDa, el cual se encuentra como homotrimero en la membrana celular. La
secuencia de aminoacidos entre ¢l dominio extracelular de CD40 humano y el murino es 62 %
idéntica. Todos los miembros de TNFRSF contienen en su region extracelular
pseudorepeticiones de aproximadamente 40 aminoacidos con seis cisteinas conservadas
denominados dominios ricos en cisteinas (DRC) que generan tres puentes disulfuro
intracatenarios. La regidn extracelular de CD40 contiene cuatro DRC. Las asas generadas por
los puentes disulfuro estan implicadas en la homotrimerizacién del receptor durante la

interaccién con CD154 140142
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El receptor CD40 tiene un unico paso transmembranal de 22 residuos. La regién
intracitoplasmica se compone de 61 residuos y se cncuentra altamente conservada entre
humano y ratén (78% de identidad). Existen dos tipos esenciales de region intracelular en los
miembros de la TNFRSF: Los que tiecnen capacidad de unir proteinas adaptadoras
denominadas TRAF (TNF recepror associated factor) y los que conticnen el llamado dominio
de muerte (DD) e inducen apoptosis. La regidén intracitopliasmica del receptor CD40 pertenece

a los receptores con capacidad de reclutar TRAFs y carece de dominio de muerte 141143

1.5.2. Expresion y funciéon de CD40: El receptor CD40 se¢ expresa en una gran variedad de
células de origen hematopoyético y no hematopoyético. Dentro dec las de origen
hematopoyético, CD40 se expresa en células presentadoras de antigeno profesionales como los
linfocitos B, los monocitos-macréfagos y las células dendriticas. También se expresa en
eosinéfilos '4%141-143 Entre las c élulas de origen no hematopoyético que expresan CD40, se
encuentran diversos epitelios como el timico, renal, y queratinocitos. Contribuyendo a su

amplia distribucioén tisular, se ha demostrado que C D40 también se expresa cn ¢l endotelio

vascular 140.]41.143.

Linfocitos B: CD40 se expresa practicamente en toda la ontogenia del linfocito B por lo cual
se considerd hace un tiempo como un marcador de linfocitos B'#°. La activacién de CD40, ya
sea por su ligando natural CD154 o bien con anticuerpos agonistas anti-CD40 o CD154 soluble
recombinante, ejerce profundos efectos sobre el estado de maduracién y activacién dei
linfocito B, por lo cual es una de las sefiales co-estimuladoras mas importantes para su funcion.
La mayoria de los estudios sobre la funcién de CD40 en linfocitos B se han llevado a cabo in
vitro con linfocitos B maduros y en respuesta a la activacion policlonal a través del RLB con
anti-IgM. Los linfocitos B maduros proliferan vigorosamente en respuesta a la ligacién de

CDA40, lo cual es potenciado con anti-IgM & 1L-g 130 135.136

La activacién via CD40 induce incremento dc tamafio, agregacién homotipica, expresion de

moléculas de adhesién, como las integrinas VLA-4 ¢ ICAM-1; de madurez como CD23 y co-

estimuladoras para el linfocito T, como CDS80 y CD86 !#0:143:147,
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El tratamiento de linfocitos B virgenes con anti-IgM y ‘anti-CD40 también potencia la
secrecion de Ig. En concierto con diversas citocinas, la aclivaci6n ‘de CD40 promueve el
cambio de isotipo de Ig. Asi, el estimulo de CD40 mas el de TGF-B e IL.-10 promueven ¢l

cambio de isotipo hacia IgA e IgG, respectivamente, mlentras que en conjunto con IL-4 6 IL-

13 promueven cambio de isotipo a IgE. Finalmente, ]a efial dé CD4O en conjunto con IFNy,

promueve el cambio de isotipo a IgGa, %8152,

Una de las funciones mas importantes de la ‘a“c'ti"v} a CD4O es la de promover la

sobrevivencia del linfocito B '3154, Parado_ucamente,

mduce la expresion de FAS (CD95), hacxendolo sensibl

prev:o on autoanngeno) Po
mcrementa, las senales denv

seleccionado positivamente ' !!

La importancia de la interaccién de CD154“cqn_,CD4O para la iéspuesté inmune humoral timo-
dependiente es manifiesta en ratones 'de'ﬁ“{:ie'ﬁt’eis 'dé CD40 o de CD154 57710 a5i como en
humanos con sindrome hiper-igM ligado al cromosoma X, debido a mutaciones en el gen de
CD154 '6!"1%% En los tres casos ocurre una deficiencia total de respuestas timo-dependientes
debido a una incapacidad de generar centros germinales. Como consecuencia aifiadida, los
161-164

niveles de Ig de isotipos no-M se encuentran muy bajos o ausentes . Interesantemente, los

pacientes con sindrome de hiper-IgM ligado al X presentan titulos elevados de auto-
anticuerpos IgM, implicando a la interaccion CD154/CD40 en el mantenimiento de la

tolerancia al promover la eliminacién clonal de linfocitos B autorreactivos mediante la

induccién de la expresién de Fas '%5,
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En humanos, se ha descrito que CD40 se expresa desde los linfocitos proB CD34", CD10%, n
citoplasmica™. La estimulacién in vitro con anti—-CD40 agonista en esta etapa mhlbe la.

prohfcracxon dependiente de IL-7 '“. En ratones, medlante el uso de CD154 ’soluble sc

de IL-4 ni expresan CD23 en respuesta al
Interesantemente, los linfocitos preB denvados de ralones transgemcos con‘ e

evidencias actualmente disponibles indican que la def'me cia‘en‘la’ mmu.nxdad celular asocxada

a la deficiencia de CD154 se debe al bloqueo de al men dos,funmones de la activacién de
CD40 en células dendriticas: La primera es la mduccnon d yaduracién ¥y migracion a ganglio
‘ I'nfOCltOS T CD4". La segunda es la

linfatico en respuesta al antigeno para activar (pnme)_a,
capacidad de inducir la expresion de citocinas cdmdblL-lZ y TNFa, asi como moléculas co-

estimuladoras para linfocitos T, como son CD80 y CD86 172175,

Monocitos /macréfagos: Las expresion de CD40 es débil en monocitos, pero aumenta en

respuesta a la activacién con GM-CSF, IL-3 e IFNy. En respuesta a la activacion a través de
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CD4O los monocitos y macrofagos secretan diversas citocinas como IL-6, TNFa, [L-12,
qulmlocmas como IL-8 y MIP-1a, y moléculas co-estimuladoras transmembranales como

CDB80 y CD86 *>!7% La expresién de estas’ moleculas es importante para la actlvaclon yf
ia Th- “Adicionalmente, la acnv

diferenciacién de linfocitos T CD4" hacm a

du clon de oxido nitrico para Ia 1i

monocitos/macréfagos via CD40 i crem n

de patogenos mtracelulares Concordante con'lo antenor “1a deficiencia de’ CD4O result
i 176-178

incapacidad de resol\{er infeccio: la'leishmaniasis

Células de origenkepiteliaI:.Sebha detectado’:expresiénide CD40 en

V182 Ademés la interaccion CD154/ 1 liva' cn

18

timocitos

Células endoteliales: Las células endot lo]cculas xmpllcadas en:b a adhcsxon Y-
transmigracién dec leucocitos hacia los Sl[lOS de mﬂamacnon como lo.son CD54, se]ecuna E

(CDG2E) y VCAM-1 (CD106). Recientemente se: ha implicado a: la 1meracci6h CD40 con L
CD154 en la induccién del proceso inflamatorio asociado a aterogénesis (ver 'adelante) 186-187:

“l4

1.5.3. Activacion y vias de seiializacion a través de €CD40: La activacién del receptor CD40
en respuesta a la interaccion con CDI154 desencadena diversas vias de seiializacion
involucradas en proliferacion y resistencia a apoptosis. Entre las vias mas importantes destacan

la via de NF-xB y JNK/SAPK, aunque también se han involucrado las vias de p38, PI;-K y

w0 TESES caz:




ERK/MAPK. La cooperacién entre estas vias en respuesta a la activacién via CD40' resultan en

la activacién de factores transcripcionales como NF-kB, »AP-I,’ ATFZ Ios cuales partxcxpan

en la induccién de expresidon de dlversos gene involucrado: n adhes n; qmmlota\us, co-

dnferencmcxon entre otros

de TRAF 3 en respuesta a la activacién via’ C, C
indispensable para la activacién de Ilnfocuos B dependlentc‘dc CD40 143,144,198-200

D154 murina’ €s una glicoproteina
o 2§O.ah1inoécidos, con un pcso

cada‘en el cromosoma X, tanto en

I.5.4. El ligando de CD40: CD154: La"mo]ecula
transmembranal homotrimérica de tipo 2, cons

molecular aproximado de 39 kDa (por monomero), cod1
humano como en ratén. La regién mtracuop]asmxca (NHz-temnnal) se compone de 22

aminoacidos. La regién transmembranal se compone de 24 aminoacidos y la regién

extracelular que une al receptor CD40 sc compone de 214 aminodcidos. La molécula completa
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muestra 78 % de identidad con su ortdlogo humano, siendo las regiones intracelulares y las

transmembranales las mas conservadas entre ambas especies 49192,

CD154 pertenece a 1a superfamilia del TNF Mucstra entre un 2 5 y 3 0 % de similitud con
diferentes miembros de la SFTNF y como tal, se auto ¢ nsambla er forma 'no covalente como
ues B anuparalelos que

homotrimero simétrico. Cada cadena mdlvnd

e

determinan la estructura en *“rollo de jalea caractensuc e:los mxembros de la SFTNF y en

las c dpsides de algunos virus. Elsitiod

hendidura central conformada por los tre

1.5.5. Expresiéon y funcién de CD]S: eéeplor CD40, la expresxon dc
CD154 se restringe principalmente a“linfc

descrita en linfocitos T citoto’xi(;os:; i

plaquetas, mastocitos y células endoteliales

En linfocitos T la expresxo

ansd ccion de senales conocnda emsle.

sxrmhtud a’ nmguna mo ] Ia

evidencia obtenida in vivo €’ in virro que sugiere’ que CD154 tiene capacidad de lransducu‘

sefiales per se 2°82!''! Sin embarg ,,esto'aun no ha sldo confirmado y se desconocen sus‘

implicaciones para la respuesta lnmune, :
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1.6. La interacciéon CD40—-CD154 en procesos patolégicos.
Debido a la amplia distribucion celular del receptor CD40 y a los profundos efectos
1nmunologlcos e inflamatorios derivados de la interaccién con su ligando, la partlc1pacxon de

este par, de moleculas en diversos procesos patoldgicos es altamente relevante.

La mteraccxon CD154 CD40 interviene practicamente en cualquier proceso- mﬂamatono al ;

medlar la- secrecio ’de factores inflamatorios, factores qulmlotacucos, y ]a actxvac:on de’

procesos patologxcos mencxonados, la nteraccion: D40 y su lxgando ha sxdo Tmphcada
en la ruptura de la tolerancia inmunolégica. Como sc menc:ono anteriormente, la seleccnon
nte de interaccidn de CD154/CD40 ',

En el caso de la eliminacién de linfocitos B aulorreacnvos, ambas seifiales, a través de Fas y de

negativa de timocitos autorreactivos depende parcml :

CD40, son necesarias '}, En humanos con smdrome hiper-IgM ligado al X presentan una
elevada frecuencia de autoanticuerpos. Debido a la deficiencia de CD154, estos anticuerpos no
son patogénicos pues son IgM y no presentan hipermutacidn somdtica, pero claramente indican

que existe un defecto en la seleccion negativa de los linfocitos B 6%,
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En el lupus eritematoso sistémico (LES) se presenta una gran cantidad de autoanticuerpos de
clase IgG con hipermutacién somaitica. Las personas que padecen lupus activo, presentan una
elevada frecuencia de linfocitos B y linfocitos T con fenotipo de activacién. La expresion
aberrante de CID154 en linfocitos T y B en algunos pacientes con LES ha sidé descﬁta, por lo
cual se ha sugerido que ademas de participar en el fenémeno inflamatorio (vasculitis y nefritis

Iapica), la interaccidon entre CD40 con CD154 esti involucrada en la activacién y expansién de
216-218 ) .

clonas de linfocitos B autoreactivos
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11. Planteamiento del Problema.

El modelo de las dos seifiales para la activacién de linfocitos B predice que un i ihfdcito se

activara al recibir una sefial antigeno-especcifica (Sefial 1) mads una segunda sefial’ antlgeno—

inespecifica (Senal 2) Asxn‘usmo, predice que en condiciones normales un’ hnfocno perlfcnco‘
nespecifica entrari’c

que recibe urucamente la senal del anngeno, pero no la senal anugeno-

oS se generan gran
ular: a’ linfocitos B

autorreactivos en vecindad. En es focito B autorreactivo, el

autoantigeno y la seiial co- esnmuladom dando’como ‘un probabl resultado la activacién del

autommuﬁxdad Tal posxblhdad es factible y ha sido
219-220

linfocito B autorreactivo y por lo tanto,
demostrada para linfocitos T autorreactivos en modelos murinos transgénicos

Si bien, ciertas patologias infecciosas han sido asociadas con ¢l desarrollo tardio de patologia
autoinmune, en la mayoria de los episodios infecciosos no se desarrolla patologia autoinmune.-
Esto sugiere que en tales casos, la prevencidon de patologia autoinmune obedece a sislerﬁas
adicionales de regulacién que mantienen suprimidos a linfocitos autorreactivos qué han
recibido la sefial 1 y la sefial 2. Siendo la sciial de CD40 un co-estimulo muy importante paré la.
activacion del linfocito B, nos preguntamos si la activacidon constitutiva de CD40 en linfocitos
B in vivo , es suficiente para prevenir la induccidn de tolerancia inmunoldgica de linfocitos -

autorreactivos, al prevenir la induccion de anergia clonal.
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I11. Hipétesis.

La sefial de activacion via CD40 proporcionada por la interaccién con CDI154,
activa y rescata de apoptosis clonas de linfocitos B autorreactivas que en
condiciones normales son eliminadas por los mecanismos de inducciéon de

tolerancia inmunoldgica.
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IV. Objetivos.

1) ‘Generar un modelo murino transgénico en el cual los linfocitos B expresen

CD154 y se puedan activar entre si atraves de CD40.

2) Analizar las consecuencias de la activacion de CD40 en linfocitos B in vivo en

términos de maduracién, activacién 'y .ruptura de la tolerancia inmunoldgica de

linfocitos B.
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V. Materiales y Métodos.

V.1. Obtenciéon de secuencias para la construccién del transgén: Con el fin de lograr
expesion del transgen de manera restringida a la estirpe de linfocitos B, se utilizé un eleménto B
quimérico de 1.6 kb obsequiado por la Dra U. Storb (University of Chlcago), que se compone

de 0.9 kb del enhancer intrénico de la cadena Lk (/Ex) en la regién §°, hgado a un fragmento

de 0.7 kb de la region 5°. El sitio Hind 11l en la posncxon 429 del
eliminado previamente por José Moreno medmnte d )
con el fragmento Klenow de la pohmerasa de ADN
este sitio Hind 11l permite obtener en un solo ﬁ"

II1 y alguna de las enzimas del sitio de cl

Debido a problemas pricticos ‘cor

clonas con una fusién entre la regién extracxtoplasmlca de CD40 y

humana. El marco de lectura esta compuesto por 790 nucle IdOS” que codlﬁcan una

ghcoprotema transmembranal de tipo Il con 260 annnoacndo y eso molecular de 39 kDa.

La secuencia del ADNc de CD154 utilizada para genera nsgeh fue obtenida apartir del )
plasmido pyCD40L donado por el Dr. Michel Berton (U

fue generado para expresar el gen de CDI154 en bacu

sity of Arizona). Dicho plasmido

322 Esta clona fue obtenida

rus
mediante amplificacién por PCR y el autor muté la secu a descrita por Armitage, et a/ 22

(Genebank # X65453) al introducir, con fines de clonacnon,i un sitio Nco I en la posicion del

codén de inicio, cambiando 1a Ile por Val en la 2* posxcxon‘ Asimismo, detectamos que el sitio
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de corte Bam H1 (posicion 365, Genebank # X65453) no existia, implicando una mutaciéon en

ese sitio.

Con el fin de identificar mutaciones adicionales, se sccuencio la clona completa por el método
de Sanger en la Yale university DNA Sequencing Core facility. El andlisis de la secuencia
revelé que el sitio Barm HI (365) se perdié por una mutaciéon T por C en la posicién 366. Sin
embargo, también se detecté una mutacién de T por G en la posicion 605, lo cual implica un
cambio de lle (AUU) por Ser (AGU) en el dominio extracelular, esto es, en la region de unién °

al receptor CD40.

Debido a que la clona del Dr Berton dlﬁcre en dos amxnoamdos a la descrita por Am‘utag,e. y

‘se. conociala repercus:on que esto pudxese lcncr

tales diferencias no habian sido
in vivo, se decidio mulage n uerdo con la sccuencm ongma]

reportada por Armitage, et a.

Con el fin de corregir las’ m
secuencia correspondienté alc
El plismido pyCD4OL fue dige:
extremo 5’ romo. Posteriorment S
cual fuec ligado al vector pcDNA;’;"
pcDNA-CD40L.

Una vez en pcDNA3, se procedié a ‘réalizar muiagénesfs mediante PCR. Para tal fin, se
disefiaron cuatro oligonucleétidos. El primer oligonucleotido o R/so, 5’-GGA ATT CTG CAG
ATC ATG ATA GAA ACA-3" contiene un sitio £co Rl (subrayado) y las 8 bases
correspondientes al sitio de multiclonacién de pcDNA3 y los primeros cuatro codones del
cDNA de CD40L de acuerdo con Armitage, esto es, anulando el sitio Nco 1 y mutando la Val
por Ile en la segunda posicion (negritas). El segundo oligonucleétido o /ISOSER, 5'-CTC TCA
GAT CCA ATG CTG GGC TTC AGC C-3" comprende la sccuencia antisentido de la posicion
589-617, de acuerdo con Armitage, corrigiendo asi, la mutacién en la posiciéon 605
(subrayado). El tercer oligonucleotido o Seriso, 5°'-GGCTGAAGCCCAGCATTGGATCTGA




GAG-3” comprende la secuencxa en sentldo (+), complementaria al oligonucledétido /soSer, esto

a “de Armitage. Por ultimo, el cuarto oligonucleétido o

es la posxcxon 589- 617 de la se
" Xiut, 5 -GGGCCCTCTAG AA
de la posnclon 807 792

G CACTGTTCA—3 comprende |l a s ecuencia a ntisentido

d ‘Am'utage que corresponde al codon de termmo

mismas condiciones que en la primera ronda. El producto de
pcDNA3 (pcDNA3-CD40Lwt) y en pBS KS II (pBSKS- CD
I. La sustitucién de G por T en la posicién 605 y el segun

secuenciacién de Sanger.

V.2. Construccion del transgén: La construccxon d
utiliza los elementos reguladores que componen e] 1
3’ no traducida que incluye la sefial de pohademl;xc n
ARNmMm.

Para obtener buenos niveles de expresién de un ti‘aﬁgen 'démA"DNc, es necesario incluir en‘la’
construccion, ademas de un promotor, por 1o menos un intrc’)h y una regién 3* no traducida que
contenga la sefial de poliadenilaciéon. Estos elementos son, por lo general, heterélogos y
muchos investigadores que utilizan transgenesis como estrategia experimental los integran en

“casetres *’
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Para construir nuestro transgen, y por sugerencia de el Dr G. Gudice, se solicité a la Dra
Elaine Fuchs de la universidad de Mlchlgan un casette denominado pK143 derivado del

pGemZ3 (Promega) que contiene: 2 kb correspondlentes al promotor de la queratina 14

i'ges, iéyn'_ vco‘h EcoRl

de 6. 37Ki> El tr:msgen cuya longxtud es de 3 67
Y Hma’ 111

V.3. Generacién de ratones transgénicos: Sec digirié 30 ug del plasmido pEix/Vkpr-CD40L
con Eco Rl y Hind 111. La digestion se somectié a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y el
fragmento correspondiente al transgén (3.7 Kb) fue escindida del gel con una navaja e
introducida en membrana de dialisis Spectrapore ™ (punto de corte de 12-14,000) sellada con
pinza en un extremo. Se agregé 1 ml de amortiguador TBE 1x en el interior de la bolsa de
didlisis por el extremo librey se cerré removiendo burbujas de aire. La bolsa de dialisis sc

colocé en una camara de eclectroforesis a la cual se le aplicé una corriente de 50 mA por 30
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minutos. Al término, se invirtié la polaridad de los electrodos y se apylico' una corriente de 50
mA por 1 min. El amortiguador con el DNA eluido se cvo]ecté se precipitb con 0.1 volde
acetato de sodio 3 M pH 52 y 3 vol de etanol absoluto 'y se. resuspendlo en 1 mL de
amortiguador L (NaCl 200mM; Tris 20 mM pH 7.4; EDTA" 1= mM a.s,ua destllada hbre dc
plrogenos Gibco BRL).

Para punf'car el ADN para mxcrornyeccxon ‘un
. lavo con 2 mL de amortiguador H (NaCl IM
" destilada libre de pirégenos, Gibco), seguldo de
L.A .continuacién se aplicé en la columna'l'm
mL de amortiguador L.. Para cluir el DNA, se aplic
seguidos de 0.1 mL de amortiguador H a_&icxonalc
absoluto, se precipité por centrifugacién a 25

KL de amortiguador de injeccién (Tris 10 mM P

Con el fin de eliminar sales de la prepax;acionfsg di
mm de diamtero y tamafio de poro de 0.0S'ph"( \
de inyeccién durante 20 min. Este proceso,‘cri'é".
filtro y el amortiguador en cada ocasién.

espectrofotemetria a 260 nm y se diluyd a una co inal c‘lé"S‘ng/pl Unz{' vei dll‘v 1cia"~

la muestra se filré con filtro Milliporc™ SJHV

4 'p.m Y- se guardo a 4 °C Esla

preparacion fue utilizada para microinyectar cigotos de ralon (C3H x C57BL/6G)n.

V.4. Genotipifi i6n de rat transgénicos: Para extraer DNA genémico se obtuvo con
tijera iris un fragmento terminal de 0.5 cm de la cola de ratones de 10 a 15 dias de nacidos.

Para evitar contaminacion gendémica, la tijera fue lavada con hipoclorito de sodio concentrado

entre ratdn y ratén.

Cada fragmento de cola se colocd en viales de microcentrifuga de 1.5 mL, se les agregé 500
uL de amortiguador de lisis (Tris-HC1 10 mM, pH 8.0; NaCl 400 mM; EDTA 10 mM, pH 8.0;
SDS 1%0), 25 L de proteinasa K (25 mg/ ml. Boeringer Manheim) y sc incubaron a 56 °C por
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10-16 h. Posteriormente, los tubos se enfriaron en hielo por 5 min y se les agregd 200 uL de
solucién de precipitaciéon (NaCl 6 M), se mezclé 'y se centnfugo a 13 000 rpm a 4 ° C durante

15 min. El sobrenadante se transfino a un segundo tubo llmpxo se agrego 13 mL de etanol
' i 5 edi mento se

lasmido pKl4 [3 con Nco I y Yba I La sonda (05 Kb) se punfcr,,

volumen‘fma] de 34 uL‘ se calento a 100 "C por ]0 mm Yy se enﬁno en h1e1 Una vez fno, séle
agregd. 10 ul’ de amortlguador de marca_]e sin dCTP 5 puL de dCTP [P32] (50 H1Ci, 10 nCinl) y

1 mL de DNA polxmersasa Klenow. Se miezcld vy se mcubo ‘a 37 c por 15 min. La sonda

marcada se purificé en columna de Sephadex: 50 Yy se c'uzmtlfco en un contador [3. Después de
las 6 horas de prehibridacién, se agregdé en la bolsa de hibridacién la sonda marcada, y se
hibridé a 65 °C toda la noche. Posteriormente la membrana se lavé 2 veces con SSC 2x y una
vez con SSC 0.4x, SDS 0.1%. Sc expuso por 12 h a —80 °C con pantalla intensificadora en
pelicula Biomax (Kodak).

La genotipificacion de ratones Tg-CD154 por PCR se realizé de la siguiente manera: En tubos

de 0.5 mL se realizaron reacciones de 25 uL con 1 uL. de DNA gendémico, Tris HC! 20 mM,
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pH 8.4, KCI 50 mM, 1 U polimerasa Taq (Gibco) cada uno de los dNTP 0.2 mM) MgClz (1.5
mM), y los ohgonucleoudos Riso y Xiur (0.4 p.M cada Lmo) La amphﬁcacxon se Ilevé a cabo

agarosa. Bajo estas condiciones: se'

transgénicos que no se amplifica e

Los de

transgénicos

ratones

concentracion final de MgCl. de 2.5 mM y ‘con. ux;a mezcla de los oligonucledtidos IgFl 5’-
GCG ACT CCA TCA CCA GCG AT-3"cIgF2 5 5’_.CTG GAG CCC TAG CCA AGG AT—3 a
una concentracion final de 0.3 uM, y IgR1 5°-ACC ACA GAC CAG CAG GCA GA-3"a una

concentracion final de 0.6 M. El programa de termociclado consistié en 12 ciclos compuestos

de un segmento a 94 °C por 20 seg, un segmento inicial de alineamiento a 64 °C por 20 seg y
un segmento de extension a 72 °C por 30 seg. En estos primeros 12 ciclos, la temeperatura de
alineamiento decrecié 0.5 °C en cada ciclo. Finalmente, la amplificacién finalizé con 20 ciclos

adicionales con temiperatura de alineamineto fija a S8 °C.

V.5. Preparacion de células linfoides, tincion y an:dilisis citofluorométrico: Los ratoncs

analizados fueron sacrificados por narcosis con COa:. Inmediatamente, se extrajo sangre para
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muestra de suero por puncion cardiaca con jeringa de insulina. Para la obtencién de
esplenocitos, se diseco el bazo y se colocd en cajas de Petri de 60 mm de didmetro con 5 ml de
amortiguador para FACS (PBS 1X, S mM EDTA, 0.05 % NaN3, 2% SFB y 1% suecro de
conejo normal). Se realizé un corte longitudinal en el bazo y se colocé entre 2 portacbjetos con
extremo esmerilado. Los esplenocitos se extrajeron mediante presidon suave y movimientos

ciculares del portaobjetos, dejandolos escurrir al amortiguador de FACS.

Una vez que quedd la cdapsula esplénica ‘vac\ia' . se enjuagardn los portaobjetos con: el

amortiguador presente en la caja. Los esp]enocuos' se t anst‘neron a tubos de mlcrocentnfuga

amortiguador para FACS y se resuspendleron en 0 5 mL.-Por ulnmo las células de cavidad

peritoneal fueron extraidas mediante la infusién de 10 ml de amortiguador de FACS en la
cavidad peritoneal. Después de 2 min, se colectd el amortiguador por goteo, a través de una

aguja de jeringa de 22g. Las células se concentraron por centrifugacién a 800g.

El nimero absoluto de células nucleadas recuperadas de cada drgano se estimé por conteo en

hemocitémetro. Para la cuenta de esplenocitos y timocitos se empled una dilucién 1/100, para
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linfocitos de ganglio popliteo y de médula la d_i]ljcién fue de 1/10. Las cuentas totales de

médula ésea se expresaron como total de celulas de 2 fémures/2.

Para teiiir las células se colocé el.volume para’tefiir:1:5:x:10° célul en’ mbds' de:

microcentrifuga de 1.5 mL'o en p

Software Cell Quest (Becton Dickinson Immunocytomcry systems). P

colores se utilizé un citdmetro FACSCalibur equipado -con laser dual de argon de 488
nm/diodo rojo (Becton Dickinson Immunocytomery systems), utilizando el Software Cell
Quest (Becton Dickinson Immunocytomery systems). Como control negativo o de auto-
fluorescencia se incluyé una muestra de c ada tejido sin teitir con la finalidad de ajustar los
voltajes de los fotomultiplicadores de cada detector de fluorescencia. Para la compensacion de
fluorescencia se utilizaron células de cada organo teftidas individualmente con un anticuerpo
conjugado al fluorocromo correspondiente a cada detector de fluorescencia (FITC-FL1; PE-

FL2, CyS5-PE-FL3 y APC-FL4). Una vez adquirida la muestra, la mayor parte del analisis se
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llevo a cabo utilizando cl Software Win MDI version 2.8 (Copyright Joseph Trotter Scnpps
Research Institute. San Diego, CA). :

0% ¢ o gﬁador de FACS sin’ sucro‘
fetal bovino. -, fracciol : der ] y 3 (Bzzo /CDA43 /CD24/BP1 ;

13220+/CD43+/CD_24*/B'P

Para el estudlo e

punf’cadas se obtuvxeron 11n ocuos tal como se dcscnblo en ]a secc1on antenor,_'y se tmeron k
con anti-B220-FITC. Dcspues de un lavado se incubaron 30 min adxcxonales con anu Ig de rata -
conjugada con FITC (Jackson Immunoresearch) y se lavé 2 veces con amortiguador para
FACS. P osteriormente las muestras fueron procesadas de la misma forma que los linfocitos
ProB purificados y sc¢ analizaron en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson)

utilizando FL1 y el modo de discriminacién de dobletes en FL2.
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V.7. Determinacion de anticuerpos anti-fosfatidilcolina (FC): Los ratones TgCD154, MD4,
TgCD154 x MD4 y no transgénicos de 6 semanas de edad fueron tratados con 50 ;.Lg de LPS

(Sigma) en PBS o solo PBS por via mlrapcrltoncal cn 3 ocasiones a mtcrvalos de una scmana{

bromelmlzados tratados con anncuerpo secundano y eslreptnvxdma-PE Se utlhzo la

media de fluorescencia para estimar los valores relativos de anticuerpos antl-fosfatldllqolma

V.8. Determinacién de inmunoglobulina anti-eritrocito de carnero: Se lnmunlza ]

transgénicos y controles de camada de 6 a 8 semanas de edad con 100 uL de entrocntos de
camero al 10 % en solucidn Alsevers o con solucién de Alsevers como control. Despues dc 7
dias se reinmunizaron con las misma ddsis. A los 12 dias se colect6é sueroy se utilizé para

determinar anticuerpos hemoliticos.

Para la determinacién de anticuerpos hemoliticos se colocaron 5 x10° de eritrocitos de carnero
en amortiguador GVB (pH 7.35, NaCl 0.83 %, 5,5 dietil-barbiturato 0.1 %, gelatina 0.1 %,
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CaCl> 0.3 mM, y MgCl> 2 mM) en placas de 96 pozos de fondo U. El suero problema se
descomplementé a 56 °C por 30 min, y se afiadié a una dilucién final de 1:100. Como fuente de
complemento se uso suero humano preadsorbido con eritrocitos de carnero a una dilucién final
de 1:50. La mezcla se incubd a 37 °C por 60 min. Posteriormente, la placa se centrifugé a
1000g por 2 min y los sobrenadantes se colectaron para medir la absorbancia a 451 nm. Como

control negativo se utilizaron muestras de eritrocitos incubadas con sucros no inmunes de raton

normal, asi como sueros de ratén normal sin complemento humano y ‘muestras tratadas con

complemento humano sin suero inmune.

V.9. Evaluacién de la expresion del transgén por RT-PCR: Raloncs de 4 semanas de’ dad s

fueron sacrificados por narcosis por COa. Con el fin de obtener RNA' de los organos ‘pero no de
exponerel: 2

la sangre que los irriga, se realizé una incisidn en la linea medxa del tora

resuspendxdo en 50 p.L de dHaO-D
cada muestra de RNA se le anad
extracciéon. El RNA precipitado se Vvse;»o
mL de dH>0-DEPC y sc almacené a -80°C ha 51

'vise‘resupendié en 50

Para generar cDNA se mezclé 1 ug de RNA totai de cada tejido con 100 ng de oligo d-Tis.s
(Gibco BRL, UK) en 10 ul de dH2O-DEPC. Se incubdé 10 min a 70 °C y luego se enfrid en
hielo por 5 min. La reaccion de sintesis de cDNA sc realizé llevando la mezcla de RNA oligo
d-T a un volumen final de 25 ulL. en dH>O-DEPC Tris—HCI 50mM, pH 8.3; KCl 75 mM;
MgCl: 3 mM; ditiotreitol 10 mM, inhibidor de RNAsa (Gibco) y 200 U de transcriptasa
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reversa Superscript II RNAse H™ (Gibco). Las reacciones se incubaron 1 h a 42 °C y luego

fueron inactivadas a 70 °C por 10 min.

Para la amplificacién del cDNA de CD154 se p' epamron reaccnones de 25 pL con Tris HCI 20

mM, pH 8. 4 KCI'50 mM;:1.U p Ii (C ) c' da un de los dNTP (O 2 }.lM) M5CI~
(1:5 mM), olxgkgnukgl_e i > en tido (0 4 pM) y 1/25 de la reaccwn

la posnmon —3v85 del RNAm Como ohgo anusent o thllZO IsoSer 5" CTC‘ TCA GAT.‘:‘; :

CCA- A >G CTG ‘GGC TTC AGC C =37, ublcado er exon 5, en la p osicién 589—617 del‘
RNAm Ambos ohgonucleoudos amplifican un producto de. 255 pb derivados de cDNA y de S

3.6 kb en’ caso de contaminacién genémica 27, La composncxon de la reaccidn fue ldentlca que - -
para el par KenPr/Xiut. Con el fin de obtener una idea mads realista de los niveles de expres:onf o
del transgén en los diferentes tejidos las condiciones de termociclado fueron de 15 c1¢lo_s‘
compuestos de 3 segmentos a 95 °C por 30 seg, 60 °C por 30 seg y 72 °C por 30 seg,
respectivamente.Como control interno de RT-PCR se amplificé un producto de 450 pb
derivado del cDNA de actina f3 con los oligos BA1 §’-CCA AGG CCA ACC GCG AGA AGA
TGA C- 3° yBA2 5°-AGG GTA CAT GGT GGT GCC GCC AGA C-3’ bajo las mismas

condiciones que las descritas para KenPr/Xiut y gp39F/IsoSer a excepcion de que el programa
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de termociclado fue de 15 ciclos compuestos 3 segmentos a 95°C por 30 seg, 50°C por 30 seg y

72°C por 30 seg, respectivamente.

Después de 15 ciclos de amplificacidn, las mucstras fueron separadas por elcctroforcsxs cn gel

de agarosa al 1.5 % y transferidas a membrana de Nylon (Hybond N+, Amersham #
hibridadas con el cDNA de CDI154 o actma [3 marcados con fosfatasa. a]calma ;
sistema AlkPhos (Amersham) para marca_)e hxbndamon y deteccxon por i

La hibridacién se reahzo en amonxguado

V.10. Determinacién de inmunoglobulina séf
1gG; e IgA en suero de ratones entre 2 semahdS'
ELISA. Placas de 96 pozos (Nunc, Roskildc ‘
polivalente de cabra anti-Ig murina (Lyrncd)
carbonatos pH 9.6 a 4 °C toda la noche. Poslenormc te cada placa :
Tween-20 0.05% (PBS-T20) y se afiadieron dxlucx
de cada uno de los sueros problema en PBS—T"O sc mcubaron a 37 "C

veces con PBS-T20.

CS tres veces serxa

Posteriormente se afadié a cada pozo x g de. antlcuerpo de cor
biotinilado (Zymed), se incubé a 37 °C por 2 h. Despues dc 3 lavados con PBS-TZO se mcubo_ :
con x ug de conjugado estreptavidina-Peroxidasa . de’ rabano (Zlmed) a 37 °C.por: .30 min.
Después de tres lavados con PBS-T20, se afadidé x mg/ml de ortofenil-diamina (Zymed) en
amortiguador de citratos, pH 5.3 y H.O:> al 0.3 % por 5 min. La reaccién se inactivé con H:SOux
1 N. La absorbancia se cuantifico en un lector de ELISA (LabSystems, Helsinky, Finlandia) a

492 nm. Los niveles séricos de Ig se expresaron como la dilucién requerida para obtener una

absorbancia de 0.05.
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V1. Resultados.
VL1. Generacion y caracterizaciéon de ratones transgénicos.

VI.1.1.Generacién de ratones transgénicos: Sc microinyectaron 320 cigotos (C3H 'x.
CS57BL/6) de acuerdo a lo descrito en capitulo materiales y métodos. 280 cigotos sobreyivjchn
la inyeccidn (87.5% viabilidad) y fueron implantados en grupos de 40 en' ovidu.clos de 7
~hembras C3H pseudoprefiadas. Al cabo de 20 dias nacxeron un total. de 34 crias potencmlmentc

transgemcas, 15 machos y 19 hembras, n1lsn1as E

de la microarquitectura esplénica e infiltrados linfoides periportale:

16, 22, 23 y]a

VI.1.2.Establecimiento de lineas transgénicas: Los fundar machos 4,

hembra 2 8 p arecian sanos y fueron retrocruzados c on parejas CS' BL/G Mlentras q ue enel

caso de las lineas 4 y 22 solo se estudio la F1, las lmeas 16‘y23 fuerbn seguidas hasta la F3 y

la linea 28 se ha mantenido como el modelo de estudlo durantc cuatro afios y al menos seis
generaciones, lo cual revela que en ninguna de las: lm as ' la: prcsencm del transgen afecta

directamente la fertilidad. Es claro que e¢n las cmco ]meas, la segregacion del transgén ocurre

en ambos sexos lo cual demuestra que este s¢ mtegrp_ gn un autosoma. Asi mismo, la presencia
del transgén en aproximadamente 50% de la camada sugiere que el evento de insercion ocurrid

en un solo complemento ancestral.
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A PCR

1219 200 24 2223 2425 26 27 TR 0 31 X2 13 Je

1 23 65 67 8 SID1112 12 16 1S5 16 17

B Hibridacion tipo Southern

2 4 122 € 113 22 23 24 28 2% 31 32 34

Figura 3. Identificacion de ratones transgénicos fundadores. A) Amplificacion por
PCR de un producto de 0.8 kb correspondiente al ADNc de CD154 a partir de ADN
genodmico de cola. B) Confirmacion mediante hibridacién tipo Southern a partir de 10 ug
de ADN gendmico digerido con Nco I y Xba I . Como sonda se utilizd un fragmento de

0.8 kb correspondiente al intron de la globina B humana, obtenido mediante digestion del

plasmido pEi/prVkf con Nco I y Xba I y marcado con P32,
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Debido a que la mortalidad en los fundadores predominé en hembras se sospecho que el

fenotipo en hembras transgénicas se asociara a un fenotipo p atolégico grave ‘Sin’ embargo

hasta el ‘momento no hemos identificado en la progenic de los fundadores sobrevnvncmes

diferencias en la morbi-mortalidad entre hembras y machos transgénicos.

VI1.1.3.Caracterizaciéon fenotipica de las lineas transgénicas.- Con ¢l

caracterizacion de la expresién del transgén en las diferentes lineas, se’tomaron:muestras de
sangre periférica de los machos 4, 16 y 22 con el fin de analizar la expre51on de:CDI154 .en

leucocitos de sangre periférica por citometria de flujo mediante un
anticuerpos monoclonales anti-B220-FITC y anti-CD154 (MR1) b_xpn

estreptavidina- PE.

la expresidén de CD154 no se
B220*. No fue posible de;eq ;

imputable al tmnsg .

diversos expenme

marcadores de lmfocxtos murmos se procedlo a carncte‘ >
el fenonpo de las distintas subpoblaciones dc lmfocxtos ‘con’ especial énfasis en - el

compartimiento de linfocitos B.
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Figura 4. Linfocitos B en singre Periférica. Andlisis citofluoromético linfocitos B
de sangre periférica en machos fundadores. A) Proporcion de linfocitos B B220*. B)
Expresion de CDI154 en linfocitos totales. Los valores de la derecha representan la
intensidad media de fluorescencia en FL-2. 1 x 10% leucocitos se tificron con los
anticuerpos monoclonales anti-B220-FITC y anti-CD154-biotina, revelado con
estreptavidina—PE. Los histogramas derivan de la adquisicion de al menos 5000

linfocitos definidos con base a los valores de FSC y SSC.
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VL.1.4.Linfocitos B en érganos linfoides secundarios: El porcentaje de linfocitos B en cl
bazo de un ratdén normal oscila entre el 45 y 65 % del total de células nucleadas mientras que
en los ganglios linfaticos oscila entre el 25 y 30%. Con el fin de obtener una mejor
interpretacién de los resultados obtenidos en sangre periférica de los fundadores, se analizé por
medio de citofluorometria €l compartimiento de linfocitos B en ‘el bazo'y en ganglios linfétic‘os

popliteos de ratones F1 de 6 a 8 semanas de edad derivados de la cruza entre fund?dgr' s de-

cada linea con ratones normales C57BL/6.

en contraste con un promedio de 27.4 %% (= 1. 1%, 11—2) en: los controle no. transgemcos de

en gangllos

camada. Eslo representa una reduccién de 10 veces la proporcnén' e.linfocitos:

s de camada no

linfiticos de ratones transgénicos con respecto a lo observado en'los con

transgénicos (Figura 6).

VIL1.5.Maduracién de linfocitos B en Ia médula ésea: Debido a'la reduccién tan marcada de
linfocitos B encontrada en sangre periférica y organos linfoides secundarios, fue necesario
determinar en las diferentes lineas transgénicas, si tal reduccion se debia a una falta de

produccion en el drgano linfoide primario o bien, sila reduccién sec debia a una muerte
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Figura §. Linfocitos B en ¢l bazo. A) Anailisis citoflorométrico de linfocitos B
esplénicos de la generacion Fl entre fundadores 4,16,22,23 y 28. Se muestra un
solo control no transgénico representativo de los demads experimentos. B) Promedio
+ desviacién estandar(D.E.) dcl porcentaje de linfocitos B220%/IgM™ de controles
no transgénicos (barra roja, n=4), de las cuatro lincas como un solo grupo (barra

blanca, n=3); y de los ratones F1 de las lineas 4 (n=17), L16 (n=1). L22 (n=1). L23
m=1) y L28 (n=1) (barras azules).
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A = Control Linea 22
L
3 : i
_-.; Linea 23 Linea 28

Figura 6. Linfocitos B en el ganglio linfitico. A) Anailisis citoflorométrico de
linfocitos B de ganglio linfatico popliteo de la generacién Fl de fundadores 22, 23
y 28. Se muestra un solo control no transgénico rcpresentativo de los demas
experimentos. B) Promedio = D.E. del porcentaje de linfocitos B220%/IgM™* de
controles no transgénicos (barra roja. n=2), de las tres lineas como un solo grupo
(barra blanca, n=3); y de los ratones F1 de las lineas L22 (n=17), L23 (n=/) y L28
(m=1) (barras azules).
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acelerada en el 6rgano linfoide secundario. Entonces, se a'nalizaron los diferentes estadios de
maduracién por los cuales atraviesa un linfocito desde su compromnso al lma_]e B hasta su

maduracion y egreso de la medula 6sea hacia el organo Ixnfo:de secundano

y tener acceso a los

control, esto es, una®reduccién:promedi

en transgénicos, aunque fue. e

de las proporciones de linfocitos PreB en las dxferentes lmcas con la proporc:on de lmfocxtos B

recirculantes, de bazo o de ginglio correspondientes.

El anailisis de subpoblaciones de linfocitos B en la médula 6sea mediante la deteccién de B220

y CD43 permite definir a grandes rasgos la maduracion de los mismos. En este caso particular
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Figura 7. Linfocitos B en 1a médula dsea. A) Andlisis citofluorométrico de la maduracion
de linfocitos B en médula 6sea de ratones F1 derivados de retrocruza de los fundadores 4,
16, 22, 23 y 28 con ratones C57BL/6. En el panel derecho (columna der, raton transgénico
de cada linea. Columna iz¢q, control de camada no transgénico). Se muestran las
subpoblaciones ProB (B2207/CD43"), PreB (B220v/CD43"); y linfocitos B rccirculantes
(B220+1/CD43-), enmarcadas en las regiones R2, R3 y R4, respectivamente. B) Promedio
+ D.E. de las proporciones de cada ctapa de maduracién de linfocitos B de médula 6sea de
por lo menos 2 ratones transgénicos de cada linca (barras azules) y 9 individuos no

transgénicos (barras rojas).
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nos permitié identificar que los ratones transgénicos presentan un defecto en la transicion dec
ProB a PreB. )

Con cl f‘n de def'mr con pumuahdad la: cldpa afectada cn |JS dllcrcnlcs lmcas uansy.mcas se

e atoncs l‘l derlvados

214%(1: 1) '463'A. 7
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Figura 8. Linfocitos proB de la médula ésea. A) Analisis citofluorométrico de 4
colores de la maduracion de linfocitos ProB (B220%/CD43%), de acuerdo a la expresion de
CD24 y BP-1. en médula 6sca de ratones F1 derivados de retrocruza de los fundadores 16,
22, 23 y 28 con ratones C57BL/6. B) Promedio = D.E. de los porcentajes de linfocitos
ProB (B220"/CD43") de cada una de las fracciones definidas por la expresion de CD24 y
BP-1. La fraccién A correspondec a linfocitos ProB B220*/CD43*/CD24/BP1-; la fracciéon
B corresponde a linfocitos ProB B220*/CD43*/CD24*/BP1-; y la fraccién C corresponde
a linfocitos ProB B220"/CD43*/CD24*/BP1*. Ratones control de camada no transgénicos
(harras rojas, n=4); ratones transgénicos como un solo grupo (barras blancas, n=4);
raton transgénico de cada linca (barras azules, lineas 16, n=1; 22, n=1; 23, n=1y 28, n=1,

respectivamente).
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Thy 1 2" en ratones transgénicos fue de 47 Yo (215 %, n1=3), cn contraste con 28.8 % (£ 9.9 %,
n=4) en ratones control no transgemcos (Figura 9A). El mcrcmento proporcuonal de linfocitos

rmones transgemcos no implica. un aumento cn el nimero abso]uto de

T observado (

a; prc&;ﬁdfcién de linfocilos T y

ci ntefuedcl3 141 17y09paralaslmcas4 16,22, 23 y

un promcdlo dc 1.3 (£ 0.3, n=5) (Figura 9D). Esto implica que
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Figura 9. Anilisis del compartimiento de Linfocitos T. Porcentajc de linfocitos T
esplénicos (columna izquierda) y de ganglio linfatico politeo (columna derecha) de
ratones F1 de cruzas de fundadores 4, 16, 22, 23 y 28 para bazo, y 22, 23 y 28 para
ganglio. Ratones control no transgénicos (barras rojas. n= 5), promedio de los ratones
transgénicos como un solo grupo (harra blanca. n=5), y transgénicos de cada linea
(barras azules, n=1 de cada linca). A) % de linfocitos T totales determinado en base a
la expresion del marcador Thy 1.2. B) % de Linfocitos T coperadores determinado en
base a la expresion del marcador CD4. C) % de linfocitos T citotédxicos determinado en
base a la expresion del marcador CD8. D) Coeticiente del 26 de linfocitos T CD4* entre
linfocitos T CD8".
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En ganghos lmfatlcos solo fue posxble estudiar ratones F1 derivados de las lineas 22, 23 y 28
(Figura 9) Los resultados fucron muy smnlares a los del b;uo EI promedlo de linfocitos T

& n‘ emc"s fue de 80 2 % (+S O n—.)) en conlrastc con 683 % (£ 1,n=2)

Thy 1.2* en raton‘ S l

en los controle En el caso de la: subpoblaclon CD4*; el promcdlo en raloncs

transgénic

0.8 %,'n 3) Eslo represen

namero absoluto de. ce]ula Macl"'/Grl én todas las lmeas transgemcas estudladas. Aunque no
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Figura 10. Células granulomonociticas. A) Anadlisis citofluorométrico de células
granulo-monociticas en bazo (panel superior) y médula dsea (panel inferior) de ratones

derivados de cruzas entre los fundadores 22 con CS7BL/6. B) % de células

Fl
Las barras

Macl*/Grl* en bazo. C) % de células Macl1*/Grl* en médula oSsea.
representan el promedio = D.E. de ratones control no transgénicos (barra roja, n=3),
promedio + D.E. de ratones transgénicos de diferente linea (barra blanca, n=3) y % en

ratones transgénicos L16 (n=171), L22 (n=1) y L23 (n=1) (barras azules). Ratones F1

derivados de los fundadores 4 y 28 no fueron evaluados con los marcadores Mac | y
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de FSC y SSC apoyan el hecho de que en cstas lineas. tamblen se presenia un aumento en ¢l

numero absoluto de células granulomonocmcas. g

.. VL.1.8. Expresiéon del (ransgen cn la superhcne celula‘r' Con la” Imalldad de” delermmar si e]'”

transgen se expresaba en’ la poblacidn’celular deseada ‘asi’ como su’ mvel de: c\preslon Sc"'
nfatlco pophtco de ralones I'] con :mncucrpos anu—

tifieron esplenocitos y células d

anahzaron por cxtoﬂuoromeln

B220, anti-—Thy 1 '2' y

mientras -que el indice
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Figura 11. Expresion de CDI54 en bazo. A) Anadlisis citoflorométrico de
esplenocitos de ratones F1 derivados de cruzas cntre los fundadores 4, 16, 22, 23 y 28
con C57BL/6. Los histogramas representan la fluorescencia (FL-1) de cada
subpoblacion para el ratdn transgénico (razo azul/) y el control de camada no
transgénico (razeo rojo) de cada linea. B) Analisis comparativo de la expresion de
CD154 en lineas transgénicas. Se muestra el cociente de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de ratén transgénico cntre IMF de ratén control (IMFtg/IMFc).
Como referencia se muestra el indice IMFtg/IMFc de muestras sin teiir (bharra negra,
n=5) y el indice IMFc entrec la IMFc sin tedir (barra roja, n=35). Asimismo, se
muestra el promedio del indice IMFtg/IMFc¢ de los ratones transgénicos (barras

blancas, n=5) y el IMFig/IMFc de cada raton de cada linea (barras azules, n=1).
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embargo el mdlce IMF Tz,/C para, la poblacxon Thy. 1.2 resulté mayor que cl indice de Ia IMF

de ratones control entre la IMF d mueslras comrol 51n temr (O 84 :l: 0: 1 n—-.v. barra I'Oj(l)

M g/C pl omcdlo

emdo a partxr de

De mancra
2. P medio del IM Tg/
g':a)> (Figura 1.

erencm de'lo
2207/Thy 1.2°

En; linfocito
homogéneo”
- incremento de

aumento de la’ ﬂ}

alore 'de"ﬂuorcéccncia. aumentando considerablemente cl valor
el indice IMF Tg/C en' B220" fue de 3.1 (+ 1.6, n=3.
2 (:!: 0.25, n=3, barra ncg'a) de la poblacién sin teifiir; y

numero de evcntos con alto
de su indice IMF Tg/C.’ E].pro’mcd

barra blanca) en compdi‘écién con
1.23 (# 0.24, n=3, barra I’O_](I) del mdxcc de la IMF comrol entre la !MF de muestra sin teflir

(Figura 12B).

pfzitico (Figura 12B), cl
25 (=& 0.29, n= 3, barra

En el caso de Ia subpoblacton dc lmfocnos Thy 1 2 de gangho

\"sin tediir (1.18 % 0.14, #=3,

negra) y del 1nd1ce dé a MF comrol entre la’ M d
barra roja). ‘ b

0/Thy 1.2 fue de 1.05 (=
‘de 1.2 (= 0.25, n=3,

16,0 —3 barra roja) (Figura

Por ultimo, el promedio del indice IMF T C
0.25, n=3, barra blanca) mientras que el
barra negra). El indice IMF C/sin teiiir fue el
12B). ‘
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Figura 12. Expresion de CD154 en ganglio linfiatico. A) Anilisis citoflorométrico
de linfocitos de ganglio linfitico popliteo obtenidos de ratones F1 derivados de
cruzas entre los fundadores 22, 23 y 28. Los histogramas representan la fluorescencia
(FL-1) de cada subpoblacion para el ratén transgénico (frazo azul) 'y su
correspondicnte control de camada no transgénico (rrazo rojo) de cada lineca. B)
Analisis comparativo de la expresion de CD154 en lincas transgénicas. Se muestra el
cociente de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de ratén transgénico entre
IMF de raton control (IMFtg/IMFc). Como referencia sc¢ muestra el indice
IMFtg/IMFc¢ obtenido apartir de muestras sin teiir (barra negra, n=3) y cl indice
IMFc entre la IMFc sin teitir (barra roja, n=3). Asimismo, se muestra el promedio
del indice IMFtg/IMFc dc los ratones transgénicos (barras blancas, n=3) y el
IMF1g/IMFc¢ de cada ratdn de cada linea (barras azules, n=1).
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Estos resultados sugieren que la expresién de CD154 en ratones transgénicos se restringe, en la

mayoria de las lineas, a linfocitos B B220". Sin embargo, en esplcnocitos de la linea 4 se’
encontré un indice IMF Tg/C mayor que el IMF Tg/C no tefiido (1.29 wvs 1.23°
respectivamente). Asi mismo, el indice IMF Tg/C en linfocitos Thy 1.2" de ganglio en ]a Imea” ;
22 fue de 1.58 en contraste con 1.2 en muestras sin tefiir. Con respecto a la poblacién B2207
Thy 1.2~ de bazo, se encontraron indices IMF Tg/C superiores al IMF Tg/C de muestras sin
tefiir las lineas 4 y 22 (1.4 y 1.38, respectivamente vs 1.23) (Figura 11B). En ganglio linfatico, :
s6lo en las células B220/Thy 1.2° de la linea 22 se¢ detectd un indice IMF Tg/C superior en las

muestras tefiidas que en las no teitidas (1.3 vs 1.2, respectivamente) (Figura 12B).

VI.1.9. Caracterizaciéon de la expresion del transgén mediante RT-PCR: Como estrategia
complementaria para analizar la expresion del transgén, se efectué RT-PCR a partir de ARN
total de diferentes organos de ratones TgCD154 y controles de camada de 4 semanas de edad‘
de la linea 28. Mediante un protocolo con 35 ciclos dec amplificacidn, empleando :

ohgonucleotldos especnt’cos para el ARNm de CDI154 denvado dc Ia transcnpcxon dcl

proveniente de linfocitos B infiltrantes, mds que la expresxon berrant

correspondiente (Figura 13A).

Con el ﬁn de obtener informacién semi-cuantitativa del nlvel de expreston&d

mterrurnplo el protocolo de amplificacién antes de llegar a la fase. de'

linfatico y médula 6sea pero no en higado, rifién, musculo esquelético ni en snstema ne
Los oligonucleétidos empleados en este experimento no distinguen entre el mensajerb
endégeno y el transgénico. Como se muestra en la figura 13RB, no dctectamos expresmn de

CD154 en el ratén control en ninguno de los 6rganos analizados.
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Figura 13. Expresion de CD154 por RT-PCR. Analisis de la expresion del ARNm de
CD154 en ratones transgénicos (Tg) y controles de camada (C) mediante RT-PCR. A)
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % con los productos de CD154 (810pb, pancl
superior) y actina-B (450pb, panel inferior) después de una amplificacion por 35 ciclos.
B) Southern-blot de productos de RT-PCR de los mismos ADNc que en A, pero después
de 15 ciclos de amplificacion. Ba, bazo: NL, ganglio linfatico; MO, médula 6sea; HI,

higado; R, rinon; SNC, cerebro; ME, miusculo esquelético: PU, pulmon.




VI1.1.10. Anidlisis anatémico e histopatolégico: Un hallazgo consistente en las 4 lincas
ratones transgénicos en la edad adulta, fue ¢l retraso en el crecimiento corporal en comparacion
con los controles de camada, observado mediante la inspeccidn macroscopica. Tal retraso

comienzd a ser evidente después de la cuarta semana de edad (Figura 14 A).

Después de la segunda semana de edad, la esplenomcgaha fue un ha]lazgo muy consxstente

(Figura 14A). La hepatomegalia fue lambxen un’ hallazgo constante observada desde 1a’ clapa

neonatal, aunque no muy. evidente. As

supurativa, respectlvamente. Un hallazgo consistente fue encontrar células lmfondes
al endotelio vascular, especialmente en higado (Figura 14H). En pincreas sc gnc

infiltrados intersticiales e insulitis.

VE1.11. Identificaciéon de fenotipos inconsistentes: Como se describidé en las secciones
anteriores, se encontré un fenotipo muy consistente entre las 5 lineas transgénicas estudiadas.
Sin embargo, encontramos dos casos aislados de ratones transgénicos en la F1 de la lineas 22 y
4. En el caso de la linea 22 de detectd una proporcién elevada de linfocitos T CD47/CD8™ en el

bazo. En el caso de la linea 4 se detectd una proporcion elevada de linfocitos B220"/Thy 1.2,
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Figura 14. Andlisis histopatolégico. A) Fotografia de ratdn transgénico (izquierdo) y
control de camada de 4 semanas de edad. Ndétese la diferencia del tamafio corporal y la
esplenomegalia. B) Displasia/hiperplasia de pulpa blanca (H&E. 10X, opto 2.5); C)
Acercamiento de pulpa blanca ¢n donde se muestra la presencia de blastos y células
granulo-monociticas (H&E, 20X, opto 3.3); D) Ganglio linfatico traqueal con hiperplasia
difusa y alteraciéon de la estructura folicular (H&E, 10X, opto 4); E) Pulmoén con
infiltrados linfoides intersticiales (H&E, 20X, opto 3.3); F) Higado con infiltrados
linfoides portales ¢ intersticiales., y focos hematopoyéticos (H&E., 10X, opto 4); G)
Acercamiento de infiltrado linfoide portal ¢ intersticial, y de focos hematopoyéticos de
higado (H&E, 20X, opto 4); H) Acercmiento de linfocitos adheridos al endotelio de una

vena central hepitica (H&E., 100X).
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VI1.1.12. EIl fenotipo observado en ratones transgénicos es dependiente de la interaccién
CD40-CD154: La reduccién tan marcada del ndmero de linfocitos B esplénicos, asi como la
interrupciéon de la linfopoyesis B durante la transicién proB a preB en la médula ésea de los
ratones tansgénicos adultos no fue un resultado esperado, dada la vasta informacién referente a
los efectos positivos sobre activacién y proliferacidn resultantes de la sefializacion de CD40 en
linfocitos B. Con el fin d:e_éyalvtiiai"} el papel de CD40 en la determinacién del fenotipo en
ratones transgénicos, se retrécfdzﬁr ﬁ'rhtén’:s,transgénicos de CD154 derivados de la linea 28
con ratones deficientes de CD40" (CD40" é]ei:'cionando en la segunda generacién, a los

ratones transgénicos deficientes de ambos lelos de. CD4O (TgCD40"')

En la figura 15 se muestra un analisis cuantital os'B-de médula 6sea (Figura

15A) y de bazo (Figura 15B) en ratones de I h}és de la cruza entre ratones

transgénicos heterocigotos para la. mutam (fy ratones CD40 *~ no

Zgl numero - absoluto y la
'cro‘s.CD40’/'. En otras

inf 6cito‘s B en la médula

transgénicos. No se encontraron dlfer
proporcién de linfocitos B entre ratone

palabras, la ausencia del receptor CD40' pr

Osea y el bazo en los ratones transgemcos de CDl 1smo la’ presencna de un

solo alelo funcional de CD40 es suf"cxentc para medl 'r la de Imfocxtos B en ratoncs

trzmsgem cos.
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Figura 15. Dependencia fenotipica de CD40. A) Anailisis citofluorométrico de
linfocitos B de médula dsea en ratoncs transgénicos (Tg CD40%"), controles de camada
(CD40*"), transgénicos deficientes de CD40 (Tg CD407) y no transgénicos deficientes
de CD40 (CD407"). La grdfica inferior representa el promedio = D.E. del nimero
absoluto de lintocitos B220" en médula ésea de dos experimentos independientes
(ratones de 10 a 12 semanas de edad por cada genotipo, n=4). B) Andlisis
citofluorométrico de esplenocitos de los ratones mostrados en A. La grafica inferior

representa ¢l promedio = D.E. del nimero absoluto de linfocitos B220" en 2

experimentos independientes (ratones de cada genotipo, n=4).
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VL. 2. Anidlisis del compartimiento de linfocitos B en ratones transgénicos para CD154

En la seccidén anterior se definié que el fenotipo resultante de la expresion transgénica de
CD154 en linfocitos B de ratones adultos es dependiente del receptor CD40 y consiste en una
marcada reduccién de la proporcion de linfocitos B en érganos linfoides secundarios, asi como
también una marcada reduccion de la proporcién de linfocitos pre B de médula ésea. En
general, este fenotipo fue muy consistente en las 5 lineas de ratones transgénicos estudiados

por lo cual, 1os e¢studios descritos a partir d e este momento derivaron exclusivamente dec la

linea 28.

VL2.1. Anilisis ontogénico del nimero de linfocitos B: El sorpresivo hal]azgo.‘ de’ la

reduccion de linfocitos B periféricos y de linfocitos pre B en médula dsea a una cdad ﬁJa (6 87

semanas de edad) sugiere que la generacién de linfocitos B en médula ésea cstn 1mped1da " lo
’surgxeron las

cual resulta en la reduccnon de lmfocntos B maduros observada en el bazo. ‘Asi

slguxentes pregumas. :

ado de’ maduraclon de lmfo medula osea

numero y el
desde el nacnmxemo hasta las 32 semanas dc cdad

VI1.2.1. Bazo: Las figuras 16, 17 B-C y la tabla 11 (apendnce, P 139) muestran el promedlo y
desviacidn estandar de las cuentas absolutas y porcentuales de hnfocnos B en e\(penmcnlos
independientes con ratones neonatos (menos de 36 h después del nacxmxemo), y de ratones de 2
(aun lactantes), 4 (puber), 10-12 (adulto) y 32 (viejos) semanas de edad. A diferencia de los
valores porcentuales de linfocitos B, las cuentas absolutas de linfocitos B mostraron alta

variabilidad, principalmente en los ratones transgénicos.
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En ratones transgemcos neonatos, el promedio del nimero absoluto:de lmfocxtos 8220

esplemcos fue el doble del obtemdo en los controles. AS|mlsmo el promedxo del porcenta_;e de :

segunda y cuarta semana, la cual perslste progresxvamentc en lo que resta de vrda del ratén
(Figura 17 B). ;
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Figura 16. Linfocitos B esplénicos I. Nimero absoluto de linfocitos B220* esplénicos en

cada ratén transgénico y sus controles de camada correspondientes de acuerdo a su edad.

Ratones transgénicos (circulos solidos en azul) y controles de camada no transgénicos

(circulos vacios en rojo). Las barras horizontales representan ¢l promedio de cada grupo.

(Tabla 11, apéndice. Pag 139).
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Figura 17. Linfocitos B esplénicos Il. Anilisis citofluorométrico de linfocitos B
esplénicos. A) Proporcion de linfocitos B (B220") de bazo de ratones transgénicos (Tg,
panel inferior) y controles de camada no transgénicos (C, panel superior). Los porcentajes
corresponden a la proporcion de linfocitos B del total de células nuclecadas B) Numero
absoluto y C) 2% de linfocitos B220" esplénicos de acuerdo a su edad. Ratones
transgénicos (circulos azules) y controles de camada no transgénicos (circulos rojos). Las

barras representan la D.E. de cada grupo. (Tabla 11, apéndice, pag 139).
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VI1.2.3. Higado neonatal y médula 6sea: El estudio cuantitativo de la linfopoyesis B se llevo
a cabo en higado neconatal y en médula ésea de ratones de 2, 4 10 212 y 32 semanas de edad
En estos 6rganos se cuantifico el nimero absoluto de hnfocnos B B220+ la proporcién de los

mismos que expresan IgM (Figura 18), asi como los estadios de maduraciéon segin la

clasificacién de Hardy *'(Figura 19).

Como se muestra en las figuras 18 A-C (ver Tabla III, p 140), el nimero absoluto. de
linfocitos B totales (B220%) cn higado nconatal fue dos veces mayor en ratoncs tmnsgénic‘os :
que en controles.Asimismo, la proporcién de linfocitos B IgM™, esto cs linfocitos B en 'es‘ta_d_iobs‘
maduros, también fue mayor en ratones transgénicos (Figuras 18 A-C). Un dato adiciohal q‘ue .

apoya que los linfocitos B hepaticos dc ratones transgénicos presentan un mayor gr do dc«'

maduracién es el alto nivel de expres:oh de 8220 cn supcrfc:e (Figura ISD)

El panoréma enl : t¢> dzlr‘obscrvado en h igado ne >

ue 4 veccs menor en ra

semanas, el

proporcién de linfocitos B IgM™ es marcadamente ihferlor a 1a de los ratones.. A‘ las 32 emanas -
La

de edad, el nimero absoluto de linfocitos B es dos veces menor que en los: controles:
proporcién de linfocitos IgM™ persistié siendo menor en ratones transgénicos. Aunque es claro
que la relacién entre el nimero absoluto de linfocitos B entre ratones transgénicos y controles
tiende a igualarse conforme avanza la edad, esto se debe mas a la reduccidn de la capacidad
226

>

linfopoyética de la médula 6sea de los controles asociada a la vejez mds que a un

incremento en el nimero de linfocitos B en los ratones trangénicos. En términos numeéricos, el

limero de linfocitos B220"en la médula ésea dc los ratones transgénicos adultos jévenes es
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Figura 18. Ontogcnia de linfocitos B. Anidlisis ontogénico comparativo de linfocitos B
en higado nconatal y médula ésea. A) Analisis citofluorométrico de células de higado
neonatal y médula ésea de distintas edades. Los porcentajes estan basados en el total de
células nucleadas. B) Promedio = D.E. del nmimecro absoluto de linfocitos B220* en
médula 6sca de ratones transgénicos (circulos solidos) y controles de camada (circulos
vacios). C) Promedio = D.E. del porcentaje de linfocitos IgM* de linfocitos B220™" totales.
Ambas grificas estian basadas en la tabla [IIl1 (apéndice, pig 140). D) Anailisis
citofluorométrico de células de higado neonatal en el que se muestra la mayor intensidad
de fluorescencia en ratones transgénicos (frazos en color, 1=3) que en el control (¢razo
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aproximadamente 2 veces menor que el de la médula dsea de un ratén control senil (Figuras

18 A-C).

El andlisis de la linfopoyesis B segin la expresiéon de IgM de superficie permite distinguir de
manera gruesa entre linfocitos B de mayor grado de maduracién (IgM™*) de los menos maduros
que no expresan IgM en superficie. Con el fin de profundizar sobre el momento de la ontogenia
de linfocitos B en el cual se presenta el defecto de maduracién en ratones transgénicos, se
analizé la proporcién y niimero absoluto de lihfocitos proB (B220%/CD43%), ]SreB/B inmaduros
(B220%¥°/CD437), y B recirculantes maduros (B220*"°/CD43 ) por cnometna de: ﬂuJO de

acuerdo a lo descnto por Hardy, et al 3! (Figura 19).

ocitos: B fie 'siefripre

'Como se descnblo anterxormente (Figura 18 B), el numero tolal
atones} transgerucos que en los controles en todas'las’ edades cstudxadas.v

menor en:los:

"rprendente que el estudio cuanutatlvo por etapas revelara que el numero
tamblen menor’ en. los

foc:to B ‘en_la mayoria de las etapas_estud das fu

/. absoluto’d
eres: ntes- el nimero absoluto;

ansgé 1cos Sm embargo, sc enconlraron dxfcrencxas

r’atdhds
de lmfocntos proB a las dos semanas de edad fue muy sxmllar, aunque menor. en los .

tmnsgenlcos CA ]as ‘cuatro semanas de edad, el numero
dlsmmuyo 10 veces en relacién a ratones control. A las 12Vsemanas estas dxferencras e hacen
mmlmas y a las 32 semanas practicamente desaparecen”La proporcxon de ]mfocnos pro B
la edad en ratones transgénicos, concomnantememe -con-'la. reduccién

auments’ con
linfocitos preB/B inmaduros (BZZO"“’°/CD43') y B recirculantes

proporcxonal de
(B220°"°/CD43") (ver adclante, Figura 19 B).

De acuerdo con lo descrito en la parte I, la ctapa preB fue la mas profundamente afectada en
ratones transgénicos, ya que en todas las edades estudiadas, el namero absoluto de linfocitos
preB/B inmaduros (B220%¥°/CD43°) fue al menos 10 veces menor en los ratones transgénicos.
Esta diferencia fue mis acentuada a las cuatro semanas, cuando el numero absoluto de

linfocitos preB en los ratones transgénicos fue 50 veces menor que el de los controles (Figura

19 C).
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Figura 19. Ontogenia de linfocitos B en médula é6sea. A) Analisis citofluorométrico
de la maduracion de linfocitos B en médula 6sea en ratones transgénicos (panel
inferior) y controles de camada (panel supcerior). Las cifras corresponden al % de la
subpoblacién enmarcada con respecto al total de células nucleadas. B) Promedio =
D.E. del nimero absoluto (grdfica superior) y % (grdfica inferior) de linfocitos proB
B220b%°/CD43*; C) linfocitos preB (B220%9/CD43"); y D) linfocitos B recirculantes
(B220*"9/CD43-); de ratones transgénicos (circulos solidos) y controles de camada
(circulos vacios). Las grificas B, C y D estan basadas en la tabla 111 (apéndice, pag

140). o4




En lo que respecta a la subpoblacién de linfocitos B recirculantes (B220*"°/CD43"), constituida
por linfocitos B maduros en transito por la médula 6sea, encontramos que a las dos semanas de
edad, las diferencias numéricas entre ratones transgénicos y controles son minimas. Al igual
que lo ocurrido con las subpoblaciones proB y preB/B inmaduros, encontramos una caida
maxima de linfocitos B recirculantes a las 4 semanas de edad, seguida de una modesta
recuperacién hacia las 12 semanas, para después disminuir progresivamente. La proporcion de
linfocitos B correspondiente a linfocitos B recirculantes es muy superior en los ratones
transgénicos de dos semanas de edad, después de la cual sigue una disminucién gradual hasta

practicamente desaparecer a las 32 semanas de edad (Figura 19 D).

Es de llamar la atencidén que en las tres subpoblaciénes de médula ésea, proB, preB/B
inmaduros y B recirculantes, se observé que a las 4 semanas de edad, el nimero absoluto de
linfocitos B cae a su punto mas bajo, después de lo cual sigue una modesta recuperacién hacia
las 12 semanas para finalmente disminuir paulatinamente hacia las 32 semanas (Figuras 19 B-
D). El significado de esta observacién es incierto pero coincide con la edad en la cual
normalmente cesa la linfopoyesis B esplénica. También coincide con la gran caida del namero

de linfocitos B esplénicos (figura 17).

El defecto que encontramos en ratones transgénicos ocurrc alrededor de la transicién proB a
preB de acuerdo con Hardy, et al 31 Sin embarg‘o,‘los marcadores de superficie utilizados para
definir estas etapas han sido objeto de controversia entre diversos mvestlgadorcs Por1al -
motivo, fue de interés corroborar los hal]azgos obtenidos con el sistema dec claslrcacxon
descrito por Rolink y Melchers ''. En este la subpob]acxon que equivale a la fraccién B y C dc
linfocitos proB B220"/CD43" de acuerdo con Hardy se denomina pre B-1 y se define por la co-
expresion de B220 y c-kit (CD117). A este estadio de maduracién le sigue el linfocito preB-I1
grande, que equivale a la fraccién C’ de Hardy y se define por su gran tamafio y la co-
expresion de B220 y CD25. Como se muestra en la figura 20, cn los ratones transgénicos se
encuentran presentes la fraccién A (CD247/Bp-1) y B dc linfocitos proB (B220%/CD43%)
(Figura 20 A), asi como su equivalente funcional preB-1 (B2207/c-kir") (Figura 20 B). Sin
embargo, se encuentran ausentes la fraccion C de linfocitos proB y la subpoblacion preB

(B220¥°/CD43") y su equivalente funcional, la subpoblacién pre B-11 (B220*/CD257) (Figura
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A B

B220+/CD43+ B220+
T 15.1% p ‘r 10.45 1.35
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Figura 20. Caracterizacion de linfocitos proB. Andlisis citofluorométrico de la
maduraciodn de linfocitos B en médula ésea en ratones transgénicos (Tg, panel inferior)
y controles de camada (C, panc!/ superior) mediante dos sistemas diferentes de
andlisis. A) Resolucidén de linfocitos proB B220*/CD43* con anti-CD24 y anti-BP1 de
acuerdo con Hardy, et al 3'. B) ldentificacién de linfocitos preB-1 (equivalente de
linfocitos proB CD24/BP1- y CD24*/BP1-) con anti-B220 y anti-c-kit en células
nucleadas totales, de acuerdo con Rolink y Melchers !!'. C) Identificacién de linfocitos
preB-11 (equivalente de linfocitos proB CD24"/BP17) en linfocitos B220" en células

teiiidas con anti-B220, anti-c-4kir y anti-CD25.
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20 C). Entonces, mediante dos ‘sistemas de estadificacién basados en el uso dé diferenles
marcadores de superficie, nos fue’ posnble comprobar que la subpoblacnon ausente en ratones

transgénicos es funcxonalmeme equlvalenle y corresponde a precursores de lmfocttos B en los

cuales ya se completaron os rearreglos VuDyJi-y sc expresa el receptor pre

celular.

condiciona la ausencm de nfocxtos B.en ratones transgemcos adul o Con el Fn de definir si

los precursores llnfoxdes B ‘en lngado neonatal y medula osea de ‘ratones adultos pueden
interactuar con otros linfocitos B a través de CD40 y CD154, se evaluo por citometria de flujo
la expresion de CD40 y CD154 en ratones normales y lransgéniéos. La figura 22 A y muestra
que CD40 se expresa en linfocitos B de medula 6sea de ratones adultos normales en todas las
etapas de su maduracion definidas mediante la expresién de B220 y CD43. De manera analoga
a lo observado en la médula ésea, los linfocitos proB B220"/CD43% de higado de ratones
neonatos control y tansgénicos son también CD40" (Figura 22 B). La expresién de CD40 en
linfocitos ProB B220"/CD43™ normales sugiere que el fenotipo de los ratones transgénicos

puede deberse a una interaccién homotipica a través de CD40 y CD154. En apoyo a esta

TESIS Co
FALLA DE Ord

l\.

C‘ s

97

?Nf




[ o T9
Fraccion A
-~ -~
= = 100 -=c
< B -y
S
s 3
£ —1 50
> -]
S =
25
&
“o 1923 “o 1623 ° =% =) s as
Fase del ciclo
Fracci6on B
-~ o~
@ ° i - 7
p 2, -y
S =
=
£ -
) 1023 “e 1923 ° s =3 s
Fase del Ciclo
Fracciéon C
= - 100
-c
(&) = Ty
[ E]
e 3
[X3
8 :
b .
[
- -
. 1073 B 1033 o s

Fase del ciclo

Figura 21. Ciclo celular en linfocitos proB. Las fracciones A (CD247/BPl1-),
B(CD24%/BP1°), y C (CD24*/BP1%) de linfocitos proB B220"/CD43" de ratones
transgénicos (Tg) y sus controles de camada (C) fucron purificadas mediante FACSort,
luego tefiidas con ioduro de propidio y analizadas por FACS en ¢l canal FL-2. En la
izquicrda se muestran histogramas recpresentativos del contenido relativo de ADN para

cada fraccion. En la derecha se grafica el promedio £ D.E. de dos experimentos

independientes.
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hipdétesis encontramos que en ratones trans emcos, CD154 se expresa en linfocitos: B de

higado neonatal y proB de medula osea dc ratones adultos (Flgura. 22 C).

’eoh'atbs’y' de dos semanas de edad,: encontramos

maduracmn, y contraccwn “humeérica del repenorlo de lmfocn,
periféricos. El momento omogemco en ‘el cual se define‘la
contraccién) observada en ratones transgénicos, coincide con ¢
linfopoyesis B de higado fetal/ bazo pcerinatal hacia la médula:

linfopoyesis B en el ratén adulto.

relacionados a diferentes estadios de maduracion y otro.

activacion. Entre estos, CD23 y Fas (CD95) se. e\presan en : superficie: celular como

consecuencia de la interaccion CD154/CD4O

——
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Figura 22. Expresion de CD40 y CD154. A) Andlisis citofluorométrico de la expresién
de CDA40 en linfocitos B de médula ésea en ratones normales (C57BL6X129)f1 de 6
semanas dc cdad. Se muestra la fluorescencia de CD40 (rrazo punteado) en
subpoblacioncs seleccionadas con base cn la expresion de B220 y CD43. Los histogramas
sombrecados representan la fluorescencia de células de médula 6sea de ratones CD407-. B)
Expresion de CD40 en linfocitos B de higado neonatal de ratones transgénicos (frazo
azul) y controles de camada (rrazo rojo) de subpoblaciones seleccionadas de acuerdo a la
expresion de B220 y CD43. El histograma sombrecado representa la fluorescencia de
células sin teiiir. €C) Expresion de CDI154 (rrazo punteado) en linfocitos B B220* de
higado neonatal (izquierda) y médula dsea (derecha) de ratones transgénicos de 36 h
post-parto y de 6 semanas de edad respectivamente. El histograma sombreado representa

la tfluorescencia de células sin teiiir.
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1-A® (MHC clase 1I): Como célula presentadora de antigeno, el linfocito B expresa MHC clase
II. La expresidon de I-A se incrementa paulatinamente conforme avanza la edad del l:alén,
siendo minima en la etapa perinatal. Asi mismo, los niveles de [-A"° se incrementan en estados
de activacién’?. Como se muestra en la figura 24 A, una alta proporcién de linfocitos B de
ratones transgénicos expresan niveles altos de I-A® desde las 36 h posnatales. Los niveles de I-

AP en linfocitos B de ratones control nunca alcanzaron los niveles encontrados en ratoncs

transgénicos.

CD23 (FceRII): La estimulacidn in vitro de lmfocnos B a través de CD40, induce la exprcsnon
de CD23'*°, En ratones norma]es el mxcxo de la expre51on de CD23 coincide con la transncnon
de linfocito B inmaduro a maduro. Al 1gua1 que I—A la proporcién de linfocitos B CD23 cs ’

- muy ba_)a en la etapa perinatal y se e]evo conforme se mcremema la proporcxon de lmfocltos B s

transgénicos sera tratada con detalle mads ade]ante

Fas (CD90): 'El receptor Fas pertenece a la familia del TNF-R. No se expresa en hnfocxtos B en
reposo pero si en linfocitos B activados ¢n los cuales es un importante medmdor de apoplosts
155156 No se encontraron diferencias en la expresién de Fas en ratones neonatos. Sln embargo,
en los ratones transgénicos se encontré expresion de Fas en una elevada proporcion de

linfocitos B a partir de las 2 semanas de edad (Figura 23 D)
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Figura 23. Caracterizacion fenotipica de linfocitos B esplénicos. Andlisis
citofluorométrico de la expresion de A) [-AP, B) CD23, C) CDS5 y D) Fas, en linfocitos
esplénicos de ratones transgénicos (Tg, circulos sdlidos) y controles de camada (C,
circulos vacios) a las edades sefialadas. Las grificas de la derecha representan el
promedio de la intensidad media de fluorescencia de cada marcador en la poblacion

B220" de un minimo de 2 ratones de cada edad.
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La sobreexpresion de I-A®, CD23, CD5 y Fas sugiere que la interaccién homotipica entre
linfocitos B de ratones transgénicos induce su maduracxon temprana y activacién. Otros datos
que indican que los linfocitos B de ratones transgemcos estan activados es el- mcrememo
: mfocnos B de ratoncs cont'

persistente de 10 a 15 9% de su volumen con respeclo al de
camada, evaluado segiin su valor en FSC (Flgura 24A).:In cresantemente el volumen\de: Ios"k "
semanas de edad tamblen fue mayor' :

linfocitos T (CDS*/B220") en los ratones lransgemcos de
que en controles de camada. Sin embargo, esta dlferencm de lamano tendlo a dlsmmulr on la

edad (Figura 24B). Asi mismo, contamos con datos mslados obtemdos .de progeme ‘dérivada
de los fundadores 4 y 22 que los linfocitos B de ratones transgemcos suprimen la expresion cn

superficie de L-Selectina (CDG2L), fenotipo asociado a estados de activacién.

VI.2.5. Anilisis de las fases del ciclo celular en linfocitos B esplénicos de ratones
transgénicos adultos: Para determinar si el fenotipo de activacién de los linfocitos B de
ratones transgénicos correlacionaba con la induccién de proliferacion celular, se analizaron las
fases del ciclo celular de linfocitos B220" y B220" esplénicos de ratones transgénicos y de sus

controles de camada a las dos y a las ocho semanas de edad, de acuerdo a su contenido de

ADN mediante citofluorometria (Figura 25),

A las dos semanas de edad, la proporcién de linfocitos B220" en fase S o G2/M fue 2 veces
mayor en ratones control que en transgénicos. No se encontraron diferencias en cuanto a la
propormon de células B220* con contenido sub dxplo:de de ADN (células en apoptosis). En
cambio, a las 8 semanas, la proporcién de linfocitos B220" en fase S o G2/M fue de mas del

.

doble (aproximadamente la mitad). De acuerdo a lo esperado, la proporcidén de células B220

con contenido sub-diploide, fue mayor en los ratones transgénicos que en los controles (Figura

25 A).

En el caso de los linfocitos B220", se encontrd tanto a las dos como a las ocho semanas de edad
un pequeiio incremento en la proporcién de células es fases S 6 G2/M de ratones transgénicos.
El significado de este hallazgo es incierto y su interpretaciéon resulta complicada, pues la

poblacién B220" en ratones transgénicos y controles no es del todo comparable ya que en
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Figura 24. Volumen celular de linfocitos. Andlisis citofluorométrico del volumen
celular de linfocitos B y linfocitos T esplénicos en ratones transgénicos segun la edad.
A) Promedio %= D.E. del porcentaje de incremento del volimen celular relativo (FSC)
en linfocitos B B220" (circulos sdlidos) y linfocitos T B220/CDS™ (circulos vacios)
de ratoncs transgénicos con respecto al volumen en la subpoblacién correspondiente en
ratones control. B) Histogramas representativos que muestran el incremento de
volumen (FSC) de los linfocitos B (grdfico izquicrdo) y linfocitos T ( grafico derecho)
de ratones transgénicos (trazos azul y verde) de 2 semanas de edad con respecto a su

control de camada (¢razos negro v rojo).
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Figura 25. Anilisis del ciclo celular en linfocitos B esplénicos. A) Andlisis del

contenido de ADN celular en linfocitos esplénicos B220* y B) B220, en ratonesde 2 y
8 scmanas de edad. Las grificas de barras (panel/ izquierdo) representan el porcentaje
de células en cada una de las fases del ciclo celular. Los histogramas (panel derecho)
representan la proporcion celular segin ¢l contenido de ADN. Las barras representan
el promedio = D.E. de los valores porcentuales obtenidos en un experimento a cada
edad. Ratones trangénicos (barras azules, n=3 de 2 semanas y n=3 de 8 semanas) y

ratones control de camada (barras rojas, n=3 de 2 semanas, n=/ de 8 semanas).
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VIL.2.6. Anailisis de linfocitos B de cavidad peritoneal: Como se mencioné anteriormente,
una elevada proporcion de linfocitos B esplénicos de los ratones transgénicos e.‘:cpxjesaban CDs.
Se cree que los linfocitos B-1 son derivados del higado fetal y se m'amienen por
autorrenovacién en la cavidad peritoneal ', Ya que la cavidad pentoneal es el smo normal de
ubicacién de linfocitos B CDS5™, se decidié analizar este compartxrmento en los rmones

transgénicos adultos de 12 semanas de edad.

La cclularidad total obtenida por lavado pentoncal fuc och 3 s menor-cn los ratones °

- transgénicos. Por su parte, €l numero absoluto de: lxnfocnos B BZZO*; fue 180 veces menor en

los ratones transgénicos, lo cual concuerda con lo obscrvado en médula ésea y Organos
linfoides periféricos de ratones adultos de-]a fmnsma edad. Sin embargo, no hubo mayor

diferencia en la proporcién de linfocitos B quev expresaban CDS5 (Figura 26).

V1.2.7. Anilisis del estado funcional de linfocitos B mediante Ia determinacion de
inmunoglogulina sérica: La consecuencia final de la activacién de un linfocito B es su
diferenciacion a célula plasmatica, capaz de seccretar inmunoglobulinas. Como se describié
anteriormente, los linfocitos B de los ratones transgénicos tienen un fenotipo de superficie
sugerente de activacién y en ratoncs adultos, una proporcién considerable " de  estos scj
encuentran en fase G2/M del ciclo celular. Para determinar si'la imeracciéh 'CD‘154/CD4O
induce diferenciaciéon de linfocitos B a cclula plasmanca en !o”ralones lransgcmcos, se

determinaron los mve]es de mmunoglobulmas sencas ‘en’ ratone transgcmcos y en comro]cs de

camada a las 2 4 y 12 semanas de edad

edad, el problema ‘de la transferencia matermna se minimizo utxhznndo progeme de hembras

transgemcas a-LG (ratones MD4) que solo tienen lgM 1gG’ en el suero. En la figura

27 (ver T abla IV, apéndice, pag 141) se resumen los';

ive es‘br‘elativos de i nmunoglobulina

sérica determinados por ELISA.
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células nucleadas (1106)

B. Linfocitos B totales C. Linfocitos B-1

Linfocitos B220+ (x10%)
Linfocites B1(% B220)

C Tg

Figura 26. Linfocitos B en cavidad peritoneal. Anilisis de linfocitos B en la cavidad
peritoneal de ratones adultos de 12 semanas de edad. A) Niumero absoluto de células
nucleadas obtenidas por lavado peritoneal. B) Numero de linfocitos B B220" totales y
C) Porcentaje de linfocitos B CD5™ del total de linfocitos B, determinado mediante
citofluorometria. Las barras representan ¢l promedio = D.E. de un experimento.
Ratones trangénicos (barras azules, n=2 ) y ratones control de camada (barras rojas,

n=2).
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encontramos que los ratones transgénicos presentan niveles muy similares de

las dos y cuatro' semanas de edad seguldos por ‘una ‘marcada
) Zsemanasd edad los

En general,

inmunoglobulina a
hipogamaglobulinemia, a] menos desde las 12 semanas de edad A 1;

niveles de IgM en ratones transgemcos se encontraron llgerameme elevados con respecto a los
de los controles. No se detec } :
I1gG;p fueron muy altc}s

hallazgo resulta incviertc‘_),

de origen materno

A las 4 semanas, lo 'niv'ele

Los siguientes isotipos con menor afectacion fueron‘ lgG, e IgG;, cuyos mve]es fueron

aproximadamente 10 veces menores ¢n’ ratones transgemcos. Por ultimo, los isotipos mas
afectados fueron IgGa;, IgA e IgGap, cuyos niveles fueron 30, 40 y 90 veces menores
respectivamente en los ratones transgénicos que en los controles (Figura 27).

VI.2.8. Producciéon de Ig en respuesta a la inmunizacién con un antigeno timo-
dependiente: La activacion de linfocitos B por el antigeno depende de la sefial proporcionada
por el receptor de antigeno (Ig de superficie) en respuesta al antigeno ademds de diversas
sefales co-estimuladoras entre las cuales se encuentra CD40 y/o IL-4. Debido a que los
linfocitos B de ratones transgénicos ya han recibido la seiial de CD40, pero los niveles basales
de inmunoglobulina se encuentran bajos, se evalud si la estimulacién antigénica era capaz de
inducir la secrecién de anticuerpos antigeno-especificos. Para este fin, se inmunizaron ratones
adultos de 8 semanas de edad con eritrocitos de carnero. Después de dos semanas se tomé el

suero se evalud la capacidad de lisis de eritrocitos de carnero del suero en presencia de
Y P p

complemento exdgeno.
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Figura 27. Niveles relativos de inmunoglobulinas séricas. Se analizé suero de
ratones transgénicos (circulos solidos) y controles de camada (circulos vacios) de 2, 4
y 12 semanas de edad. Con el fin de evitar sobrestimacion de los valores de Ig por la
transferencia materna de IgG, a las 4 semanas de edad se utilizé progenie de hembras
transgénicas MD4, las cuales carecen de IgG. Las barras horizontales representan el
promedio por grupo de la dilucion necesaria para obtener una D.O. 445,m= 0.05 por
ELISA. La linea puntcada representa una diluciéon de 1:50 considerada como punto de

corte. Las gridificas estdn basadas en la tabla IV (apéndice, Pag 141).
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La figura 28 nos muestra que los linfocitos B de los ratones transgénicos fueron incapaces de
montar una respuesta de anticuerpos a los eritrocitos de carnero, un prototipo de antigeno timo-
dependiente. Esto sugiere que, a esta edad, los pocos linfocitos B periféricos remanentes,
aunque tienen un fenotipo de activacidén, son anérgicos e incapaces de diferenciarse a células
plasmaiticas. Una explicacién alterna de la falta de respuesta a antigenos timo-dependientes es

que el repertorio de linfocitos B sea tan limitado que no existan células capaces de interactuar

con el antigeno.
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Figura 28. Respuesta humoral timo-dependiente. Produccién de anticuerpos
hemoliticos en ratones control y transgénicos de 8 semanas de edad en respuesta a la
inmunizacion intraperitoneal con eritrocitos de carnero (EC) al dia cero y a los 7 dias.
El sucro de colectd a los 12 dias y la producciéon de anticuerpos hemoliticos se realizo
mediante la incubacidon de suero de ratones inmunizados y no inmunizados con
eritrocitos de carnero a una dilucién de 1:100 en presencia de complemento humano

(1:50). Se midid la liberacion de hemoglobina mediante absorbancia a 451nm.
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Parte 3. Influencia del receptor de antigeno sobre el desarrollo de linfocitos B
en ratones transgénicos para CD154.

En el capitulo anterior se describié como la interaccién entre CD40 y CD154 en precursores de
linfocitos B en higado fetal/nconatal resulta en expansiéon numeérica de linfocitos B durante las
primeras semanas de vida, mientras que cn precursores de médula d6sea interrumpe su

maduracmn. Estas alteracxones lmf‘opoyeucas txenen como consecu ncxa t‘nal ‘una- marcada

1 vada proporcxon de

lmfocntos B CDS observada/.en ‘el bazo de ratones transgemcos despues del nacimiento: ¢
Eslos c orresponden alas ubpoblacxon B-1? De serlo, ., El estimulo de CD40 cn precursores

linfoides B promueve su diferenciacién hacia el lma_)e B-1?

VI1.3.1. Efecto del transgén de inmunoglobulina rearreglada sobre la maduracion de
linfocitos B en médula ésea de ratones transgénicos para CD154: La interrupcién de la
maduracion de linfocitos B en médula ésea de ratones transgénicos coincide con la etapa en la
cual ya se rearregld la cadena VH y se ensambla el receptor prcB. En ratones transgénicos para
genes rearreglados de inmunoglobulina con especificidad determinada, se previene el redneglo .
de genes de Ig enddégenos por exclusion alélica, y la maduracién de linfocitos B ocurre a pamr‘

de un precursor pre-proB a linfocito B mmaduro, ob 'zmdo las etapas de madu cnon_

intermedias (proB y preB).

Con el fin de determmar si la ellmmacxon de los lmfocnos B en los ratones transgénicos ocurre
exclusivamente durante la transicién proB a prcB, se cruzaron ratones transgénicos de CD154
con ratones MD4 17, los cuales son transgénicos para una Ig de superficie con especificidad

para lisozima de gallina (LG). Debido a que el transgén de Ig csta rearreglado, se previene la
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recombinacién de genes endégenos de mmunoglobullna, lo cual resulta en una ausencia de

linfocitos proB tardios (fraccxcm C). y preB : Ademas provoca que el 95% de los lmfocnos B

penfencos reconozcan LG Sl sélo lo focnos'ProB tardxos/preB son susceptxbles de ser

ratones dobles transgemcos no

tendencia'd 1 able:c ) prqporcxox{ de linfocitos B

que expresan'IgM sea mayor en ratones dobles transgénicos.
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Figura 29. Linfopoyesis B en ratones CD154Tg x MD4. Anilisis cuantitativo de la
linfopoyesis B en médula 6sea de ratones dobles transgénicos de RLB al.G y CD154.
A) Promedio = D.E. del nimero absoluto de linfocitos B220" y B) Promedio = D.E. de
la proporcién de linfocitos B (B220") IgM™ en progecnie F1 de ratones TgCDI154x
MDa4. Ratones no transgénicos (C, circulos vacios); ratones TgCDI154 (Tg, circulos
solidos); ratones transgénicos de alLG (MD4, cuadros vacios); y ratones dobles
transgénicos de CD154 y alLG (2Tg, cuadros solidos). €) Andlisis citofluorométrico
representativo de linfocitos B de médula ésea en ratones (Tg CD154xMD4)F1 de 4 y
12 semanas de edad. Sc¢ muestran los porcentajes de linfocitos B220%/1gM- y
B220*/IgM™* definidos por los cuadrantes inferior y superior derechos,
respectivamente. El histograma incluido en ¢l cuadrante superior izquierdo muestra la
fluorescencia de linfocitos B220" teiiidos con LG-FITC.
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Los resultados mostrados en la figura 29 ev1dcnc1an un retardo en la ehmmacmn de linfocitos
B de médula osea en los ratcmes dobles transgénicos con respecto a’ Ios ratones TgCD154' Estc

retraso se reﬂe_]o en’ el numero de lmfocnos B esplemcos de 1’ mismos ratones:. A as dos‘ ;

semanas* ‘el .

esplénico§ ‘eh:‘ ! r sgemcos sca comparable con'e
superior al’ de los ones ‘TgCD154 de ‘la” misma edad suglere que en los ratones dob]cs

transgénicos, los lmfocnos B también son cllmmados cn el bazo de tal mnnera que a las 12

semanas de edad, el numCro de linfocitos B esplénicos estd muy reducido en ratones TgCD154

¥y dobles transgénicos.

VI1.3.1. Significado de la expresion de CDS por linfocitos B de ratones dobles transgénicos
para CD154 y receptor de antigeno anti-LLG: En el seccién anterior (Resultados. Parte 1) sc
describié que los linfocitos B esplénicos de los ratones transgénicos expresan diversos
marcadores como I-A, Fas y CDS5, cuya expresién en la superficie ¢s inducida por estimulos
activadores 73 135156. 227 Ademas de la linea 28, la expresién de CDS3 por linfocitos B fue
consistente en otras tres lineas evaluadas (Figura 31). La gran proporcién de linfocitos B CD3™
resulté de gran interés puesto que se ha sugerido que la expresion de este marcador define

a la subpoblacion de linfocitos B-1, la cual secreta IgM e IgA autorreactivas cn forma

115

TESIS COn
LA DE ORIGEN




A B = 4 Semanas 12 Semanas

L . 64.3% 61.6%
241 ’
NP A c
-
80 '1 - e s
af 2
= = —
= .
= 60 4 = | A% | 6.1%
=
P o -
& Tl s - Tg
&0 40 = ¥
s A
2 o ] —
é 20 ®
£ o 81% 59.3%
. TA o Y I MD4
o - o
© o » -
Edad (semanas) .
_ 41a% | 10.5 %
w E—A ..("" # o 2T
] ; £ g
= =
= . L
e L4 I8 et 17 187 e

B220

Figura 30. Linfocitos B esplénicos de ratones CD1S4Tg x MD4. Analisis
cuantitativo de linfocitos B esplénicos de ratones dobles transgénicos CDI154Tg x
MD4. A) Promedio = D.E. del niimero absoluto de linfocitos B220™ en progenie F1 de
ratones Tg CDI54 x MD4. Ratones no transgénicos (C, circulos vacios, linea
punteader); ratones TgCD154 (Tg, circulos sdlidos. linea punteada); ratones
transgénicos MD4 (cuadros vacios, linca continua); y ratones dobles transgénicos de
CDI154 y MD4 (2Tg. cuadros solidos. linea continua). B) Anilisis citofluorométrico
representativo de lintocitos B csplénicos en ratones (Tg CDI154xMD4)F1 de 4 y 12
semanas de cdad. Se muestra el % de linfocitos B220* definidos por la region
rectangular. El histograma incluido en la esquina superior izquierda muestra la
fluorescencia de linfocitos B220™ teiiidos con LG—FITC.
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Figura 31. Linfocitos B CDS* en tres lineas tramnsgénicas diferentes. Anadlisis
citofluorométrico de esplenocitos de ratones transgénicos F1 derivados de cruza entre los
fundadores 4, 16 y 22 con C57BL/6. A) Griaficos representativos de la expresion de CDS
en linfocitos B B220" de ratones transgénicos y un control representativo. Los F1 de la
linea 23 no fueron evaluados en cuanto a la expresion de este marcador. Los resultados
correspondientes a la linea 28 sc¢ describen en la figura 24C. B) Porcentaje de linfocitos
B220* que expresan CDS5 en ratones no transgénicos (barra roja. n= 3) y Fl de ratones

transgénicos (barras azules) de las lineas 4 (n=1), 16 (n=1) y 22 (n=1).
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mdependlente de hnfocnos T. Debldo a. que la lmfopoyeSIS B de higado fetal/neonatal sc
encontro aumentada y ]a hnfopoyesns B de medula 6sea supnmlda, se considerd la posibilidad
¢.CD40 con CD154 en lmfoc:tos proB de hlgado fetal podna sesgar el

mmunoglobul
hacia el lmaje
En la f'gﬁi-a 32 se
linfocitos B esple

semanas de edad ’Como ‘'se;pued

B220" de ratones no. transgemco (C

edades estudiadas, aunque ]1geram

niveles de expresién de CDS5’ en lmfocutos

fueron muy superiores al de ratones control 24 MD4 pero mfenores‘ at'ratones CD154Tg

(Figura 29 A).

Independientemente del nivel de expresion de CDS5, la proporcion de linfocitos B que expresan
CDS5 en los ratones MD4 fue menor que los ratones control. De acuerdo con lo ya descrito, los

ratones CD154Tg tienen una clevada proporcién de linfocitos B CDS”. Interesantemente, en
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Figura 32. Expresion de CDS en linfocitos B del bazo de ratones CD154Tg x MD4
Anadlisis de la expresiéon de CDS cn linfocitos B csplénicos de ratones dobles
transgénicos CD154 x MD4. A) Promedio £ D.E. de la IMF del canal FL-2 en
linfocitos B220" esplénicos, y B) Promedio + D.E. de la proporcion de linfocitos B
B220* CDS5™, en progenie Fl de ratones Tg CD154 x MD4. Ratones no transgénicos
(C, circulos vacios), ratones TgCDI154 (Tg, circulos silidos); ratones transgénicos
alLG (MD4, cuadros vacios). y ratones dobles transgénicos CDI154xMD4 (2Tg,
cuadros sodlidos). €) Andlisis citofluorométrico representativo de linfocitos B
esplénicos (Tg CD154xMD4)F 1 neonatos y de 4 semanas de edad. Se muestra el 2% de
linfocitos B220*/CD5~ y B220*/CDS5*, definidos por los cuadrantes inferior y superior
derechos, respectivamente. El histograma incluido en el cuadrante superior izquierdo

muestra la fluorescencia de linfocitos B220" tefidos con LG-FITC.
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los ratones dobles transgemcos CD154xMD4 de cualquxer edad, la proporcxon de linfocitos B
CDSs* fue muy superlor ajla encomrada en Ios controles yen los MD4 pero lnfenor a la de los

ratones CD1 54Tg.

swamente en la

En cli raté
Ambos tipos

maduracidr

tinciones* cxt

CD5 se: e\preso
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intensidad (Figur
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citoﬂudrometn'a"fd
linfocitos B220 /CD43 /CD.
solo los llnfocnos B220+/CD43 /1gM

‘e ntrol aunque con mcnor

rcs_fxr_l 'CD; (Flgura 35).
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Figura 33. Expresion de CDS en linfocitos B de la médula ésea 1. Analisis de la
expresion de CDS en linfocitos B de médula 6sea de ratones dobles transgénicos
CD154x MD4. A) Promedio = D.E. del porcentaje de linfocitos B220*/CD5*; B) IMF
(FL-2) de CDS5 en linfocitos B220*/IgM-¢cn progenie F1 dec ratoncs Tg CD154 x MD4
de 4 semanas. C) Analisis citofluorométrico representativo de linfocitos B220%/IgM-
de médula dseca de ratones (Tg CD154x MD4)F1 de 4 semanas de edad. D) IMF (FL-
2) de CDS5 en linfocitos B220"/IgM™*en progenie F1 de ratones Tg CDI154 x MD4 de 4
semanas. E) Anadlisis citofluorométrico representativo de linfocitos B220%/IgM™* de
médula 6sea de ratones (Tg CD154xMD4)F1 de 4 semanas. En A, B y D: ratones no
transgénicos (C. circulos vacios); ratones TgCD154 (Tg, circulos solidos); ratones
MD4, (xL G, cuadros vacios). y ratones dobles transgénicos CD154 x MD4 (2Tg,
cuadros silidos). En C y D: ratones MD4 y dobles transgénicos (lincas punteadas);

ratones control y TgCD 154 (/incas continuas). Las etiquetas estan ordenadas de menor

a mayor IMF (en sentido de las manecillas del reloj).
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Figura 34. Expresion de CDS en linfocitos B de 1a médula ésea 1l. Anailisis de la
expresion de CDS5 en linfocitos B de médula dsea de ratones (TgCD154x MD4)F1. A)
Andlisis citofluorométrico de tres colores que muestra la expresion de CDS (FL-2) en
linfocitos proB B220"/CD43" de ratoncs de 2 (panel superior) y 4 (panel inferior)
semanas de edad. B) Anilisis citofluorométrico de tres colores que mucstra la
expresiéon de CDS5 (FL-2) en linfocitos B B220*/CDA43- de ratones de 2 (panel
superior) y 4 (panel inferior) semanas de edad. C) IMF (FL-2) de CDS5 en linfocitos
B220%/CD43* y B220"/CD43" ¢n ratones de 2 (pancel superior) y 4 (pancl inferior)
semanas de edad. En A y B: ratones MD4 y dobles transgénicos (rrazo punteado);
ratones control y TgCD154 (rrazo continuo). En C: ratones no transgénicos (C,
circulos vacios); ratones TgCDI154 (Tg, circulos sdlidos); y ratones dobles

transgénicos TgCD154xMD4 (2Tg, cuadros solidos).
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Figura 35. Expresion de CDS en linfocitos preB B220"i°/CD43". Anilisis

citofluorométrico de 4 colores que muestra la expresion de CD5 en linfocitos B

B220%/CD43- de médula 6sea de ratones control y TgCD 154 de 4 semanas de edad.

Los cuadrantes superior e inferior izquierdo (cuadrantes IgM-) corresponden a la

fraccién D de acuerdo con Hardy *' (B220"i9/CD43/1gM7/IgD")., mientras que los

superior ¢ inferior derechos (IgM™) corresponden a las fracciones E y F

(B220b9°/CD43/1gM*/IgD- y B220°"/CD43-/1gM*/IgD", respectivamente).
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V1.3.3. Evaluaciéon de la producciéon de anticuerpos anti-fosfatidil colina en ratones
los cuales son

transgénicos: La produccién de anticuerpos anti-fosfatidilcolina (anti-FC),
producidos unicamente por la subpoblacién B-1 °°. En ratones normales, los anticuerpos anti-

FC constituyen un gran porcentaje de los niveles de IgM basales y su sccrecién aumenta en

forma inespecifica en respuesta al lipopolisacarido (LPS) 230 para descartar en forma

concluyente que los linfocitos B CD5" en los ratones transgénicos fueran B-1, se evalué la

produccién de anticuerpos séricos IgM ¢ IgA anti-FC en respuesta al fralafnientq con LPS in

154 los mve]es de IgM e lgA anti- FC fueron

al igual que en los ratones transgemcos para

practicamente indetectables.
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Figura 36. Produccion de anticuerpos anti-FC. Decterminacion de anticuerpos anti-
fostatidilcolina (axFC) por citofluorometria. A) Determinacién de niveles relativos de
IgM oFC en suecro de ratones control (C), TgCD154 (Tg). transgénicos aLG (MD4) y
dobles transgénicos aLG/CD154 (2Tg) tratados (+) o sin tratar (-) con LPS. La linea
punteada representa la  fluorescencia basal de eritrocitos bromelinizados. B)
Histograma dc la fluorescencia emitida por eritrocitos bromelinizados incubados con
sucro de ratén de cada genotipo y revelado con algM murina de conejo biotinilado,
seguido de una incubaciéon con estreptavidina-PE. Como control negativo (B) se
utilizaron critrocitos bromelinizados incubados con oalgM/EA-PE. C y D)
Detcrminacion de IgA «FC en sucro de los mismos ratones que en A y B. La edad de

los ratones ¢n ambas determinaciones tfue de 6 a 8 semanas.
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V1I1. Discusion

En este trabajo se estudlaron las consecuencias de la expresion consututlva de CD154 en

tejidos.

VIL.1.Validacion del modelo: Aunque la transgene51s ha sido amplxamente »utlllzada en:

fcnomenos bxologlcos en ciertas: ocasiones pueden'

biomedicina para el estudio de dive
resultar fenotipos aberrantes no atnbulble al transgen per.se. Estos efectos no deseados :
pueden ocurrir debido a que el cxpenmentador no tiene control sobre el sitio de mscrcxoh ni el
ntiimero de copias del transgén que sé insertaran en el genoma. En el mejor de los casos, el
transgén se puede insertar en una regiéon no codificante transcripcionalmente silenciosa, por lo
que no se alterard la expresion de genes enddgenos y la expresién del transgén estara
determinada exclusivamente por el elemento regulador seleccionado por el experimentador. En
cambio, si el transgén se inserta en una regidn con alta densidad de genes, se puede alterar el
patréon de expresion de los genes endogenos o bien, la expresion del transgén puede estar

. . 2312
sometida a elementos reguladores endégenos 231232,




Por tales razones, es conveniente obtener vanas lmeas transgemcas mdependlenles (por

probabxhdad cada linea represema una’ msercnon n dlferente locus) con el fin de corroborar

sitio de msercwn de

lo cual demuestra que el fenotlpo no es resultado de [O‘KICldad del transgen por alteracxon en la

regulaciéon transcnpcxonal del hnfocno B por el uso de un promotor quimérico compucsto del
enhancer intrénico de locus k con el promotor Vi, o bién por el uso de secuencias heterologas

como el intrén de la globina 3 humana o la regién 3’ no traducida del gen de la queratina 14

humana.




VII.2. Efectos de la expresion de CD154 en linfocitos B y sus repercusiones en el
compartimiento de linfocitos B: La consecuencia mas notoria de la expresién de CD154 en
linfocitos B fue la marcada reduccién del nimero absoluto de linfocitos B periféricos que se
observé en animales transgénicos adultos de entre 6 a 12 semanas de edad. Tal reduccién no
fue constante a lo largo de la vida del ratén, pues el mimero absoluto de linfocitos B csp‘léniicos

en raténes transgénicos se expandié a méas del doble durante las primeras semanas de vida, para .

luego decrecer rapidamente.

semanas de edad momemo en el cual se enconlro la ma‘uma expansnon del compartimiento de

linfocitos B.

Dado que la activacién de CD40 en linfocitos B los induce a expresar Fas y los sensibiliza a
morir por apoptosis '*>!%¢, nuestros resultados sugieren que durante las primeras semanas de

vida, los linfocitos B de los ratones transgénicos son sensibilizados a morir por apoptosis
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mediante el. estimulo de CD40 'y la consecuenle expresién de - Fas, para ser ' finalmente

eliminados por una célula FasL Los lmfoc1tos T ehmman lxnfocnos B autorreacnvos en el
3 12113 * Asimismo,

bazo mediante un: mecamsmo dependxeme de la’ mteraccnon Fa FasL

linfocitos B esplénicos a esta edad fuera'm rta (de dlas a'un par de semanas) Sin embargo,

los estudios de maréaje in vivo' édﬁ'»Brd siicomo’ la supresién total de lmfopoyesxs B
mediante inactivacién condicional de Rag 2 a pénlr del nacimiento, revelan que la vida media
de los linfocitos B periféricos murinos, ya sean foliculares, de zona marginal o B-1, es de mas
de 4 meses **'">*3, Entonces, la contraccién del compartimiento B en ratones CD154-Tg parece
deberse a un proceso activo de eliminacién, mas que a una falta de ingreso proveniente de la

médula 6sea. De cualquier forma, es muy probable que la ausencia de ingreso de linfocitos B




de médula ésea contribuya a la ausencia de linfocitos B esplénicos después de las 4 semanas de
edad, lo cual requerira de estudios de marcaje in vivo con BrdU para estimar la vida media y

velocidad de recambio de los linfocitos B en nuestro modclo.

VI1I.3. Efectos de la activacién de CD40 en linfocitos proB de médula ésea: El hallazgo de -
una deficiente maduracién de los linfocitos B durante la transicion de linfocito proB a preB‘en
médula 6sea de ratones transgénicos acapard nuestra atencion, puesto que sugena

consecuencias novedosas derivadas que la activacion de CD40 en linfocitos proB

Previamente, Castigli, er al %7, reporto que CD4O no se expresa en lmfoc:td

6sea de ratén. Contrannmenté nosotros y otros 244 Gescribi
linfocitos proB B220%/C] :

utilizados

]lcacmn probabl

é‘s‘ Earééén de
linfocitos’p eB' oB debldo ala

(‘racc:on C

rohferacxon de Imfoc:tos proB,

lxo no se estudxo si la falta dc

1 gq:ﬂ el desarrollo linfoide B en
c c‘ltvc‘)‘ proB a preB. Demostramos que
los lmfocnos proB nom1ales e‘(presan CD4O y:.qu atrénc;s', transgénicos, ¢l transgén se
» a‘Que’en condiciones normales, el
5. "46

expresa en la misma etapa, lo cual resulta 1nesperado

inicio de la transcripcién en el locus (transcntos esten]es) ocurre en Ia ctapa preB %

TESTS CON
FALLA DE ORIGEN| -




Independientemente de las causas, que_promueven. la: expresxon temprana del . transgen, la

eliminacion de precursores lmf01des durame la trnnsxcron proB a preB puede deberse a por lo

'11‘can smo dlrecto en’ e] cual

n cdu]a osca 75 78'8°

247-249

mfocxtos B depende de seifiales del RLB.pero no de CD40 , sin embargo se

desconoce si la sefializacién del receptor pch 1nduce la expresion de CDS. Hasta el momento
se desconoce la funcién de CDS5, pero su asociacién con la fosfatasa SHP-1 se ha implicado en

1a regulaciéh negativa de la sefializacién a través del RLT y RLB en linfocitos T 2*® y en
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. - 2 2 . . .. . . .
linfocitos B-1 2%* 22 respectivamente, asi como en la seleccidén positiva. y negativa en

timocitos 233-355,

B2207/CD43"/IgM" j'.
linfocitos preB BZZ

G ‘en‘ausencia‘del

trnnsxcion de lmfocno proB a preB 4 .Tal'‘como.CD40, Syk estd implicado en la activacién
de las vias ERK/MAPK, JNK/ SAPK y PI;-K. Entonces, podriamos hipotetizar que el defecto
de la maduracién de linfocitos B observado en ratones CD154-Tg podria ser corrcgido por la

ausencia de Syk, o bien, que el defecto de la maduracién observado en ratones Syk™ podria ser

compensado por la expresién constitutiva de CD154 en linfocitos B. El analisis de las cruzas
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de los ratones CD154 Tg con ratones mutantes xid 2°02%7, Btk 7~ 258259 BLNK 7~ 7¢ o Ig3 7~ %

podrian contribuir a validar esta hipdtesis.

sefiales pro-apoptoncas. Sin embargo

factores supresores dela lmfopoyesm B como FNy: 2 "5 y ’I‘GF—B'66 oc noto‘ucos comor el
TNFa (inducciéon de muerte celular en trans). Estgdlos de expresion de mulnples cxto_cmas por
ensayo de protecciéon de RNAsa no apoyan‘esta posibilidad ?¢?. Sin embargo, para descartar
efectos en trans, seria necesario transferir precursores de linfocitos B derivados de ratones
CD40%* mezclados con precursores de linfocitos B derivados de ratones CD154-Tg CD40™” a

ratones irradiados CD40™ o CD40™*. Si ¢l mecanismo de climinacién de linfocitos B es en

trans, podriamos encontrar linfocitos B CD40" maduros en ratones receptores CD40 -, pero no
p p P
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en ratones receptores CD40 +’+. Si e] efecto de ehmmacnon es en cis, no encontrariamos

linfocitos B CD40 maduros en ratones receptores, mdependxentemente de la presencm o

ausencla de CD4O en el ratén receplor ST

son resistentes a apoptdsis mcdxada por: Fas 69 ,Es posxble que la capacxda ”de los Imfocnos
de origen fetal de ser seleccwnados posmvamentc por autoanugenos en combmaclon con el
co-estimulo a través de CD40, es lo que promueve una expansion inicial de] compartimicnto B

perinatal en ratones CD154 Tg,

VIL.4. Implicaciones de la expresiéon transgénica de CD154 cn Ia segregacién de linajes de
linfocitos B y la tolerancia inmunologica: La motivaciéon principal de este trabajo fuc
determinar si una sefal co-estimuladora como la activacién de CD40 podia salvar a un
linfocito autorrcactivo de ser seleccionado negativaménte o anergizado por los mecanismos
naturales de tolerancia inmunolégica. Irédnicamente, no pudimos documentar autoinmunidad,
debido a los bajos niveles de ant:cuerpos séricos. Sin embargo el hallazgo de que una e]evada

proporcién de los linfocitos B de ratones CD154-Tg e\cpresan el marcador CD: en superfme

La especificidad del RLB juega un papel determinante en la segrégacién“de las Subpoblacioncs
de linfocitos B. La expresion transgénica de RLB con especificidad prototipica de cada
subpoblacién favorece la diferenciacion de la subpoblacién correspondiente 228 Dentro dec este

contexto, si los linfocitos B CDS™ de ratones CD1354Tyg fueran verdaderos linfocitos B-1, la
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expresion transgénica de un receptor- de. especificidad - prototipica - B-2  impediria la

diferenciacién de linfocitos B-1, y no seria posible enthtx‘zir lin_foéitos B CDS5* periféricos.

especxi'cos para la LG

expresaron ademas, altos nivel

expresion de CD154, debldo a quc se' uuhzaron elememos rcguladores dlferenles ‘en la
construccién del transgén. Adicionalmente, la expresion de un nuevo miembro de la SFTNF
denominado BLyS/TALL-1 en ratones transgénicos bajo el control transcripcional del

promotor de actina, también induce expansién clonal de linfocitos B y autoinmunidad 27,

VI1L.5. Papel biolégico de CD40 e n la ontogenia temprana de linfocitos B: No nos fue
posible demostrar que la presencia de ARNm de CDI154 en la médula dsea de ratones
normales, lo cual indica que la interaccién entre CD40 y CD1354 no ¢s un mecanismo que opere

en la seleccion negativa de linfocitos preB o B inmaduros autorrcactivos en condiciones
- . - ™)
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normales. Creemos que el valor de los resultados obtenidos mediante la estimulacién de’

linfocitos proB via CD40 es que apoyan, en forma indirecta la ldea del pape] fundamental det

umbral de activacién del RLB en el destino de los hnfocxtos B.

Por otro lado, resultaria muy mteresan e la: senalmacxon a través de CD40

en linfocitos B leucémicos. Pensamos. que poranalogiaa la e tapa ontogénica, los linfocitos

derivados de leucemias proB humanas podnan er. parucularmente sensibles a ser eliminados

después de ser activados a traves de CD40. Este c 1m1ento nos podia llevar al desarrollo de

nuevas estrateglas mads selectivas de erradlcacxon tumora]
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VI1I1. Conclusiones

1.- Los ratonestransgénicos dec CD154 presentan un fenotipo consistente,: dependiente: de

CD4o0.

 higado neonatal ‘promuecve

tr vés de CD40 en precursores linfoides B d

ue - en: precursores de médula’ &sea:indu
‘linfocitos : B atrav

- su expansién;:mientras
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IX.Apéndice

Tabla L. Anticuerpos monoclonales* utilizados para citometria de flujo
Marcador clona Origen Isotipo conjugado Dilucién
FITC 1:200
B220/CD45R RA3-6B2 Rata 12Gaza.x Cy5-PE 1:500
PerCp 1:100
IgM R6-60.2 Rata 18Gaa. k FITC 1:100
CD43 S7 Raa 18Gaa. K PE 1:300
CD24 30-F1 Rata 186Gze, k biotiny 1:200
Ly51/BP-1 BP-1 Ratén 18G2a, K FITC 1:50
CD25 PCG1 Rata 12G,.A PE 1:200
CcD40o 43986 Raa 126Ga,. K PE 1:200
1zD* AMS 9.1 Ratén 186G2,", & biotina 1:750
1gD® 217-170 Ratén 126G, & biotina 1:750
CD19 1D3 Rata 12Ga,. K PE 1:500
CD95/Fas Jo2 Hamster armenio 1gGa A biotina 1:200
I-Ab 25-9-17 Ratén 186G, K FITC 1:200
CD23 B3B4 Rata 126G, K PE 1:200
CD5 53-7.3 Rata 18Ga,. & PE. biotina 1:1000
CD90/Thyl!.2 53-2.1 Rata 12Gaa. K PE 1:500
CD4 GK1.5 Rata 18Gap. K biotina 1:1000
CDS8a 53.67 Rata 186G, & PE 1:500
CD3e 145-2C11 Humster armenio | 126G, & APC 1:500
CD117/c-kit 288 Rata 12Gap, & biotina 1:250
CDl154 MRI1 Hamster armenio | 1pG;, k biotina 1:100
CD11b/Mac-1 M1/70 Rata 12Gab, K FITC 1:250
Ly-6G/Gr-1 RBG-8Cs Rata 12Gap. & biotina 1:1000

*Todos fueron proporcionados por Pharmingen. San Diego, CA
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Tabla N. Analisis del compartimiento de linfocitos B esplénicos
Controles Transgenicos
Edad Exp# B220* . N 6 + o
n (x10°) B220* (%) |n B220" (x10°%) B220* (%)
1 3 1.2+ 0.3 25.8+3.4 |2 0.5x0.4 25.6+13.6
Neonatos 2 1 0.9 33.4 3 3.4%1.1 55.7+6.0
X+DE. | 4 1.1+0.3 27.7+x4.7 |5 2.2+1.7 43.7+18.3
1 3 43.5:+19.3 70.4x0.9 [3 78.6x42.3 60.5+5.9
2 2 10.3+1.8 59.9+1.6 |2 23.6+1.2 28.6+0.1
2 semanas 3 3 7.6x1.9 43.9+2.7 |3 29.7+24.7 60.1£10.3
X+DE. | 8 19.1+19.2 55.8+12 |8  46.5+37.3 52.4+16
1 2 34.2+104 67.2+0.9 |1 5.8 29.4
2 2 45.9:4.8 71.3x2.8 |2 2.9+0.4 33.9+6.8
4 semanas 3 3 34.9+17.5 63.8¢2.1 |3  15.9+2.9 27.5+9.2
X+D.E. | 7 37.8+12.4 66.9+3.7 16 9.916.9 29.9+7.3
1 2 87+28.2 68.7x0.4 |2 7.4x7.4 8.5+2.9
2 2 84+13.4 63.6x1.6 |2 0.7:+0.4 2.3+0.2
12 3 2 29.3+10.5 62.1x1.9 |1 0.3 6.2
semanas 4 2 31.6x8 58.6x1.6 |3 0.2+0.1 3+1.4
5 2 32.9+5.9 41.3%5.1 |1 1.4 1
X+D.E. {10 53+30.3 58.9+10 |9 2+4 4.2+3
32 1 2 358+1.4 57.8+3.9 |2 0.01x0.006 5.4+4.5
semanas T " ¥ T i

Tabla Il. Anilisis cuantitativo del compartimiento de linfocitos B en el bazo de ratones transgénicos
y controles de camada no transgénicos a diferentes edades. En cada experimento independiente (exp #),
el nimero absoluto de células nucleadas sc calculé en hemocitémetro a partir de esplenocitos en
suspension obtenida de homogenado total de bazo. La proporcién de linfocitos B220" se determiné por
citometria de flujo. Los valores representan el promedio (X) + desviacién estandar (D.E.) de cada
experimento independiente. X * D.E representa el promedio y desviacién estandar de todos los
experimentos independientes a determinada edad, los cuales se encuentran representados c¢n las figuras
16y 17 A-C.
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Tabla Ill. Analisis ontogénico de la linfopoyesis B en higado neonatal y médula osea.

Control Tg
Edad n  B220%(x10°%) (;f’z'gg’l) n B220%(x10%) %IgM (B220)
1 3 2531 17.823 | 2 310.6 19.8:0.9
Neonato 2 1 1.6 31875 |3 7.2t4.8 45.3:2.8
(higado) DE | 4 2.3+09 21.3:7.4 | 5  55%4.1
1 3308  26.7234 | 3  0.9202 4567.5
2 semanas 2 2+0.2 18.8+3 | 2  0.50.01 45.1£17
(M osea) I’D‘E +1.8 236252 | 6  0.7+0.3 45.4+10
KR 32233 |1 41 7.4
"2 22+46 |2 7.7+1.5
4 semanas oS |
(M Goam ‘xsi,_‘,‘ 33.8+28.6 | 3 29.2:9.3
SE- 290.9+17.5| 6 18.4x£13.2
1 3.420.09 37.722 | 2 20.0%14
2 2.1+0.6  29.420.7 | 2 18.710.8
10-12 3 120.2 446258 | 1 18.7
serr!anas 4 1.4+0.02 27.6x0.5 3 5.5+0.9
(M Ssea) 5 2.2+1.1 36.8x3.5 | 1 9
X+
g 2+0.9 352+6.9 | © 13.618.5
32 semanas 0.5+0.1 54.3+45 | 2 14.724.1

(M osea)

Tabla I1l. Anailisis cuantitativo por edad de la linfopoyesis B en higado neonatal y médula 6sea de
ratones transgénicos y controles de camada no transgénicos. En cada experimento independiente (exp
#), el nuimero absoluto de células nucleadas se calculé en hemocitometro a partir de células en
suspension obtenida de homogenado total de higado, o bien de células de 2 fémures/2. La proporciéon de
linfocitos B220" se determind por citometria de flujo con respecto al total de células nucleadas
definidas por FSC y SSC. El porcentaje de células IgM™ se determiné con respecto al total de linfocitos
B2207. Los valores representan el promedio =+ desviacion estandar de cada experimento independiente.
X * D.E. representa el promedio y desviacién estindar de todos 1os experimentos i ndependientes a
determinada edad, los cuales se encuentran representados en las figuras 18 A-C y 19 B-D.
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[Tabla V. Niveles de inmunoglobulina sérica en ratones transgénicos y controles de
camada

. . 2 semanas 4 semanas 12 semanas
Isotipo  [Genotipo| 4 4itu16)/100  n | (1titulo)100__ n | (1/titulo)/100 n
'aM (@] 44+ 4 3 2751245 4 41579 4
9 Tg 668 2 13688 3 88+40 8
19G c ND ND 2491156 4 8892116 a
! Tg ND ND 73432 3 90162 8
19G C 10+0.1 3 97457 4 765155 3
2a Tg 52 2 31+13 3 2310 8
19G C 127182 3 422+223 4 2629x355 a
920 Tg 952185 2 164261 3 2818 8
aG C ND ND 562+342 4 889+102 4
95s Tg ND ND|  321+238 3 90162 8
oA C 4+0.4 3 44x20 4 553+66 4
9 Tg 4+0.1 2 23415 3 1324 8

Tabla IV. Determinacién de Ig’s séricas en ratones TgCD154 y controles de camada a las 2, 4
y 12 semanas de edad. Se muestra el promedio * desviacion estindar de las diluciones
necesarias para obtener una D.O. = 0.05 X 100. s, nimero de ratones analizados. ND, no
determinado.
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cell-dependent B cell activation begins with B cell Ag re-

ceptor (BCR)? cross-linking. followed by costimulatory moi-

ecule and cytokine signals (1-3). The best characterized co-
stimulatory signal for B cells is delivered by activated T cells by
means of the TNF family molecule CD154 to CD40, a TNFR family
membecr (4 7). The biological effects induced by CD40 ligation on B
cells include: proliferation (8, 9), differentiation into Ab-scercting
cells (7, 10, 11), and isotype-switching (7, 12-14),

During ontogeny, B cell precursors sequentially express several
genes and receptors, some of which are involved in their matura-
tion. The CD40 receptor is expressed during B cell ontogeny but
its possible function in carly B cell precursors is unknown, In
mice, CD40 expression was first detected at the pre-B cell stage
(15), differing from humans, where CD40 is first scen on pro-B
cells (34).

The majority of information on the role of CD40 in B cell func-
tion relates to its positive effects on proliferation and differentia-
tion. Howcver, depending on the stage of differentiation and/or
functional state, CD430 can also negatively influence B cells (16,
17). Thus, CD40 plus BCR signaling on immature B cells lecads to
tolerance and Fas-FasL dependent exclusion from germinal centers
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tobulinemic, icating thut
Further analysis revealed that soon after birth,
sively decreased in the periphery in a CDIS3-CDJ30-
negative setection characterized by
1d the anatomic site studied.  The

tion

{16). Morcover, under cenain circumstances, CD30 ligation stops
terminal B cell differentiation in mice (17) and can also inhibit ig
secrction by human tonsilar 1IgD™ memory B celis (18).

In normal individuals, autorcactive B cclls arc inactivated in
different ways leading to tolerance. After BCR signaling, mainly in
the periphery, immature [gM™ B cclls follow onc of three fates:
receptor cditing (19, 20), clonal deletion (21). or clonal ancrgy
(22). Although CD40 appcars to participate in B ccll clonal ancrgy
(23, 24), its possible rolc in other forms of B cell tolerance has not
been clarified.

However, abnormal CD 154 cxpression can induce a patholog-
ical state. Thus. constitutive CD 154 expression in the skin results
in T cell-mediated local autoimmunc discase, through activation of
Langerhans dendritic cells. in addition to autoantibody-mediated

ic ive tissuc di (25). The latter could be due to
a d:rcct cffect of CD154 on B cclls, leading to B cell hyperrespon-
siveness to BCR signaling, which in the casc of self-reactive B
cells would result in autoantibody switch recombination and se-
cretion (7, 14). Most pathogenic autoantibodics bear isotypes
which are dependent of CD4$0-CD154 intcractions such as IgG. It
was reported that peripheral blood B cells of systemic lupus cry-
thematosus paticnts (27-29), as well as mice models of systemic
lupus erythematosus (30) constitutively express CD 154, However,
its possible role in the pathogenesis of autrocantibody production
was not examined. Although normal B cells have also been found
to express CD154 (31,32), its meaning is unknown.

CD40 ligation could also influence B cell fatc during positive
and/or ncgative scicction, as suggested by the incrcasc in autore-
active B cells in human CDI154 deficiency (33). Thus, while
CD154-CD40 is necessary for terminal B cell differentiation and
pathogenic autoi ity, its ab alters shapi of the B cell
repertoire.

To gain insight on the cffects of augmented CD30 ligation on B
cells, and to examine a possible role of CD154-CD40 in B ccll
ontogeny in vivo, we gencrated transgenic mice (1gM) with sclee-
tive expression of CD1543 by B cells. Although these mice have an
carly expansion of B cclls, adult mice show a profound rcduction
of the periphecral B cell companment duc to both peripheral loss
and failure of B cell maturation during carly stages of bone mar-
row (BM) (2) lymphopoicsis.
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Materials and Methods

Plasmids and consiructs

The CD154 ¢DNA (kindly provided by Dr. M. Berton, University of Ar-
izona, Tuscon, AZ (34) was inscrtced in a plasmid containing the K14
B-globin cassette (kindly provided by Dr. E. Fuchs, University of Michi-
gan, Ann Arbor, M1), wherc the K14 promotcr was substituted by a 1.6-kb
x fragment of the plasmid pKenVkpr, a gift of Dr. U. Storb (University of
Chicago, Chicago, IL; Fig. la), which contains a cassctic with the Vi
intronic enhancer, linked 1o the Vi promoter. To excise the entire x cn-
hancer/promoter casscue, a second HindlIll site of pKenVapr located be-
tween the enh and pr was climil d by partial #/indIll digcs-
tion, followed by isolation of the lincarized plasmid, which was then
filled-in with Klcnow DNA polymcrase and rc-hgulu.l with T4 DNA ligasc
(Life Tguhnolog,:cs. Rockv:lh_. MD). The ‘promoter

was 1 i by blunt ! ion of a filled-in #HindIH-Xbel fragment into a
filled-in Aval sitc of the CD154/K 14 plasmid. where the 0.8-kb human 8
globin intron was lcft downstream of the promotcr as a splicing donor,
followed by CD154, and the 3° untranslated region of the human K14 gene,
respectively. We refer to this construct as «EP-CID154,

Mice

tgM cxprcssing CDI154 on B cells (kEP-CD154 mice) were gencrated by
microinjcction uf(C57BU6xC3H)F, zypotes with a Ilmdlll EcuRI 3.6 kb
fragment of KEP.CD154 ing the 1g ~ regulatory CD154
cDNA, plus Kld-splicing and poly(A) Is. The ially
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ufacturer instructions (AlkPhos; Amersham Pharmacia) and cxposed for
1 h to Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia),

Lymphoid cell preparations

Spicen cells were obtained in FACS buffer (PBS, pll 7.4, 296 FBS, 5 mM
EDTA, 1% rabbit scrum, and 0.1% NaN,) by dissociation of splcens be-
tween frosted gl slides. BM cclls were obtzined by injecting 0.75 ml of
FACS buffer in onc end of the femur. and collecting the cclls at the other
cnd. Fetal liver cclls were obtained from timed matings of the diffcrent
mice combmnuons, as dcscrlbcd for spleen cclls, Contaminating RBC in all
1i d with 0.16 M NIH,Cl buffer, and lhcn

ccll were
washed twlcc in FACS buffer. Thc total ceft in cach
was d by in a hemocy

Cell staining and flow cyviomerry analysis

A total of 1 X 10" cells were reacted in FACS buffer for 20 min on ice with
combinations of the following conjugatcd mAb: anti-B22(/CyChrome or
FITC, anti-CD13 (S7)-PE, anti-BP-1-FITC (Ly-64). anti-CD23-PE, anti-
FAS (Jo2)/biotin, anti-CD23-biotin (30-F,), anti-IgM (LoMc¢9)-FITC, anti-
1gD-biotin, anti-CD40-FITC, anti-CD 54 (MR|)-biotin, anti-CDS5-PE, and
anti-Thy 1.2-biotin (BD PharMingen). ln experiments with MDJ 1gM, >pc-
cific B cells werce labcled with bi ylatcd HEL ptavidin-F1T

streptavidin-PE or slrcpm\/ldln -PerCP (BD PharMmg.cn) were used as a
sccond label for bi were run on a dual
laser FACSC'lhhur .mu nnulyzcd wnh CellQuest software (BD Immuno-

progeny was screencd by Southern blot of 10 ug Xbal-di 4 tail
gcnomic DNA with a (”P]dCl'P—labclcd 0.8-kb human B-globin probe,
Further screening was conducted in genomic tail DNA by PCR amplifica-
tion of a CDI154 ¢DNA 0.8 kb fragmcnt h the primers: 5°-GGA ATT
CTG CAG ATC ATG ATA GAA ACA-3" and 5'-GGG CCC TCT AGA
ACA GCG CACTGT TCA-3’ in 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl,, at 95°C,
55°C, and 72°C for 30 s cach, for 35 cycles.

CD30 KQ in 129/v buck ground mice (kindly provided by Dr. R. Gicha,
Harvard Medical School, Boston, MA; Ref. 35) were maintained in 129/v
background and were crossed with «EP-CDI1S4 mice. Screcning of
CD40~‘~ progeny was conducted with appropriatc primers by PCR as
described (35) and homozigocity for nutl CD40 allcles was determined by
flow cytomerry analysis of peripheral blood lymphocytes with anti-CD=30-
PE-conjugated mAb (BD PharMingen, San Dicgo. CA).

CS57BL/6 MDJ anti-hen cpg white t (HEL) Ig ics (22),
were maintained in C57BL/6 background and identificd by flow cytometry
analysis of peripheral blood lymphocytes with anti-B220-FITC-conjugated
mAb and biotinylated 1{EL, followed by streptavidin-PE (Jackson L mmt-
noRcescarch Laboratories, West Grove, PA). Duc the virtual absence of
peripheral B cells, geonotyping of <EP-CDI153xMDJ4 double 1gM was
achieved by PCR us described in hup//www.jax.org/resources,

Because most «kEP-CD154 had growth Jation, reduced lifes, (an
average of 6 mo), and lower breeding capacity than normal mice, they were
maintaincd in a 129/v CD40™/" background, which |mprmcd their health
status. F crosscs of xEP-CD154/CD40™'~ with C57BL/6 mice were u:-\.d
for imnost experimenits. All mice strains were d in the
f.n:lluy at the Instituto Nacional de Salud Pablica (Cucmav.n,.x, Mcxncn)
All mice experiments were performed in 1 with inter
institutional guidelines, and the prolou:l was appruvgd by lhc Ethics Com-

mittce of the C di; de 1 Mecxicano

dcl Scguro Social, Mcxico.

Semiy itative southern RT-PCR

TOI.’.]I RNA was obtaincd from tissuc homogenates in TRIzol reagene (Life

T ) ding to instr with a sccond rc-
to ensurc climi of DNA. A total of 5 ug RNA

was rcscrsc-lmnscnbcd with Supcrscnpl il RT (Life Technologics) and
1/25 was lified by PCR with the oligonucleotide pairs:
CD153 Gp39F (363-385): S <GGA TCC TCA AAT TGC AGC ACA
CG-3' and CD154 Isoscr (821-617): 5'-CTC TCA GAT CCA ATG CTG
GGC TTC AGC-3’ described by Armitage ¢t al. (36) for CD154 cxpression
and, as an intcmal control with B-actin primers 5°-CCA AGG CCA ACC
GCG AGA AGA TGA C-3° and 5’-AGG GTA CAT GGT GGT GCC
GCC AGA C-3°. The CD154 primers amplify a 255 bp fragment spanning
cxons 4 and 5, which in wild-typc (WT) micc allows the distinction be-
tween gcnomic DNA from cDNA. Aficra 15 cycle amplification, samplcs

were run in 2% ngnrosc gels and onto nylon b (Hy-
Bond N; A i “"“k h hirc, U.K.} in 20 X SCC,
then hybridized at 60°C with alkali h labeled CD153 and B-ac-
tin ¢cDNA probes, d d with a chemil kit ing to man-

34t ry S, View, CA).

Serum Iygs

These were detcrmined by an ELISA mcethod with biotinylated rabbit anti-
mouse isotype-specific Abs foll d by IIRP-labeled streptavidin in poly-
styrenc plates (Nunc, Rnskildc, Denmark) couted with polyvalent goat anti-
mousc Tg. Plates were read in an automated ELISA reader (Labsysiems.,
Heclsinki, leand) at 492 nm. All ELISA rcagents were purchased from
Zymcd ics (San F CA).

Results

KEP-CD154 mice

Six of 10 kEP-CD154 transgenic founders were runted, and died
before 4 wk of age, which precluded further analysis. The remain-
ing four founders were backcrossced to C57BL/6 mice for further
analysis. Semiquantitative RT-PCR showed maximal transgene
expression in the spleen, followed by iymph nodes (LN), thymus,
lung. and adult liver (Fig. le).

Decreased number of peripheral B cells in adult
KEP-CD154 mice
Preliminary flow cytometric analysis aiming at defining transgenc
expression in 8-wk-old kbEP-CD 154 mice revealed a marked de-
creasc of B220™ ceclls in peripheral blood. LN, spleen, BM. and
peritoncal cavity (not shown). The microscopic architecture of LN
and spleen was abnormal with increased white pulp, poorly defined
follicles, and abscnt germinal centers (Fig. 2). As thesc findings
were consistent in all surviving transgenic lines, the results pre-
sented hereafter derive from analysis of one representative line, 28,
Although spleens of 10- to 12-wk-old xkEP-CD154 mice had
about half the total ceil ber as nol liter s, B
cells were decreasced by at least 15-fold (Fig. 3u). This was more
evident in LN, where B220* cclls were less than 3% (data not
shown). The few remaining B220%, but no other cells, in the
spleens of kEP-CD154 mice expressed low density CD154 (Fig.
15). Additional findings included slightly increcased T cell numbers
and greatly increascd Mace-1"/Gr-1 * cclls in spleens and LN of
10- to 12-wk-old xEP-CD154 micc (data not shown). The B cell
defect in «xkEP-CD154 mice was due to CD154-CD40 ligand-re-
ceptor interaction, as B cell numbers in adult xEP-CD1 54-trans-
genic-CD40™/~ mice (35) were normal (Fig. 256). .
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FIGURE 1. Generation and characterization of sEP-CDI154 1gM. «.
Construct uscd to gencrate xEP-CDI154 mice and primers used to amplify
CD154 message by RT-PCR. The upper pant shows primer anncaling with
CD154 cxons four and five. &, FACS analysis with biotin-anti-CD154,
followed by idin-PE of sp yies from 4- and 8-wk-old <EP-
CD1 54 (dotted lincs) or normal (shaded histograms) mice, gated on B220™
cclh (FITC-B220). ¢, s:mnquanuuuvc RT-PCR analysis of total RNA

d from the indi; 2 tissucs of xEP-CD154 or control smice ampli-
fied with primers for CD15+ (a@) or B-actin and hybridized with equivalent
cDNA probes. Lanes: 1) splecn; 2) LN; 3) BM; 4) liver; 5) kidney: 6) CNS;
7) skeletal muscle; 8) lung.

Age-dependent 8 cell deficiency in kEP-CD154 mice

Ten to 12-wk-old kEP-CD154 mice had few peripheral B cells,
which in older mice were only vestiges. Therefore, we examined
the kEP-CD154 B ccll compartment from ncwbom to adult ani-
mals in greater detail. Newborm «<EP-CDI154 spleens, had twice
total B cell numbers as control mice (Fig. 3¢). indicating that dur-
ing fetal life, B cells were generated and expanded in xEP-CDI154
mice. At two weeks, kEP-CD154 mice had enlarged spleens (Fig.
24) and the number of peripheral B ccells was ¢ven larger, until 4
wk. when both relative and absol B cell progressively
declined until almost abscent (Fig. 3¢). Thesc data suggest that the
B cell defect in xEP-CDI153 mice, is duc to a peripheral loss that
occurs after birth,
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FIGURE 3. a, Bccll deficiency in adult sEP-CDI154. Absolute number
of splenocytes and B220™ ccll counts from 10- to 12-wk-old xEP-CDI154
or normal mice. Results represent the mcan = SEM of five independent
analysis, WT, n = 10; xEP-CDI154, n = 9, b, CD40-CD1 54-dcpendent B
ccll loss in kEP-CD154. Absolute B ccll counts in splcens of CD40*"~,
CD40™/~ kEP-CDI54, CD40™‘", and CD40~'" «EP-CDISS mice,
Mecan = SEM of two independent experiments arc shown. ¢, Peripheral B
cell compartment in kEP-CD 154 is expanded during carly life followed by
rapid and progressive B cell Joss. Total B220" ccells in spleens from 1+

days, and 2-, 4-, 10« t0 12-, and 32-wk-old xEP-CD153 (lB), or littermate
control mice (O). ¢, B lymphopoicsis in xEP-CD 154 is ¢enhanced in nco-
natal liver but suppressed in adult BM. Total B (B2207) cclls (squares) and
B220™/IgM ™ (pro-B + prc-B, circles) cells in 1+ 10 2-day-old liver and 2-
4., 10- 10 12-, and 32.wk-0ld mice BM. Data represcnt the mean = SEM
of 14 independent analysis (WT, n = 29, xEP-CDIS4, n = 27).

Deficient B cell maturation in the BAf but nor in the feral liver
of «kEP-CDI54 mice

During fetal lifc in mammals, B ccll lymphopoicsis occurs in the
liver, ailthough after birth it takes place in BM (37). Fctal xEP-
CD15+ mice appearcd to have a spared B cell lymphopoiesis as
indicated by the B cell expansion from birth to 2 wk of age. How-
cver, the inability to replenish the B cell comparntment after this
time suggested that in addition to the peripheral B cell loss, kEP-
CD154 BM was unable of gencrating new B cells. Hence, B220™
cells in BM or in newborn livers of k EP-CD154 and nontransgenic

tissuc in xEP-CD154 q,M a, Macroscopic view of a x EP-CD154 mousc (Jef?) and control

FIGURE 2. Retarded growth, ly, and abi 1 lymphoi
(right), showing the ded growth and the cnlargud. whitish spleen. &, P.mormnu: view of xEP-CDlSM splcen g an altcred or ization and
predominant whitc pulp (H&C > 10, Opto 2.5). c, A closcr view of the splcen g the i of p i cells (H&E %20, Opto 3.3). o, Trachcal LN

of xEP-CD154 mousc, showing dlﬂ'u;c hy‘pcrpla;m. dl;mpnon of normal archnccmrc oflhc follicular areas. and virtual abscnce of germinal centers (H&E x 10,

and |

toci in portal spaces and acini (H&E, X10, Opto 4).

Opto 4). ¢, xEP-CD154 liver
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littermates, were exantined by flow cytometry (Fig. 3d). As scen,
while B220™ cell numbers in newborn xEP-CDI54 mice livers
were increased when ed with ic littermates,
from 2 to 32 wk of age (the carlicst and latest ages examined), total
B220" cells in BM of xkEP-CD154 mice were markedly decrcased.
Thus, in kEP-CD154 mice, B cell lymphopoiesis is enhanced in
the fetal liver, but it is profoundly impaircd in the BM. Of note,
both IgM™*/B220* and 1gM~/B220™ cells were increased in the
livers of newbormn «<EP-CD154 mice (scc below),

B cell maturarion in the BA! of KEP-CD154 mice halts during
or afier the pro-B cell stage

B cell ontogeny in the liver and BM, in mice, are slightly different
(37). However, in both sites, the carliest identifiable B cell pre-
cursor is B220'“/CDJ43* (pro-B), whercas pre-B cclls (the next
stage of differentiation) are B220*/CD43~ (38). Thercfore, we
conducted a detailed two-color FACS analysis of B cell precursor
profile in newborn liver and adult BM of xEP-CD154 mice to
define at which stage was B cell ontogeny impaired in kEP-CD154
mice, and to establish possible differences between adult BM and
newbormn liver.

As shown in Fig. 4a, at all ages studicd, thc BM of xEP-CD154
mice had an almost complete absence of B220™“/CD43™ pre-B
cells, but not of B220'"*/CD43* pro-B cells. In contrast, and as
shown above, B220™ cells were increased in the livers of newborn
KEP-CD154 mice. Indced, all B cell precursors, regardless of their
stage of maturation, were increased in the livers of newbom xEP-
CD154 mice (Figs. 34 and 4). Similar findings were obtained in
18-day fetal livers (data not shown).

B220 levels on newborn «EP-CDI154 liver B cells (which in
normal ncwbom mice are immature B cclls) were higher than in
controls (data not shown), resembling the phenotype of maturc B
cells. Control 32-wk-old BM had a rcduced number of B ccll pre-
cursors, which is age-related (37); yet, xEP-CD154 BM had onc-
tenth the number of pre-B cells. Finally, young xEP-CD154 mice
had a considerable number of B220"#"CD43~ cclls in the BM,
which have been considered by some (38) as recirculating B ccells.

Taken together, these results indicate that transition from pro-B
to pre-B takes place in nconatal kEP-CD154 livers and their B220
levels resemble recirculating B cells (38), suggesting an acceler-
ated rate of maturation. whereas in kEP-CD154 BM, B cell de-
velopment stops during pro-B to pre-B cell transition. The fact that
IgM ~/B220" cclls, representing all B cell precursor stages before
immature B cclls, are also incrcased in the fetal liver, indicates that
B cell cxpansion in fctal and newborn «EP-CD154 micc is duc to
a signal delivered in the fetal liver at either pro-B or pre-B cell
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stages. As the only difference between «EP-CD154 and normal
mice is the transgene (CD154), it scems reasonable to conclude
that CDA40 signaling at early stages of B cell ontogeny in the fetal
liver or in the BM has distinct effects, Hence, CD40 ligation in the
BM prevents B cell precursor maturation beyond the pro-B cell
stage, whercas in the fetal liver, the same signal induces B cell
expansion followed by carly maturation and apparent elimination
in the periphery.

Arrest of B cell differentiation in the BA and expuansion in the
Sewal liver of «EP-CD154 mice occurs at a lare pro-B cell stage
Expression by B220*/CD43 ™" cclls of the heat-stable Ag (CD24)
and Lys1 (BP-1) subdivide pro-B cells into three maturational
stages (38). The carliest (fraction A) is CD247/BP-1", fraction B
is CD24*/BP-17, and fraction C is CD24"/BP-1*. To cxaminc at
which pro-B ccll stage B ccll ontogeny was arrested in <EP-
CD154, BM cells were examined by four-color FACS analysis for
B220. CD43, CD24, and BP-1 cxpression. Fig. 54 shows that A
and B fractions (CD247/BP-1~ and CD24"/BP-1 ", respectively)
were present in the BM of 6- to 8-wk-old mice, whereas late pro-B3
cells (fraction C) were absent. Further analysis of B220™ cells with
CD25 and c-Kit, as defined by Meclchers and Rolink (Ref. 37; Fig.
5b) confirmed the marked decrease of B cell precursors after the
small pre-Bl stage (CD25*/c-Kit7: see Ref. 37). This indicates
that B cell precursor development in BM of xkEP-CD15-3 mice halts
after the first heavy chain genc rearrangement (D-J).

Similar to the findings by two-color FACS analysis of liver B
cells with B220 and CD43, two-color analysis of kEP-CD154 liver
cclls with C-Kit and B220 revealed an increasc of B220* /c-Kit™
B cells that include all stages of B cell differentiation beginning
with small pre-B1 cells, further suggesting that the signal respon-
sible for B ccll expansion in the liver of xEP-CD154 mice is the
same as the signal that prevents B cell maturation in the BM, most
likely CD154-CD40.

B cell maturation in BM and in the fetal liver of xEP-CDI15+
mice is disturbed at the time of CD154-CDK0 expression

As it was clear that changes in B c¢cll ontogeny in newborn liver
and adult BM «bEP-CDI154 were occurring at a discrete stage
during late pro-B ccll differentiation, we examined the expression
of CD154 in xEP-CD153 mice and CD40 in normal B6 mice by
three-color FACS analysis with B220 and €D43 plus CD40 or
CD154. This was imponant because it was reported that, in mouse,
CD40 is first expressed at the pre-B ccll stage, whereas in the
human, CDA40 is first sccn on pro-B cclls. Fig. 6« shows that all B
cell precursors in normal mice, including CD43%/B220™" cells

FIGURE 4. B ccll ly h is is in
the liver of xkEP-CD154 mice, bul arrcsted in the BM
at the pro-B cell stage. a, FACS analysis of 2-, 4-,
and 32-wk-old mousc BM-suincd with anti-B220-
FITC and ami-CD43-PE. B2207/CD43 pro-B
cells, B220"*/CD43~ pre-B cclls, and B220%%Y

m

CD43~ recirculating mature B cclls arc boxed and
percentages are given. &, Represcentative two-color
histograms of FACS analysis of newbormn xEP-
CD154 mouse or control litermate liver cells
staincd as in a.

L
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FIGURE S, a. Absence of pro-B ccll fruction C, but not fractions A and
B in xEP-CD154. Resolution of the pro-B ¢cll stage by four-color FACS
analysis of gated B220° (Per-CP)/CDI3™ (PE) cclls stained CD24.APC
and BP-1-FITC. &, Marked reduction of CD25 ™ small pre-B1 cclls in xEP-
CD154, Further analysis of 6- 10 8-wk-ald BM B ccll precursors with
B220-FITC, c-Kit-APC, and CD25-PE. Plots represent ¢+-Kit™ pro-B cells
and CD2S* small pre-B1 cclls in gatcd B220™ cells. ¢, B cell expansion in
«xEP-CD153 liver. Dual-color suining of liver cells with anti-B220 and
anti-c-Kit (B220 " /c-Kit™ carly pro-B cells and B220" /c-Kit~ pre-B and
maturc B cclls).

{pro-B) were CD40™. Similarly, B220+ cells in the liver and BM
of xkEP-CD154 mice were CD154™ (Fig. 6b). This indicates that
the arrest of pro-B cell differentiation in x£P-CD154 BM, as well
as B cell expansion in the liver, are coincident with CD40 and
CD154 expression. The carliest stage where CD154 was expressed
in xkEP-CD153 B ccll precursors was in pro-B cclls (data not
shown).

B cells fram young wEP-CDI15% mice have an activated
Phenonpe

The finding that B220™ cells in young xEP-CD154 mice were
increased after the expression CD40 and its ligand, suggested
that CD154-CD40 B-B ccll interaction in the fetal liver was

Pre-D
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FIGURE 6. g, CD40 cxpression by B cclls and precursors since the
pro-B stage in normal mice. FACS analysis of non-transgenic B6 (dotted
Imc;) and CD40~/~ (shaded histograms) mice BM ccells reacted with bi-
i-CD40, plus 1s idin-PE on B220-Per-CP plus CD43-PE gatcd
cells. &, CD154 expression in xkEP-CD154 mice starts in pro-B cclls. FACS
analysis of xEP-CD 154 mousc liver (feff) and BM (righi) ccells reacted with
biotin-anti-CD 154, plus streptavidin-PE on B220* gated cclls (FITC).

inducing expansion of B ccll precursors, which could no longer
be found in the periphery beyond four wk of age. Therefore, it
was important to examine the functional and phcnotypic con-
sequences of CDJ30 signaling during fetal B cell ontogeny in
ncwborn and young adult xEP-CD153 in peripheral B cells.
Initial analysis of the cell cycle in 7-wk-old xEP-CD154 mice
showed that among the few B cells remaining in their spleens,
the proportion of cells in S, G;, and M phases of the cell cycle
was higher than in normal controls (data not shown). Fig. 7, ¢
and &, show that, while at birth, splenic xEP-CD154 B220*
cells had the same phenotype as controls. As carly as 36 h later,
KEP-CD154 B cclls expressed continuously increasing levels of
CD23 and MHC class 1l. Morcover, their cell size was increased
as demonstrated by a higher forward scatter (data not shown).
These results indicate that perinatal engagement of CD30 on
xEP-CDI154 B cclls or their precursors, most likely in the fetal
liver, induce carly maturation and expression of activation
markers. Thus, homotypic pro-B or pre-B cell CD30-CDI154
interaction in fetal xEP-CDI154 mice liver appears to induce
functional changes on their progeny reminiscent of B cell ac-
tivation, followed by peripheral loss.

-O0~WT
a 100{-a-<EP-CD154
@
=
2% 10

38n 2w aw Bw

8..

0
-

CO5MFI
3

NE 36h 2w 4w Bw 12w32w

d :

%’ 24:: -
Pid 2 )
g 3
e e =2
. by~ 42 - =]

NE  ow ow 8220 (log ;) ————=
Age (wooks)
FIGURE 7. « and b, Early i and ition of an activated

phenotype by B cells in newbom <EP-CDI1S4. Lest. Mcan fluorcscence
intensitics of IAY and CD’} in 5axcd 8220 splecn cells at the indicated
ages. Right, Repr of splcen cells stainced
with B220-FITC and anti-IA®-PE (a) or CD23-PE (@) in mice of the indi-
cated ages. ¢ and d, Incrcased CDS and Fas (CD95) expression by splenic
xEP-CD154 B cclis. The experiments were performed as described in o
and &, but this umc staincd with anti-CDS-PE or biotin-anti-Fas plus
streptavidin-PE. .
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The activared B cells of young «EP-CDIS54 mice are not
Juncrional

Ancrgic B celis, before their elimination, express activation mark-
crs and arc excluded from cntering the spleen follicles, after which
they are climinated (16). The activated phenotype of the inereased
B cells found in young xEP-CD ! 54 mice suggested that these cells
could be undergoing clonal inactivation before being apparently
eliminated in the spleen. Therefore, we indirectly examined the
functional status of kEP-CD154 mice B cells in vivo by measuring
serum Ig levels. Two-weck-ald «kEP-CD154 mice had slightly in-
crcased IgM, but normal or decreascd levels of all other Ig isotypes
(Fig. 8). Thesc were even lower when corrected for the total B cell
number at each stage (data not shown), and considering that, at
least part of the Ig detected was maternally-derived. Thus, despite
the high numbers of activated B cells present, young xEP-CD154
micc do not have increcased serum Igs, indicating that B cells in
young «EP-CD154 mice are not functional, probably anergic.

Peripheral «EP-CDI54 B cells acquire expression of Fas and
CDS35, after which they can no longer be detected

Peripheral elimination of anergic B cells is mediated by T cells in
a CD95 (Fas)-CD40L-BCR-dcpendent manner (16). Morcover,
other studies have indicated that B-2 type B cells can express CDS
(39). which has been associated to tolerance induction (40). There-
fore, we cxamined the cxpression of CD95 and CDS by «xEP-
CD154 B cclls. As seen in Fig. 7, ¢ and J, in parallel with their

CD5* B cells in xkEP-CD154 are B-2 ppe B cells

Many authors have long considered CDS as a marker for the B-1
type B cell subset, which uses different sets of H and L chain V
region (41). Transgenic cxpression of rcarranged Ig
genes that use V rcgions belonging to cither B-1 or B-2 rype B
cells leads to development of only the B cell subset corresponding
to the V region in the rearranged gene (42). To determine whether
the CDS™ B ccll population present in «kEP-CD153 mice repre-
sented B-1 or B-2 type B cells, kEP-CD154 mice were crossed to
mice carrying rearranged transgenic B-2 type Ig H and L chain
genes specific for HEL (22). This cxperiment wus important for
two reasons: first, to define if expression of a rearranged Ag re-
ceptor before CD40 ligation could rescue B cell precursors; sec-
ond, becausc these mice should only develop B-2 type B cells, and
therefore, if CD5 were only a B-1 cell marker, no CDS™ celils
would be found in double tgM for anti-HEL-<EP and CD154. Fig.
9 shows that HEL-binding B cclls in anti-l1EL-«EP-CD 154 double
tgM were CDS™* with no remarkable ditferences to kEP-CD154
mice. These results indicate that CDS5 * B cells in both kEP-CD154
and anti-HEL-«<EP-CD154 double tgM are B-2 type B cclls and
are, thercfore, in agreement with obscrvations, that CDS expres-
sion by B cells is not restricted to the B-1 subsct (39). Morcover,
no B-1 type Ab specificities were detected in «EP-CD154 scra
(data not shown). Although, Ig transgencs did not rescue anti-
HEL-kEP-CD154 double 1gM B cells from deletion, this was
slightly dclayed (not shown).

Di ion

acquisition of activation markers, xkEP-CDI154 B cclls b
Fas*/CDS5™. remaining positive as they progressively decreased.
Thus, the expanded B cell population in kEP-CDI154 micc express
surface molecules, which are involved in deletion or tolerance in-
duction and resemble clonally ancrgic B cells.
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FIGURE 8. Deccrcascd scrum Igs in xkEP-CD154 mice. Scrum Ig levels
of control (@) or xEP-CD154 (O) mice at two, four, and 12 wk. Lincs
(xEP-CD154 dotied, control, continuous) rcpresent mean valucs. Results
are cxpressed as arbitrary units defined as the reciprocal valuc of the di-
lution nccessary to reach an OD of 0.5 at 492 nm. and arc not corrected for
the number of B cclls.

We started these studies with the hypothesis that constitutive ex-
pression of CD 1543 by B cells would lead to B cell hyperactivity at
least at two levels. During ontogeny, CD40-ligation could bypass
tolcrance induction in immature IgM ™ B cclls. On mature B ceils,
CDA40-ligation could lcad to hyperactivity and, possibly, autoim-
munity. Unexpectedly, the result was the opposite, transpgenic
CD! 54 expression by B cells drastically decreased B cell numbers
in adult mice. In contrast, during fetal life, CD154-CD40 intcrac-
tion induced B cell expansion and cxpression of CD23, MHC-11,
CDS, and Fas. Thesc cclls were functionally-impaired and were
apparcntly dcleted in the periphery.

The essential role of CD40 in mature B cell differentiation and
isotypc switching is beyond controversy. In addition, CD40 liga-
tion rescucs B cells from apoptosis in germinal centers during
affinity maturation (43-46). Howcever, the later is not so straight-
forward, as CD40 can also facilitate climination of tolerant B cells
in a T ccll- and Ag-dependent manner (16-18). Ligation of CD40
plus Fas on the surface B cells rendered tolerant by BCR-signaling
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FIGURE 9. CDS5 cxpression by xEP-CD154 B-2 type cells. FACS anal-
ysis of spleen cells from non-tgM (WT), anti-HEL H and L chain-genc tgM
(anti-HEL). doublc anti-HEL/«EP-CD154 or xEP-CDI154, staincd with
B220-FITC plus CDS-PE. Data shown arc the overlay of rcpresentative
histograms of cclis gated in B220™ (grcen fluorescencc). -
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when immature leads to their climination (16), indicating that tim-

ing of BCR ligation is critical for the ¢ e of CD40-signaling.
Moreaver, CD40 ligation can inhibit proliferation and Ig sceretion
by normal human B cells (18), | or B cell lymph

(47), and hybridomas (48). Thus, CD40-signaling can mediate ci-
ther B cell survival or death in different situations.

Studies on the role of CD40 during carly B ccll ontogeny are
scarce and in some cases conflicting. In one study (49), CD40
ligation on human fetal BM pro-B cclls (CD347/CD10™) inhibited
i1L-7-induced proliferation in vitro, whereas in another, it induced
surface Ig ncgative human B ccll precursors to proliferate, acquirc
expression of CD23, and to become CDI10 /surface Ig™, in re-
sponse to IL-3 and other eytokines (S0). Although it was reported
that CD40 expression both at the cell surface and mRNA in mice
begins in pre-B cells, which are refractory to in vitro CD-40-stim-
ulation (51). in the current studies. CD40 cxpression was cvident
from the pro-B cell stage both in normal and in xEP-CD154 tgM
and was functional in vivo, as demonstrated by the CD154-CD30-
dependent B cell depletion in k EP-CD154. [t is unlikely that this
merely reflects an increasced susceptibility of pro-i2 cclls to signal-
induced ccll death, as newborn «EP-CD154 B220™ cells in liver
and peripheral lymphoid tissues were expanded. Thus, the pro-
found B cell deficicncy in adult kEP-CD154 mice was duc to a halt
on B cell ontogeny during pro-B to pre-B cell transition in the BM
as well as to peripheral loss of fetal liver-derived B cells which
resembled the phenotype found in ancrgic B cells.

CD40-mediated apoptosis has been described for transformed
nonlymphoid cclls (52), but the mechanism involved is unclcar
since the cytoplasmic tail of CD40 lacks the TNFR family death
domains. We found that B ccll precursors in adult BM, but not in
the liver of newborn kEP-CD154 mice, expressed Fas (not shown),
However, in the latter, peripheral B cells expressed maturation and
activation markers, and became Fas™ 36 h after birth. Although we
did not show the involvement of Fas in the loss of B cells and their
precursors in kEP-CD 153 mice, taken together the data suggests that
Fas is involved in the apparent B cell deletion in this model, and could
explain why this loss is delayed in liver-derived, but immediate in
BM-derived B cclls. As in mature B cells, CD40 sumulauon oi'c.xrly
B cell precursors could ind Fas expressi resulting in ir
susceptibility to apoptosis (53, 54). Overall, what this implics is not
readily apparent, but suggests that B cell development in the BM and
in the liver, is governed by ditferent signals.

The possibility that kEP-CD154 B ccells did not undergo CD30
ligation before leaving the liver and the CD154-CD40 signal was
instead delivered in the periphery is unlikely for at lcast two rca-
sons. First, liver B cells were expanded in kEP-CD154, and the
only possible cxplanation for this was an increascd CD154-CD40
interaction. The second explanation requires the assumption that
only B ccll precursors recciving two signals were the argets of
climination/expansion, and if"the same stimulus led to both cvents.
The first signal is mediated through the BCR, and the sccond
through CD40. If this is true, xEP-CD154 pre-B cells would re-
ceive the dual signaling event. Although the signaling events fol-
lowing CD40 ligation in mature B cclls arc synergistic to BCR
signaling, Jeading to a fully activated state; in immature B cells,
BCR signaling lcads to anergy or ccll death (reviewed in Ref. 39).

‘What could the current findings mean in normal mice? The pre-
BCR is a constitutively signaling molecule (37) that plays a role in
positive sclection of pre-B cells expressing a functional H chain,
apparently without additional signals. In contrast, the BCR on im-
mature B cclls signals only after Ag-binding (which is predomi-
nantly the case for sclf-reactive B cells). This takes place in the
periphery, in the presence of CD154 expressing cells, which do not
normally appcar to be present in the BM or liver. Hence, in the

periphery, only autorcactive, immature B cclls would concomi-
tantly signal through the BCR plus CD40. Such dual signaling
would delcte immature B cells, whereas CD40-only signaling al-
lows immature B cells 1o continuc their development into maturc
18 B cells and further (55, 56). This hypothcesis is in agreement
with the finding that CD154-defective individuals have an ex-
panded B cell repertoire and persistence of many autorcactive B
cells (33). As therc is no information in the litcraturc concerning
CD154 cxpression in the normal BM and in the present study,
normal mouse BM did not contain CD153 mRNA (Fig. 1), we
propose that this mechanism takes place mainly in the periphery.
In kEP-CD154 mice, B cell precursors undergo homotypic
CD154-CD40 interaction at the time their pre-B cell receptor starts
signaling. Like «£/-CD154 mice, all cells with a functional pre-
BCR receive both signals, We interpret this as that they are suffering
the same fate as immature autorcactive B cells in the periphery of
normal mice. The natire of the second signal could not be only re-
stricted to CD40, as cxXpression of other surface molecules, including
other TNF-TNFR family members (57) can produce a similar effect.
This could also have implications in pathologic states of imniunc
stimulation, where activated T ceils could cnter the 3M, thus provid-
ing CD40 signaling, which could impair B lymphopotesis.

The failure of a functional BCR to rescue B cells in anti-HEL-
xEP-CD154 double tgM is not clear, as these mice should not have
sutlfer B ccll loss in the abscencce of their specific Ag or Ig crosslink-
ing. unless low affinity BCR-Ag interactions were taking place in
the BM, according to our hypothesis that BCR signaling plus co-
stimulatory signals climinate B cell precursors. The delayed B cell
deletion scen in kEP-CD 154 mice suggest that additional mecha-
nisms arc involved.

One last relevant obscervation of the current studies was the find-
ing that most B cells in kEP-CDI154 were CD5 ™, and that a trans-
genic B-2 type BCR did not prevent the expression of CDS. Ac-
cording to the hypothcsis that B-1 or B-2 type phenotypes are dictated
by the BCR V region usage, this indicates that these B ccells are indeed
B-2 and not $3-1 type cells. CDS expression by B cells is not restricted
to the B-] subsct, as activated B-2 type B cells can express CDS (39),
which could be a marker of sclf-reactive B cells undergoing tolerance
induction, as this phenotypc resembles clonally inactivated B cells
(16, 40), and is compatible with the hypogammaglobulinemia secn
in young xEP-CD154 mice. Thus, CD40 ligation on late pro-B or,
perhaps, carly pre-B cells prevents their maturation, which is im-
mediate in the BM but delayed in the liver. Fetal liver-derived B
cells in xEP-CD154 mice move into in the periphery, after they
further expand until 4 wk of age, after which they can no longer be
found. Such expansion and apparent elimination is likely to take
place in the spleen. The cellular mechanism responsible for this
event was not defined, but it has been suggested that T cells are
responsible for the climination of clonually anergic B cells (16),
which could be similar to our findings if the expanded B cell pop-
ulation in kE£P-CD154 indced represents clonally anergic B cells,
The roles of Fas and CDS cxpression on B cell fate and function
in kEP-CDI154 mice, respectively, deserve further studics.
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