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Resumen 

Los linfocitos B requieren de al 1nenos dos señales para su activación, expansión clona! y 

diferenciación a célÚla plasmática. La primera señal corresponde al rcconocimiénto antigénico 

por medí~ dél·r~ccptor d~ linfoCitos a; micntrus que la segunda~ scñalcorrcs'rfor1dc a:ú;,u-.Scña~ 
co-csti mul~dora; pr~p()~c¡·()ri'~da .. ~or el ... t .in foc i to .. T CD4 + 'activado. . La pri l11crd s~ña 1; . en 

::~:·;:.~::~i~Thi~f 11&Ji!f If~1~~~~y~·~"2+~~:'~~.:r::;.:7.:,:, ·~;J:~;::~::.::':: 
el m anté~in1ie11t~_d'e±I ~2tóleráncia'.~~ritralo propio:S in embargo, a p ésar.d ~ que d l1rnntc 1 a 

' .'~; ' . . . . - -. , .. · u: .. .--., .. :·~~<' 
..... , :··~·:·:\·>\~:;·;._;:;¡;~~.\- '•, ;.~':.-

'·:~'.·' ,_ ti: -~·· - :~·.".~J··· 

~·"::::;:::·;:;~::. ::·~::~::r:!;;;~~i~t~!~~:~~~ii~~~\~3;'.~~:1[:f ::; ::;::: 
absoluto de' linf"ocitos B periféricos en.ratones adulfos:'':Cós','linfocitos·s ·expré~arón marcadores 

_ .. . ~.- ·_ - ·· ... · • .. ;-. ~- ...... · <·:~::.:;;~::::':·/:l~i'..~~-,:~::.:ws~-~~::~>";o.-~ :·~·>·-----.:+~.:.:..~->:·:":::_>,-~;·-~:::.:y-.:. ; ::-<<'>:~.; -.~----:< · /··:...: .. '.."' 
fcnot1p1cos de act1vac1on y rnadurac1onc()l11~·,1A-:¡Fas;'.y (:023.en i;u ~l1perfic1e.M1~11tras·que 

~~;ª~Sf I.;;;~~~~t~i~~k~i~!lll!~r~:J~f~i{lijf iitJ~ 
autorrcact1v1dad:c"Aunqu.ecc.una .·gran>{proporc1on :,· dc.7 los' lmfoc1tos·,;,B /de '.0ratones.;::transgen1cos. 

:~::~.i¡~1~!~~&~~~~I~~!~~f~it~~~~If ~§1¡t~iH~l~]r~~:~~. 
de C 040 ~e~ende cle.J a·~tapa ont~génica;~sí~ onfo d~l,~ itio·a11atón"ti•c? e~ e 1 C¡ uc ocurre la 

i nteraccÍón '~~~;coi 5~} ~5·¡ ~i's~o. ;~c;¡;;g¡d~·~,~~·¡,'¡;;~~~i~~ a:?~t~'i~,~~~~$ci~¡¿~ d~' .é i crtos. éo-

receptor~s m~difi;:,a la int~nsidad de Ía s.;ñal izíi°ció¡:; c1.;1 ~éicptor d~ linfocit~s B. moldeando los 
- --- .. ··- - .,, -_ . ' ·. . .- - .-~ - - . 

repertorios iíeonatal y adulto. 
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Abstract 

B lyrnphocytes require at least two sets or signals for their activation. clona! expansion anu 

differentiaÜon into plasma·cells. The iriitial signals are delivcrcd by antigcn ihrougl1 thc B ccll 

antigen recept~~,·\~her~asflhe·se~ondset is delivcred by antigcn~pri111cd CD4+ Tc'C:'1Js: ,B cclls 

:::~~:~~¿;:;f:tt~r~~~~~f g~tg~~?<l~:ti: t:~~1~:1:º~<l ·;~~n~~,:;:,.r~~:~:~:~;¡~:::e;;~1;~~j¿~~.~,.~~~~ 
tolerance. Alth'~ugh'durin¡J ontoge.ny. B cellde'1elopment also depends on the c:onjugation or 

signals, iJ~fg~~~&~{~f,~{Fcies tl~~~~ cÍeÚ~.;~~d b;;ti1¿·~~tigen receptor. r~niai~~1i:,~f~W·'~31k~~~wn. 

In tl~i.~s~,~~~;:~~;~~~gic~·w~·r~1: ·~¡- cc.-s~it~~~;l~ti?n thro~gh the CD~,º. ~e.c~~!~~·i?L~;,¡·t~~~l1.ocyte 
activat.ion ilz ~vlvo;··as ~vell as In the brea,kdown of imunological tól~r~m~e ancl ~dúí-ingB cell 

::::~:r~~~~t~~r;; rg~:::;~:~::~·:;:~;~1~;ff j~~~~~~~;:~:· 
followed by,a drámatic r~duction ofperipheral B cells.persisting· thr_óugh adult119od:.'Peripheral 

·. · · .... , --· : · · -:'-~-: · ·' ·., -· -:- ·.-. "".::- · .... "':: ,,._ -: ~. A',""s~-- ---~ ;;:_:·· :·., ,~: :-«~:,,- . .;: :.' :. , .·· ,_. :·.:, , · :, ·. _;~_~· - ,_ .... ;, .- .- . : ::· ... , . ·. ·-. _.. _·- ":· -, .:-<' ,,, ·:. ·"' i .... · ·~--:-·:··">:.,_.·:_; ..-.\ ':"': _;; "!>'- :·,;:. ::·:-;· \ >',· '. ·· 
B lympoeytCS·preri1atúr~ly'e'Xpresi;cd ac.th~ation,.anéJ maturation. sur fa ce 1ú:irkers:~llcl~·· ~s •'~A. 

:::?!:t~f í:t~~i~~~K~~r~5:E~.~:~::·E::~z~:;1~:1~ffif ~~:~f r·:: 
evideri~~-ri,rri;'.;t'.6r6a6ti_;ity: AÍthÓugh. many remaining B cells wcre ,cos+; these 'wci-e not or the 

B-1 subsei~ - .. 

Our results indicate that _thc outcome~f B cell signaling thro_ugh the <:::040 receptor depenus on 

the ontogenic' timing and anatomic loeation · whe.re the. aCtivation cvent takes place. They al so 

support the notion that co-receptor ;ctivá;i~n modifie~ th~ lntcnsity of B eell rcccptor-derived 

signals, inlluencing the sl~ap~.ofthc neonatal ahé(adt;lt B eell repertoirc. 
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l. Introducción General. 

Los linfocitos B son células altamente especializadas en el reconocimiento de antígenos y en la 

secreción de gran cantidad de moléculas de inn1unoglobulina antígeno-específica: 

Los linfocitos' B~· :~n ·~orijt.lt1to,'. ~€::c~noc6ri una gran diversidad de antígenos a través de una 
-- ·'o.e-- -..... ·-···,_.'·.,__-._.--.c ... -·,---.-~ .• -.-.,_;.,_._;.··:·,--.·:<>~·",.:::,,';, ............. -::-~~--- • --

ínmunoglobuiina de süperfici~.dcno111inada rcc~pto~.del li':1focitoB· (RLB). De acuerdo con la 

:::~:i:.:i~:ie~::::1:J!~a~iíe:.t::~::~fa~i~¡·~~i~1~;~;tijJ1~~nc:n:·~~:~:e~:;~:í~:o~~~i:0c~ 
encucntroan'tigénico, .el •linfocit~.B cscajJaz~·~~;~roiif;;~ar, generando progenie ét.iyo RLB 

conserva ia ~~pc~itlcid~d ~riginal. y ticÍ1c ¡~ cu~~c;i~tt~.·d~ <lircrcnciarsc a célula plasrmíti~a. la 

~Jli~;~~~E;i:~~~~~~~f E il~t~I~E~'.f~:::~I~~J#JJ~}~~!;~l~1f~ 
los postulad()s de la hipótesis de. la séle~dón.• clona1~·; t:,i.nto, pura.: li.nf'?citós~i Btcoi:no para 

linfocito°;; T. ·' ''' :; :.·.;~; · 3: > :\:;:/<o~•i'<;f. ·.·, 

;:::;;~ t~Thi1iii;,~;;¡{~;l&l~{~~~%~~~1~1~~~~if ~f lit~j*~t~;i::: 
conceptos'teo,n_c()s,.so,bi:e.ilos;:cuales(se[_t.rabaJa.,·ent,el:es.tudro;de•la·.·'.inmumdacradquinda .. actual. -

· · -." . ·:: ·:: :.::. O'.~.~~,,·~·. _::\ :· < ;.:;,;:~::;:;~t.;.1,~::.·?.'>[ ~_'t~:;:.;:.~·¿.·~"7~;,f j(S.~\;:~~J':.:;:;..1;~~::~;:·.~:¿:?,/~·::,;;~~~~\c:'~~~;,:·;~ºJ'.'~~~:>:~'-; ~'.t~~' .~ht.·:;;~~i-\":,~·~ .. ~.b'.,\'i.:.~~:,f.;:~{-::~--;;l{:'~;.o;.~1{';:i.::;"f';i.:.-i: · :·:< --/<· 1 
• : .;.­

Quizá: la ri1ayorJapói-taéióri 1 eri 'este\semido's·ea:"d; ri1odélo :de'áctivaciori·:del lirifócitos·~¡)cfr dos 
~ ~ -:J _'.- -~~~e;, ::~~~:tJ~:c?; '.~;~~:;,;::.f~~;~~;.~.-:-t.~;;r.-~~~::;.)':~f.t~ :J_~;,t 0~~';:"-:·'if ~-'~~.:-~,1:~~}';:¡~-=;~~:;:·:,~~~~:.:::•:;~Gf:~-{ ;_:.;.,;_:;~~::; {~;s~~:r:~~;;i'.?~~ :p;~·f>~i;~,~~~o::.i;~~~~,;: ~-~:~ ~ ~ --:.-~:;-: , 

señales;. propuesto,:p?ra_\los,J1nfoc1tosfB.>por:~Bretsc_her,;.y:Cohnr,:;;'.:gener~l1zado'.por¡¡Lafferty.y· 

cunni.~~1~;;~'~(~.'[~J;~~~~l!i~)~~[iri~~¡~~9.~4.K~{~Sti&i~t~f}j~~¡;~~IW~~~&I~~:~1~1~~t1,~t~·~Jctos .--
señales para ·.1a activación;del' linfo'citó:pro¡:ione~él 'reqiierirnientO:'de:úna'prirnerá:señi:il antígeno­

: ·, ·'; -. -~,-~ '. <·~ ~J:::,:/: (!< ;~~~~~~:t;;z::~.-),,;..:.~:;2.:.'~.M'<~1:~:¿;¡:.~~i:-~Ji"J1~:t.~:!;';~~:-·' ~;~}·,·~;;~>;;}'f":::{~2•,:t~;.''.v'l·.·::~ :~f:\'"i,:..,::~ ,;;:f~~·:-:f~'.?,f~f!/;:;-~~:;,~;Z/ ;,;"';;~ .~·:~'-~Y-'·1-:t}!~~~:i~-r: .. .'-':;:.·:; . .,f :· _: -·. -_;· :', . -' 
espccíficil'a través' del' RLB:'o"el¡receptór.·dc'lirifocitos·(RLT)?y;de: urfa.s'e'gundá señal antígcno­

v • •• •• -"/ :-':·.;_· , ',.,:··J~;~t·'/~::.:-'~Yr:'.' ~}'.i~-~~-'.:'i:f,: ~~'..'.~~:~"(;f:I ~~<'Y~~_f'r_:~-~~:'·:<;·,:.:¡~7'i,:~---' :~~ ·J{i).~ ~:~;~:~;.{;;._:._- ~~ i,,:f7J:~;:;>)-~f:-.~-i-f;_::~:,t~~¿,,~;·-.;:..0\~~:·.<: :-~,; --~~-'.,·.- :: < · :. ;_ ·.:_ · -·," ·.- "'-'; 
inespecific·a ·' provrsta':';:dfrectamente~s- por~;:'cl ,';; patogcno.'..::(Patrories''' moleculares.· asociados ·a 

:~~:t:~l!~~f ~{!:!~lj~!~f i~F!~~f f !:.~:,~~~~]~~; f tt:::·::j:::u::~ 
l'!'T'"'1'S e·-.~.¡ \ 
l l.J~:..'¡1 ·.:-~~ -
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La presencia de un patógeno en un individuo implica que el linfocito recibirá la señal 

antigénka y la segunda señal antígeno-inespecífica, también llamada .selial co-estin1uladora. 
. . 

Un linfocito autorreactivo que no haya sido seleccionado negativament.e recibir~ lo :selial .del 

autoantigeno, más no la, s,elial co-estimuladora, entrando así en un estádo c~1í()~ido como 

anergia clonal .. La a~érgia cl~rrnl •explica la presencia de linfocitos iiuto1-rea~ti~<:>{eii i~clivld:1os 

t@lS~~~~~t~itl~~~~~~=~;:~~¡!itlt1!l!f !i~~ 
En e~t:. t~~~~.~ .•~;.·r~~~~~~.i~~~·~1 .:~~n~ú -~;~1~:,.~~;~~1;§;~t·~~;{(gJBI;~~f f :~~~{~'.~i; ~i~:~r~~[~~~J~~f[)iº 
cn·d,dcsarrolJO'dcautóinnítiriidad•·riiedinda·porHitfoCitos:Bi't~rcsUponicriélo·tjue'.cil'coridícioncs 

. ·: , ---;··.::~\:\,'~:«·:o·;·,'-''..;-·:.:; ,_,· ·~: .. ::· ~· ~; ;.· ; .. ,., .-.:<~ :·: ·:3 .;::_ ... :_·:·~~t'-;_·:··~7'::?1:.:'.\'_{.:·-y :.·~;'·,;·:\,,- '.~~~.:.;.-~-'.: ;:.~'. ·-: ;·:::>:.':~·:-~,: •. ::_- 1-.'.~;; __ ':~ ':;:::··: ['.~-~'-{': i.;\.~ '.'.i:;_:1·?~::~::;.:-~:~:;-:-:;¿._:'":;'"·~-·:~\ ... \":'·.:. , 
norrna.lcs;existen •clonas ·iiutorreaeti':'as qúc nO•~cm selccc_ionadas: ncgativa1iícñtc\dürantc la 

lin¡opo;~sis y-q;_;~ pe~mané'~éri ii"né~gi~hs\i~~ido ~ 1h ;uscncia de se~aic;~-~~~6~üT~iCí~:~6rfis: ~os 
prcgu"ñtamos si propo~cio~::inci6; ~~; ~cilal có-cstimuladora en forma consÚtuti~á-'ctlírdíltc la 

ontogenill · ·de linfocitos B ·es suficiente para activar clonas autorrca6tivh~ :·causando 

autoinmunidad. 

1.1.0ntogcnia de linfocitos B. 

La generación de un amplio repertorio de linfocitos B con la ca.pacidaÚ ,de .-reconocer 

virtualmente cualquier antígeno extraño. respetando el universo ·antig6~!é¡:,_cp:~¿pi6; :e~ u~ 
proceso complejo y altamente regulado que inicia con la gene;ac=ióÜ)~e''.1in-f~dtbs:-~ioB 
comprometidos al linaje Jirlfoide B, a partir una célula hcmatop~yéti;ri~-~Í~~i~bt~ri~i~"i-(cHP) . 

. . : - ~-- '. .. - ·_.· .-_ .. -.. ,·· _.· ·- - , :·. •:,_· .'.:·:· ... ::r~;·~::-.!}::-:·=»::=º=<."·_,,_~-,:>····.¡:-. ._:; ·\~----·:·~ .:·.'. :~" <;':- -·. ·.·. 

Los linfocitos proB iniciím-IÓs r.earreglos de gencsdc'cadcria ·pesada":.éig,Hfpa~ác"t:>riginár 

~~~~~~2S 2t1tiifü~i~jiJ?i~~~~1~~~~1{~~'.~If~f g0~~~~ 
IgM+. Los lint6Citos B, irirl1~ciu'¡.¡;~ migran'• l~aci_a el bazo y aquellos cuyo RLB reconoce un 
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antígeno propio son eliminados fisica o funcionalmente (selección negativa). Aquellos 

linfocitos que no fueron seleccionados negativamente recircularán en los órganos linfoides 

secundarios hasta ser seleccionados positivan1cnte por su antígeno específico7
• A continuación 

se detal 1','rll dicho_ proceso. 

. . . 
1.1.1. Genc~ación de precursores compr~n1eÜdos al linaje B.- Los linfocitos B se generan a 

partir de ~na ;célula hematopoiética. pluripotcn.cfol de origen mesodérmico. Las Cl·IP. se definen 

pC>r sti·c';pacidad de generar cÓJuI'1s.dif~·;cricl~das de toda la serie hcmatolinfoide; por su 

capaci.da.d de . autorcnovacióri · (generar progenie con idéntica pluripotcncialidad 

hématópóyética) y por la capacidad <lc'·;~constituir toda la serie hcmatolinfoidc después de ser 

transpiaritadas en huéspedes iIT"adÍÜC!ó~ 8:·En; hígado fetal y médula ósea de ratón, las CHP se 

dcdnen c'~n base' en la ausencia cÍc' mh~cadorcs de linaje diferenciado (lin·) como CD3. CD 19, 

Mac-l;Tcrl 19, ÓR-1. a~1senc:ia·~e CD27, así como lu expresión de Thy 1. Sc:i-1. c-kit"ªj". 

MHC-1ª 11º, VLA~4 9• 1 ~ .. · 

En el ratón, la· ·e~itrC>poyesis primitiva comienza en el soco vitelino, alrededor del día S de 

gestaci.ón;.1;' oi; primefo·s precursores de linfocitos B se dctect:in en l:i piacenta·y c ir9uI.:.ición 

embrionarí~s ~nfr.;Josdías 1 O ª .. 12de gcst:ición: La máxima producción de IirirC>citos B~ que 

expresan R.:i.8:(i1;M~~~n :superficie) c'ri lactapa prenatal, ocurre en el hfgaC:!í)"'a" 
7pa~i·r :d~I día .1 G 

.. e: .. ·: .. :>~/.·~-/~~).·.:{-\l;·'",Z.~'--.~.,,~, - ._·.~- : ·> _.·, -: · .. _ · ·-. - -:. ·<<_- ,_·. ,_,.,:::;~_;.;_.;·::-·:.t:,·~?-:..;~~'.-:::;'.o"·-,~-.-¡-;-;;--7;.'~~:'.~· 

de gestación/y alca"::za.~5c.~:·máximci en la etapa perinatal. Posteriorri~~rit.e;~ lajnnfopo_.Yc:;~is B 

::::::;,:,~~~~~!~~~~~1~t~~\"~·~~:~1;;.;,.·;fd~::~t~~~\i~w1~4~i;t" 
::n:~:::·::;:i~!~~i,Yilá~~~:1¡~}~ii~l'k~íii~~!~lt~¡~¡~~:: 
progresivamente' lim1ta.da>. Reéiéntemé.nte;,s an{idénti ficado 'ün; tipo·.-,de: cél ula'·céirl' .. potencial . 

• • .-. :·· , .;,~: .. >·:::_;-:;~.~· ;;_;.:o.;.:-;i.:'-:':.,,~u--rij_;,:'~--~~°.::f"'-~-1.Ifr.,:1~:):~/¡?;'-'? ~~:-h·:;~~-~r-::·f_:.rt~::;;,;:•;·;f:.:z''1.1.~;y~~:·.~~:-;~F:'i:~:):~~,,\~:;~'.t:??S-.;:~ -r~:-:~:·:.···-~~~~:-~---:,,~·::~-.~~-:~:?'~ _: · ~ 
restnng1do a la .estirpe_' Jmfo1de;"'~denom1n·:ido.:precursor;l1nfo1de.:.comun ·,y· se• define:comocL1n 

1 L-7R +. Thy~1 ~; .. ·5c;:di'if~í~;~;tg~~1~~~Jciji2!'rZ't~l·r;;r~Wf~';(~·~~"h{f~if i~~}füfí¿·z~~· fü~;;;~~i''~~~~¡ dqb~c~· 
transcripcionales i:iué}lihgán.Ún p-;,p~fcri:'ic;;¡ e~ la réig~Já~fón cÍ~ iii ~xprcsión d.; genes prC>pios 

de cada linaje • h...;ht~tiop6°yétÍcC>. í\:íe~fra~tc'' Oiutágénesis dirigida de estos factores 
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transcripcionales en ratón, has ido posible definir 1 a e tapad e dif"erenciación en 1 a q uc cada 

factor juega un papel determinante 13. A continuución se describen los más importantes paru la 

diferenciación:hacia,prccursores comprometido~ al linaje B> 
, -, " .·-<~.~~· -_,.--.-i --r-

PU.l: És tu.;· rdctbr t;an~.;;¡pcional de la., forililia, eÍs:- ~e ;;xJrcs'á en to#,,,;s:;es-~;;éltrlas dd origen 
, ... -·,-:·:··;··-·,-·_,..,-,_-~-,_.o·.,.,.''"--'.·----- .. -_¡· _.,--.-, .. ,,_,-.-. --, .. --_.•,'>."''.-;_ ... ,:·:·";~.'·-:- .. ·'. -.F~·-;";_-~·.c_;,'···'·,/ ,»::· .... ·. ·:.:· . .. · 

hematopoyétko. Los rqtm:ies PU.l :. mueren .ci1 la etapa ¡:i,erinatalycriréccry oc linfocitos B. T. 

Pmuac.lro_·cfisa_geossc,e:grn'·cª1:_a?_¡ú_lp_•~a--~r-~,-_i1'0_-l_sa~:P<:l".().:~():dc_eriir~.;it()rn.i_·-_de:rncpgo;0tcca1_1·.~c/1ºa.cliir,?e•:ssOt•·r~P1·n~~:, .. dloo_éau·'ª1_u¡·.ss'cc.r~1·erccl1·1'111~01 c-
n1iel~ide 14

•
15 

gé~craciÓn de prcéUrsor.;s de -= : - , .·. .. . _,. 

. - . . . 
Jkaros: Es un grupo de4 proteinas ge~eradas por empaÍ111e (.~¡,Uclng) al temo, que pertenecen a 

~~~~E~~~~;~~i{i~lli~~l~lii! lil~i~E~~~~:f~~f {,i~ 
unión a DNA, tiene una ·aUseitcia;:co'í'í1plcta"aé:'c'c_IUlas'~K~'ilirífocitos B y linfocitos T. En este 

- . · , -. '.> .. ~'."{_~: (~fi;:~::. :::~~::;~,;·~·-~;;;¡¿'<;.M:~~~:~j:.~~.~;¿·;k~"·~~~"~~t:.i~~: -*~~:,~:.'::;;,:~~~ ~,~\ ::_, ',;·>: .. :, ·-: -:· . · · · 
modelo, la proteína mutarite·actú'a'coitio'::doií1iriaritc:~negativá' qúc.dimeriza .c?n. otras ._prc:itc.inas 

:·:,_.:-,.:::·;: ~ ~~·<:;:.\r\;_¿E,\~?.:.:·.~;;:"7~';::=-~f~,;.:r¿~-rr\·~:~L:.~?}~J-~,,,.:~:., ·.:.fti.,;·rii-~~~~,,_·-: "'-·; . .: ::·<. ,< , , - .. _. . . , '... , .. . -. : . _ .. 
de la familia ikaros siii,c'ai:íáCiaád:tae'!unfrsc~'alfDNAt,?;'~Erifo.nces'~ikaros paréce ser necesario 

para Ja generación. d~i pt~~~f~~~'~fÍ~CfJf~~~li;f~~t1~;)¡~~~JCEj~f f'g~kt~:~t~~:~~_:l ~:J_~>·~~Y\~(,• _;( 
~Sf ··- . -· '-~i. :.;;:;~~-~: .'·:~> : .. --: :~·.:·--'.- ~~) ;r~:. :<":f· ,. __ . :.·-_: >?~ ·:_, ... <·- ~ . _ . ·~Jf-~¡·f:·.r~ú;;'t~~:~~~~~'?'.l~{:/;;:<f:,;·,í(· . . ... ·.'.~1{.~i<. :~;,~i:,;c~-~;_. .. ;:~/:;~~:·?;,;;~'~:7':_,~<-:·,~;\·~:+·t:~'-::;i·-_:?.-_: .. :·.-: 

E2A: Es un factor transeripdona . eterodimérico de':laJamilia~bHLH-.(hélicé'.:asa.,-hélice básica) 
· -. . ::~:-:'~; :;- _;::· '{S:' -,\t~;,:\-;'~;;~{~7;._?;;!_~ ~~;.~·~:~;2ú9:::-~::¡1':-~:V-'~~¿::;'. ~~;.;~~,~-\~¿'.';:f~;.;r:;.~l\~:'.?~·:t/-::~~: ,~¿:i~ii'-:;~tf:01~1i~>.é::-~~,.:'.i'.:,~;:~~.i!;i.· '.:Lf/~~,;."?;::: ":.: :':· ,._ ~ 

compuesto de_.E_12·:y;E47;•cSl1 expresion·"·es,ubrcua:-:Los ratories'.E2A·,~_;_¡:irese"ntafralta-m'ortaliclad 
- _: ,- · • :-:,;,, . · ·;· ·: ~··' .. :t;;>,¡~~·~:~;?~·.:~;_:;;:,:-.~~~::·~1~:·~z~~~ .;;~k~-:::: ~:~ .!-~" :;.~.>:·.,·~~ :·. ,=,::_ .. ¡; ::'.::<t'·. -:;}~:\~-~11~:'1~~,~.;:,:,t~>:"';~·w-~~-~:: \::·:';~~-i:-::;1:,,:~}::j;~~;"J-!.~;_~:\~~ .. ~:~.:-.~;\~ ~:;r:::·- ·>· 

peri natal, __ car~~~n e"sll<!C:Jficame°'té;f de/ li nfocitcis" 9,;Y{¡:>res'entan¡Olln ~"d(!~~rfoUoFaJ1()rnÍa.I •· .. de 

:::::~::1:~~~~~r01~ti:::=:~:::.:~:::~J r,~~~~~[~~:H~f~~r~~t!:~~ 
y que E2A:~;;¡;~o;:~¿g "ser indispensable pura la gener~ci'i~n • <li:"- precursores linfoidés B 

comprométld~i 18:,Í•>;: 
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EBF: Pertenece a una familia de factores transcripcionalcs que se expresan en neuronas 

olfatorias, adipocitos y linfocitos .B. EBF sólo se expresa en linfocitos B a Jo largo de su 

maduración, a excepción de· las .células plasmáticas. EBF es un importante transactivador del 

gen mb-1 que codifica para. la subu.~id;d: lga del RLB. El fenotipo 'de 'ra.lones EBF"1" es muy 

similar al de ratones E2A, \rn'cis· carece scl~ctivamentc de H~focit<'.>s· B. en estadios de · 

maduración posteriores a la etápa proB y carecen por completo Cle, los prinícros i-c:.lrr.;glos D 1¡J 11 
20 

, --., 

Pax-5: Pertenece a\ la faÍi1ilia: de : f-,",c!6rcs ¡ranscrip6io_n~lcs· · .;on· do.miriio de unión. a· DNA 

llamado ho111eoflominÍ'a pai·e{},/o;Estaf;miÍia participa en' diversos procesos orgunogénicos y 

particularm.~~te":P~~.S)~nii~é~~\;i rófu~ació~ ~c!sYsí~n1a.ncrvioso centr;I. Pax.:;se: expr;sa en 

linfocitos s· ~ lo _l~·~go,ide .todo su desarrollo ; exccpclón 'de·.células plasmáticas.' L.os ~alones 
Paxs·i-, c~r~¿·~·;{rJ6'.'tif~·rJbi'~b~·~~}ri 6t~pas pcistcri~r~s ª: linfocito. proB 21 • El bl()cjucci en la 

madur~c:i~.n':.~~;~~55~t~~~~;~;~f~iif;;;.i1.··~L>,~ci,:~~d6<~~1. ;,,iui~nt~s d~ EZAy EBF~, pu~sto qL~c los 
linfocitos:proB' dc;médüla ;ósea'cn'ratoncs.,Pax 5 - si tienen rcarrcglos D11J11 •. Sin embargo. no 

_.:,-. ~-:'-:'-··:~·S,_'.;'.~~:~}~X--"·.'.:'.~;;·;,:::,.f:::y~:-.:,~~\~::'.:;:.:~~".r:.:~-~~::_:·'.:'.-:_.~-'-<,:_ ... ---·/_'.:.;: ·>·< :-_'.- ', _ -.· __ ···" ;. _, .. r.· 
es p~siblc identificarprecur~orcs linfoides' Ben higadó fetal de ratones Pax-5" -- Las razones de 

esta d{fc~~~~i~'t~g~:~'(i¡';:'d~~;i;.~;,;;~Ü~sX·:: -~f;' ,:.·_, · ,; ... · .. · .. · . ·?: · ···· · 
.. :;~·"·:: _.i~~::.~~f~,~~·~''.~¡. t' j::>}C.::'.~-,>'~ ~·->.:".', .\.~i~··~:•.~;>._,._. ;·--:;_· ,_ ;.;. --. ·:~;~ --~'~·:· .. >~-~>·· ~~:·~~;>·~ .. -_-t···· 

'~· . T.. __ .. ~:~:;:·~- '..~<..'f,;. :<:;·_. -- -\ - :-.:<: .. ·.• .... ·.-.-~~:-1:.~~-.-:·.·.:::-.: .. .< ,-:··::'." ··: --· /. _,_ .. ' -
.; • •·:.~,;:"o".:·;',~-';·'..1;·. ·" ., , • •· '·:"/?,i~)-.. ,,·:.·.•.·.· ¡· •. ·:~ ,::., ..... ,.. ·' · 

, -'.':_:-;L. .. ~~-~~-~~-};7:":~1- _ . _ J~-¿~·~: 1~-{·.~{:~~;~ E~·:;'':\-;;,_/:~~-;>-'.·::,:;\::-·;_::.:·.-....,.,_-~-:~·:., .. -~~~·-, ~-i:-~--~::;:'_r:·:~~::~~._:;-:t~::_r :<.-?·::": ·-~~:·~>! .:X·::,~ .. F. -:_ - 1. . • . .• 

El mecamsmo .. por. e.1 ·.cual,~.ax-S:es,neccsario. para.: 1.a. progres1on:dc; lmfbcltos •proB .a .iinfocitos 
_:: _ -, : :'.~:~-~ .r}-~'.>.~: i-j}~~~~\:~~.&t/-~~'.~~~~1;1}9(::~'f[.~J~:~::::~?i'i:2-~-;~::··;::~,: !'.:'~;.>;:ró:-;;,t,~,t~:::,;:'?·.:~J~~"-;~+~-~~~·'"~~.~~-~~~t;::~:;?Y.-~(~_\'::;:\~· ::\:s·., .'.~:.·,s-7:-:-> :f·'· ~ '\ --~·_; : , -~ ~ ·. :. : ~: : :· -. -

preB apenas• ,c,om1enza.·:a \ entenderse.';,Pax-:>: parece:,scr;necesario_;para" 1nduc1r~.1a ,expres1on .·de 

CDI ~· ,,,~~k~~~~~~~l~l#.i~S"i~~~ . . .. ''~~~~\~~~~~X!15!~~J~r~é~!~~1r~:~~#i~{~~~'.i~~.:~.ll:en~~n 
ocumdo rearreglos•D11"'.':7Jí1'son'capaces: e.generar:d1fcrentes'hnaJes ·rn'.varo ~··"· La ehmmac1on 

condici~.ff ,1J~~¿~tfJ'~~1;:~¡~j~~¡~~b~~~f~~~:~~~~!i~~~;[~;fFl~!~~~~~l~:~{~.~¡~iJ~~I ~· ~i1i,:iJ~i'c9·Je la 
expresión :de:marcadorcs '.específicos' de.<linfocitos"\B;·•así:'con10. la .adquisición· de 1ilarcadores de 

::~:1:iá:~i~bf~1nf t~áJ~~~if~l~J~t~~i~Jlf~~l~~t~§~t~c:;_;:~-~s1:n e~;d~~nc~: s:e~~~;~. 
que el pap~I ,;ás irnJ~·ria1ú~ cie:P¡,¿5:erÍ.cuiinÍo 'al desarrollo de linfocitos B es mantener el 

compromiso al linaje B'ál su'priinir:opCioncsdé dif"ercnciación a otros linajes. 
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La acción concertada d.c •. al nlenos. ·los factores transcripcionales mencionados tiene con10 

consecuenCia la .generación de. pr.ecursores .que expresan genes propios del linaje B y que 

perdieron la C:apaeiclad de expresar génes< necesarios para la diforenciacÍón a· Ótro~ linajes. Los 
-', . ·'~. ' .- "•,'"." :~·--." . -:;.·:·-«,:/ ".\ ' .. ' ·-;._ • . .· < ••• - • • • :··- • - ' •• ·: 

genes .cuya,ex'pies'iókes ... cruciáLpara .el .. de~árroilo•de·.1infocitos·.a son aquellos qüe-codificun 

~::-~~:~J~~~~~J1~~t;~~i~G~t~'l;i{~".:~r1~i":~~~~0~~~}t~t~1?G:·i:º º:: 
corí1poneñtes.delá'maquinai-ia de:fransducCiólí dcséñalcs dcrivadás:dc•RI:;B;t.._7 · ..... 

- .· .. -· ~~,:·~~··~:~.·,: .. ·:·:~~:- .. ; ~-·.->:. '.•· .~·.·; 7 i;,~:;~,~;-1,~t:~H~;~;_·~~~i~~~.ttt~~;~;W:_'.'.?-~'Tf :.· 
1.1.:Z. Generaci?n 'del :rece1>tor_· • prcB.: {l.a' -:•idc.ríiific-áción :. del -precursor· mús tcmpruno 

::;~º:0~dE0:'.~zt:1~~~f ~,~~;~~i~J1[~i2?:z:2:E~:::.::::::~:~ 
configuración germinal· (n'cl'reéc)mhinádos) y no expresan las· rccomhinasas Rag-1, Rag-2 ni i.5 
28

• Utilizando otros ~1~;~-,...~~·;~~~ RriÚ~k. ~t al 29, sugieren• que. el linfocito pre~proB se 

caracteriza por ser;B~2,0h."j;;-Í,¿'i:::;19·;co4-fNK ! . 1 ·; mic~tras que Tudor. et al Jo. ha sug~rido qlle 

el precursor más teriiprano'.:<=omprometido al linaje B se caracteriza por ser B220"0 j0 /CD 1 9· 

/DX5"/Ly-6C"/CD24~} ;i~d~·p~ndientemente de los ir;ar~~dores: ~tilizados; e~tos pr~cursores ,-. '.,,,~, -., - - . ' - -., . ., - . - - ·- . . - .. . - . -
tienen Ja capacidadd~''gfn'i:~ar Únicamente. linfocitos. B al s~rtrall~·fé~ido~ arátonés irradiados. 

proliferan en ~º~':~i~~rf ·~r~tcélul~s e~tromales y so~:d~-~¿~~-re~:t.é~·d,e:i;I-~·i. . . ,• . 

_. , ·>: _; \:{·{i~\:'.;'.~~~~~~,:-~_~;;~~:~~~f~,·--~ó~:\].::c::;·,;~··¡:~}~,:·_~· ,•_ · _"' _ .··•:'.···-ce_ . . ·-- _ . , _ :\ 

La siguiente'fasc'.!cte\máduradón es: lii 'denomináda ProB ·a prcB~I (de ácúerdo con Hardy 1 o 

Rolinkí 1 ;~6~~~6f¡B·;~~;;i~)/'E;;iii~.;é¡~Jrisse ca;aétcri~a~· bo~:s~; J322oboj" lCDI 9+;co43+;é~kit+. 
• •,.,__, e '•" ·" >. • ~ - "./. ~ • -

por expr~sar(J}.ag:.).\y Rc1g:C2/<le~oxi n ~cleÓtid i l~transferasa temii n~l; (TdT.·.sólo e11·.·precursorcs 

::p:~~k~ff .~~f f f ~~,~~:I~'.:J~f~:,~~~:.'!::.~+~~;:~.?.;~~::~;:~:.:: ;:~ 
B220bªJº /CD43 ... ··pueden. dividirse a su vez en. tres fracciones. s"'gún, la expr~si~n de CD24 y 

BP-J;. La-fracción A eorresp?ñde'a Hn"foCitos 8220 baj0/C:o43"'1do:H~1~P.1::;; ¡'..;~Íu;c·~·.Jos 
linfocitos prc~proB desc;·iÍos a~tcri~~~rité. L; subpobl;~·iÓh 0'i2óh'~j .. 'ico~3:;.1co24+1aP 1 ·, o 

fracción B se caract~riz~'por h~ber- iniéiacfo el réarregl~ D11J;,~-..; ~mbos lo~i. La subpobla~ión 
B220bajo/C043+1co24+¡BJ>1: se bar~cte~iz~ por el inicio de rcarreglos V11 -D11J11 31

• 
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Los linfocitos proB/preBI siguen siendo dependientes de contacto con células del estroma y de 

señales trÓfic;,~·solublei cl:>mo IL-7 33
, SDF-1 34 y unidas a membrana como SCF (fi:1cror Steel) 

y su recept6r c~kit'~n el)inf()CÍto proB35
• Los ratones defiéientes (por mutaciones espontáneris o 

dirigidas) d;;·~ll~j~Jiera'..cl~ e~tClS factores O de SUS receptores COIT~Spondientes, O '.en Josgencs 

que codifi~á~ 0piira)riJ.:~ecC>í11binasas Rag I y:?· el factor transcripcional Pax-5, lg¡3, Ja cin~sa de 

tirosin~. sd.~1~~:~€~k.%i:~~~~~~ri arres~o en ·1~ bbtF~~rón ~roB/prc B 121
• 

34
• 

3
"-4

6 (Figu ;a<I ). 
~:~}~:·::--.~.:.-·•-e_+~:¿:;:_>·:·~~-'.>""~,--.- _-,;-~\-~--~ --

~~ -~ .. -,.·>' --~~w·~.:y~~'Tji~:< ;~-i·:~\2~_::<:;~r ;_.~; ·?, , =:·-<,.~·: -~: './ \ . .,-.. < .. ·:=~.:: :(:><:·-'.,,.· -._ . : :· 
·La recornbinación1y1 ;0 1¡~¡'1'iniciá'en~la'cf~acción-Cdc. linfocitos proB y se mantiene en lri 

;~~~:~;~~~~¡~~i¡~J~~jt¿t~:~:~:~:d:: p;~~,~=~~:~~:~~::=::r;~~ 
Aquellos3hnfoc::.'t()5:'~roB-:cu.Y:o r¿a,;eglo, y 11-,,;01íJ 11 es productivo (en ei - marce> de lcctúra 

;:::~1,f f~~f~~~~~r~';j~~fº;"~;2~:,\s{:Qi:;;;;,~:á:+;~:;;tc::'1~~d'.:l/:.s 
" 

:n;~t~c~~~~~l,~~~\~~~;c~Ji~i~:J~~!Jlt~Jt~=~~!f ?! L~~:;;~:~~:'~;~:~~ 
Por otro lá.do~· en\ésia etáp:Í •oéurré la· exclusión, alélica; . eri Ja cual_ se previene el rearrcglo 

_, ·-~-- -.-:.~-.-~·~:.-----·-··-· -· . .::··- .-,- -----· - ,, 

v,,-.:DuJi.1.en eLotro loóus deigHi· fayorecie'ndo qué. el· linf()cito B contenga una especificidad 
única 7~-·-~:4-i~48~:~-:~:J-: ,_ : .. _·,:::~'~ .. ~. --_-:;;; :"?,_".__ ,_ ·- - -

Los mecanismos qu,~ m§di;~ ¡;{e}\:bansión· prolife~titiva de.linfocitos préB U grand.::s parecen 

depender -~;yoritri'riiln;.;nte'•d6J'; ens~1Í~b JÜj e co;,.~et~. de J~H ·• con .. ~S • dél redepÍ°c r ~~el3 > L~s 

~;~:f ~~~~Jf ¡ jj~f~~~~~~1~:i~~0¡:~~TS~~pf f!Af t~:~~ 
identificado lln lig~nd~-~speC:Ífi'é:c>'de) receptor preB y se ha descrito que los linfocitos proB son 
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capaces de prolirerar in virro en ausencia de células estromales, por lo cual. se asume que el 

receptor preB señaliza constitutivam.entc. so.si. Sin embargo, se desconoce si las .interacciones 

de baja afinidad (inespccífi~a~),enfre el receptor preB y ligandos éxi~iicelularc~ ~oritribüyen a 

esta señalización, d~ 1na,~éra análoga a como ocurre en. ~I ~as() ?e la interucc.ión ~entre RL F 

MHC.duran.te.I~.~e~~;~~~;~r-Ó·~j.r:0d~.Iinlbcitos Ten eI .. :~::9~s.:n~.w\~~~~~:y,·~:3~i;~~ni~:~~s.~.sJ. 

En ·cuan~~ ~~~~~-~~~ifab~~}~}::~~:~~io~~e~a.~ _íti_.~x~Yú}ir:~~-~~~1,ífi.·1~.ID~·-k~~j~~j~Ei~~;~~~;~0f ·n1uy 
poco. Un c:and1dat~;füvor1to para.mediar d1ch~ procc:so.c~'C:I rc~7ptor·~res:~~'~1~·en1bargo •. los 

=~d:i;~it~¡~;~1~~~;1i:~~¡11~if i~~1~~~k~~i~1~~1r~1~v~~tif~:~.~'. 
Esto ·sugier_e,)necanisriíos~indcpendientes,"del ·;receptor"prcB./qúci';probablemcnte· .. opcrriri ··aún 

'"'º'"º~s;;~~~~~li1¡¡~wii~t~;f i; f ¿'•· •• ,; :'::·:·:1:.·~:~f {~"lt .. ,t. 
La ctapa'preB\Il•,•esJun·a·E.ctapa':;pifrticulan11cnte:. sensible a. la inducción ·de •apoptosis. Esta 

:8~=o=n;··.~gf,i:n~a~,u~ni.;c~~º •. idn~1•.:º.P~.-••. ~ .. ·ª··;·irtJt.~m~.'.:1ielni·i·:tto~t: .. ;.¡p~rrcJ.l.·8:··.r .•.•. ·.~." .. !e~.-xi.~P .. :.~ª~in;d ..• :~_.;d¡o.1&1i~f !i~~¡t~J~~f i'~'~~if~ff::: 
. . . . en núíÍicro 'y cori Ifrtfoéitos p~cBfrcarrcgludos 

abcrrantemente (füera. deI' marco' de . lectura). Est()·: ~·ugi~rc que el receptor pr~B provee Ius 
. . 

señales que rescatan a los linrocitos preB II de apoptosis y permiten seguir con su proceso de 

maduración ss.s9
, Los signos de esta transición incluyen la supresión de la expresión de LS y el 

inicio de la transcripción de CK en configuración germinal (Figura 1 ). 

1.1.3. Generación de linfocitos B inmaduros: Expresión del receplor de linfocitos B en 

superficie.- Después de la expansión prolifcrativa. los linfocitos prcB entran en una fase de 

reposo denominada linfocito preB II pequeño. Estos linfocitos siguen siendo B220""j" /CD43'/ 

lgM"/c-kiC/CD25+. pero de menor tamaño y con·csponden a la fracción D de Hardy 11
' ~ 1 
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Médula ósea 

ProB 
CC043'""/c-ldt"-) 

PrcB 
cco43· ·1co2s·> 

B Inmaduro 
!CD43"ilgM+ilgD·) 

CK Rag-1y2 
mTM 
SCID 

J11 

lgJ3 

Btk (humano) 

A.5 
Syk 

BLNK 
P13-K 

Bazo 

B Transicional 
(pl31l-14WilgD" ·¡ 

fg<XNd 

CD45 
Syk 

B Maduro 
!p l 30-140·ilgD+iCD23.) 

Lyn 
CDl9 

Btk 
PLCy2 

li 
1-A 

Figura 1. Maduración de linfocitos B en médula ósea y bazo de ratón. Se muestran 

las principales etapas clasificadas de acuerdo con la expresión de diferentes marcadores 

de superficie. incluyendo el receptor preB (\ji). lgM en superficie <Y> e lgD en 

superficie ~). Todas las etapas mostradas son B220+. Abajo se muestran los genes 

cuyas mutaciones nulas ocasionan defectos en las transiciones indicadas 11 ..ix.so.274_ 
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Los linfocitos preB JI pequeños no expresan LS ni TdT. pero reinician Ja expresión de Rag-1 y 

2. En e-~tá etapa se ienrregl~·n los genes V~-Ji.: o V~-JA __ 11 ··n .. La propo~c-iÓn de linfocitos· B que 

expresan ,cade~as ligeras•'._ cori 'respecto ii' Jos que ,~~p~estin ~cad~lliiligcr<J-i es de 'j 0:1 ¿":Esto -

se explicare~ parte porque el Jocus .- se abre prh11e~6 q~c eI~:'.io qtic- pcrÍ11itc el acceso d,c 

factores ~inscrÍpcio~ales y recombinasas' en u~~ ~iap;;;;1ás tc1~~P~~na; La fr~cuencia de 

rearreglos p~~di.ictivos d~ cadena ligera es deI(Job!c/q~í{~Í,'ot>'sci;Vi.cíci par~ lg~Í.dc t;J iorn~a 
- -- ' - ,' •• :" - "•" - - • • - - • • : ' ·, - - 1 «'·'<,.~. :, -:. ·' '; ••.. _ .. < -" ••• ·: ·- • - ·'- - - ' •• - • -~ • - • ' - -

qué la, ri1ayoria de Jos linfocitos que rearreglan productivi:Ímcnte uí1 aJC!o de ... d otro alClo y el 

Jocus A. p e:.rnanecen en configuración gerrr1ina1: ·~c¡J~116'¿,~J'c expresan IgL A. tici..ic.'1-~ or lo 

general ambos'locus K con rearrcglos no producti~cís.;Elll:o~~es; existe Una efari flcxibilid~d en 

los rearrcglos dé la cadena ligera en compar;¡cf~ll'd(;¡i~j~\i~Í Íocus de lgH, Jo cual se asocia a 
• · ~·,;_ .. ,._, .. ·,_-,·.,_ .• • -. • .·,, ·· .. :_";";~~>:-;··,,,::·. f'-:'~---. .:;;_:::'':_;:i';·:.~'.'\',','~:,:,~::~>\··-":·:~;~¡-.~,.' .. -··';<>·.>::4•· i li,',' ,,,o• 

menor mortalidad celular porrearregl0s:il11productivos''eri csta'etripa ,,~~6 • '-.' 

·-.,_.;:;: ./) '. </).', - ',>. ;;-_·::;'(/:-', __ ·-~: ::.'.:~:!-~ ~ '·;'\'··-,=,~~·:·:'.ú. ,.,;;{~ ~-/,; '<~.\ ~: . , ., ::·,. . .-.. 
·,,~ /·/:.r~~:, ,. .._ -:.··- ::_\:,{~~:}·:{:'- ._)~~- 1_:. ;·e._,;. :-,:~.- .- _.. .: ..•.. ,·.. '/Y\,_;·_ 

. ' -;~<-: ~:::.:~·.:."~::_; ': :t>. :~· '.'\·;. -~;_;~/( .. ~ .. ·;. º'.~ ~-: ,,:_.;!:-J<·:·:-.~~~~-.;:,/f/-'.;~~;-~~?~: -:~:,:.;~:;,:.::?/~::.,._tft___;:·:, ~.~\~;·~ ·" _<_\ -_ ¡ • ;.-:-: : • --~'.:::·: - :-~~>'., ~ ~ ?~..:-:,~ :; :.o:·-··.·, :;: ': ' 
El mecanismo·,por,ei,:·cu~Ipada,:linfoci.to¡13expre~a:un 1 sol,o·a1~Jo.de,IgL;(excl,usión alél1c,a). y 

ciesde' í ¿~~c,·,:~¿,rc;' s~;~&~¡~g:;;i;; i~L'('~;.~:¡J~;·~h ;¡~~c,{1$i&~i;~K~;;á~· ~cipé~'<l:~\¡g,~·~:-a~~~ iación con 

IgH, lo. cu~l -~~~ri;~,~" ~e~~e~J.~s· p~st~-riorcs e~. ~t~~~ ;lo~i. <o1.c.:i S~ de~cono~c, !~; ;,'Qt~~aleza de 

esta seft~l c/~{'~~sult~ de la señ'a!iz~clón d~ I~ recién' fom1ada molécula de JgM. La ct:{pa en la 

cual e~tri i'.ri~1~~.:i1::; se ancla en 1 a superficie celula~ ~e denomina de. linfocitÓ~ ·J3:, Ínni'a'ciuros 

(Figura 1). 

;~:- ~·'~,:::. ·. _-. 

1.1.4. Linfocitos B in111aduros: l\'ligración a órganos linfoides secundarios.;;., Los, linfocitos 

inmaduros se definen fcnotipicamente por ser B220ª1t"/CD43"/lgM'"/IgDº/ pB 130-,,J40~ ~ 1 ·~3,,': Su 

inmadurez se refleja en su incapacidad para responder a cstín1ulos activadores •a"través" del 

RLB, ya sea el antígeno especifico o ·el tratarniento con anticuerpos anti-µ 6
"'., 

En el ratón, la producción de linfocitosé~ ió~adurost':s de 1-2 x 107 al dia. Los linfocitos B 

inmaduros de médula óse~ tie~~ñ:Ú~a'ti'J~n1~i:Ii~ rr;tíy cl:irta, lo cual correlaciona con la falta de 

expresión de b~Í-2. Eri e~t~ ~ta'~:~;cJ6~\fi;.;f-o6itos B inmaduros migran por vía sanguinea a las 

zonas extrafolic~Iar:~; ~ic~s e~ Ji.1Ío,~iiC>s ;T ctt': Yos Órganos !in foides secundarios 7 • 
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Los linrocitos B inmaduros recién emigrados al bazo, también llamados linfocitos . B 

transicionales, siguen siendo B220+ /IgM+ /pB 130-140+. caracteristicamente son CD24°11º, e 

inician la expresión progresiva de IgD. Solo un 1 O 'X1 de los linrocitos B inn1aduros generados 

en la médula ósea es capaz de incorporarse a las zonas extrafolicúlareS: • esplé;.i.cas ~omo 
linfocitos B transicionales. El 90 %. restante parece ser seleccionado. negativaníentc por auto­

antígcnos en la médula óséá 7 .6.3 •65•
66

. 

Los linfocitos B tri-.n'~i~i~~aÍcs ibicados en las zonas ricas. en lir'ifocÚ~s T migran hacia el 

folículo linfoide prlrnarla,· do;'.ícte predominan los linfocitos B mad{;ros. vÍ~g~nes. La ii1igración 

depende, en parte, de .. la' acción de quimiocinas como. MIP73J3:y·B.CA-I y se acompaña de 

maduración' progresiva q~.; se l'éfl~ja con la expresión en ·~l!perflci6 de' lgD, CD2 I y CD23. 

madura~ión culri'1ina cor;i la gcneracióri. élc IÍnfocito~ B maduros vírgenes 

caracterizados por ser B220 ."110/IgM in< /lgDº11" /CD21 in<¡ CD23º11"/ CD24h·•J0
• 

Este proceso de 

foliculares (FO), 

pB130-140'. por tener una vida media larga, estar ubicados en los folículó's primarios y.tener la 

capacidad de recircular entre órganos linfoides secundarios en busca de un antigcnc:i activador 
7.63,65-69 

1.2. Inducción de la respuesta de linfocitos B nmduros. 

1.2.1. Con1ponentes del RLB y sus 111ecanisn1os de señalización.- El elemento central en el 
::•'.,;< _--'-,.' 

reconocimiento y respuesta del linfocito B en contra del antígeno es 'el 7 :R:l:!3::;,E1 ... R.~B. se 

compone de una molécula de IgM de superficie (lgMs), sin capacidac:(;.intririseca. de 

transducción de señales intracelulares. Como se mencionó antcriormente;· .. 'iri:r·~~~(1e:.~ncucntra 
• ,-1 "·'~.: •,' ~ ~''~"' " .,,. , , 

asociada a los herterodímcros lga. e lgJ3, los cuales contienen los. m~ti.J~s':de·'.i~s·fó'rilaciÓn en 

tirosina asociados a receptores de activación (!mmunorc~cptor•J:;o~l'.~~2;;.~s~·d:Activation 
Motil o IT AM) en sus. dominios intracelulares. La agregación del:'Res'.;~~:;:.~)';ntígeno induce 

la fosforilación delos ITAf'.1 de Iga. eigJ3 por las cinasas de ti;osf~a~~ J~'.;an~ili; Sr~ Lyn, Fyn 

~º~~k~i~:sS0~~~l:fr;f:~~~~~i]~~ib~s,ª~tlf;ªª~1:~jzjt;J:~Iff;fil~0:~:::;s ~ºr~=~u~:::::~:: 
SH2 de Syk ~º:: 1 : L~ fíFi~~C:iÓri c!6.s;k e~ crucial en la activación del linfocito B a través del 
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RLB porque participa _en_ la ac_tivación de por lo menos tres vías de activación que regulan los 

procesos de ·activaéión, proliferac:ión y diferenciación del linfocitoB _(Figura 2): 

',"',-.»·;)-¡ .. ·;.e 

o;: ;_-'.·-·,·-:•-::~·1';_:-:•::,c·-':'·'~·-·;' ', _:._.·,: .,-.-~·:· __ .· _____ , ___ - _ ~---··--=---,----,_-'--·_·_,~---.:~--,=·-~--¿-_-·_,_·o';-··~---~.--:--- :~ •_- ·-

La p~iíi.1cra·v;a~c1e·o~tivaCiól1rés-ulta en fa :iciivaciónde !~ cin:is~de tirosina de Bruton (Btk). la 

:::::~=~if:~iÍ~~~~1~~·Z::~~;~,~i~i~~A21~,~~·~l}:~F:,:~1~\;tJE::: 
transcnpc:1onales'N~AT;'•n11cn~_ras que el· PIP2 activa a la-cmasa de_ proteínas C (PKC), · 1a cual 

po~icipo•i~;l~;i~l!~~~'.~~i;B~"· . .· . . . . . ... ·• ... .. . . . . . . 
La segunda': vía 'de~áciiva'cióri':°Tésúltn'.de 'la 'activación de Vav, un factor dé. intcrcai11bio de 

-. ,_ ,_{'-':'.::: -~;,·-.-.c: .. _:::~~ÜYi'.~);:<.j'4'::-;~¡-~~~;\:?~'.3'::~'(..:":~I;;:·-: .• >-~~-;~.'-·::· : '.~--;_-~-<::~ -: ,-~: :~- <_-- -: .. ··.>>-·· · ... · -;. ·' :·:: ~ ~ .'.: ._·; ·~",,~- · .. ·.;·_ -·->·. ·: r<;·":'<··~--·<:~·'>«'1:..- ~' -~,.r:·! :,~··-... -··" .. : ' 
guanina '(Gpf);~ eI?:ualJ;~ct_ivií;'a<I:i GTPasa._Rac-1 •_·Cn' la ··n~embrm.1a ccl~lar; éLa: ccinv~rsión._dc 

:::º·~~'~r~¡~f %!~~j~,~i~ji,J:,lE.~r7íiºJ7:.::~"i$~1{lt~r~."-J~~-~~-iI~~i!tbJ:~~sd:: cttoesqueleto y la polari.zac1ón o .''capping'"dcl RCB · .• . ..-_.· · ;:~--- ... ., •. ~¿;:-:-,:·,:;.;;.".:· .. :J:/ '• ;s·· 

eo •• re~;~f i,~t~&1~:;:1~1~~~1~¡~~~,i;&~~~¡~~~li~~\l!~i3f *~:~~,'•º" 
el ci toso! : y_·sü translocaci 6ñ' al ;'(:;:0_n1plej o. RLB~ lgé.t/J3_'.én·: 1 a ··mcrnbrar1a:[A l;'igüal '. q úc :·.:V a v;: Sos. es 

-.. ·;- -· .. '.\·· '-:--~ ~'.~?;_··5~~;;_,::i¿~::~~:~~-:-%~::t~F/,7.t;'.:;~·;~~'.~0:.~~;::-~:iI~·t ":~t.~~;_~;'.~(-.:bi2~~~,~~·.;<:F;>:'.~~.i ~,:;_:~~-;1.,y{;:· .. ·.::_:';!;7~;~:),. -..::': .. ;*_:.;¡~~j4{;}:({¡.~i~:~·t::~z_:+-"-:,:.t{~ '~:;_~~'·;<:-:·:.:: ~- °' ·: -~ ,·~:: .. ,: -; 
un GEF y act1va'a lri GTPrisa'Ras;"mcdi:inte chntcrcambio-dé GDP· or:GTP.'·En':fo-nicinbrana; 

la activa;c,i~h"~~~s.~~;·r~~·,. ·~~~~~¡~~~~{!í~!{t~}i~{'.~~r~:€~~ ' :~1z~~t~5tí~j~~f~t~:t~r 
de respuesta,1al;·'sUcr~7(FR .,e ~·ciúiJ.;'frriñsé'ribc·: ·enes"frcliiéió - . 'lifcración'.cclu!Ur; 

inc 1 uyend~. byi~fü~~;~·~f hi~J:~:k~~t~?rl~~§~~~); . ~0:0:--~· - . 
. ''·~:."~.· ,' : .v,.... ·_,:<:~~: ·¡~·:;: ::- -~·,' 

La activaciÓn d~ ·s;k ·e~ neces~n~.; pero ríb sufi~i.~nte.para eÍ,;i;*1'~¡o;de;I 
·-,.».'· ,; <,.,,. "'.< --:"'-' '-~ ·· .. .-~· .. ,. .. ,. : ', -' >: .. . ·- . :: .::· .. -:-:·-'·:~-~~::;_;:~~:~.~:·;·S~:~>f::.·~.;~,·µ_·:,t=:::;;::··.:~;4~{·;_"~-~;,~~!:'.'.', __ . , ... ._-... · .. ... _ . _ 

través· de PLCy2; Vav-Rac-1 y Ras. Rec1entcn1ente se ·san; d~scrito';dos :ie~cntos que. son 

cruciales par~ la activación del linfocito B, ~uc~ ·c6~cfc%~~~.1~~~~\;1~J'6'·~LB-~~~l3-Syk de la 

membrana celular con los elementos citosólicos ·(:¡'~ !~~ :Jif~i6n~-é~ ·~Íás. ·¡Ú 'primero es una 

proteína adaptadora denominada BLNK (SLP65), que contiene al menos seis residuos de 

tirosina fosforilables, un dominio SH3 y un dominio SH2. Una vez fosforilada por Syk, BLNK 
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Figura 2. Vías de señalización a través del RLB. El mapa representa un compendio del 

conocimiento de la señalización obtenido de diferctes especies, principalmente ratón, 

humano y pollo. Se muestran los efectos estimulatorios (+) e inhibitorios (-). Los colores 

correlacionan con la topología subcelular de cada elemento: membrana plasmática 

(narc11¡ja), citosol (rosa), y núcleo (1norado).Tomado de 275 • 
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se puede asociar a los dominios SH2 de PLCy2, Btk y Vav; y al dominio SH3 de Grb2, 

integrando así los iniciadores de cada una de las vías 70
-
72

•
74

•
75

, 

~ 

El segundo eleme~t~ importa11te .. enÍll i~te~a¿ió~'cic; las"fas;cleiiC:ti~ac:iÓn'ctc?éLC:y2(b~i'ciC> .y.· 

Rac-1 , es la enzima rcisr~~idiÍ~i~~~~\~·1 •. i~f~i:~i~~~·~~l~z~?i ~~~:ef I~ifü~~i~~i€J.fX!f i~f¡~~~~;:~f !f i~·t~ti~i 1 
inositol (PIP3 ) a partir de.PIP2;'El'PIPAge~erndo porJa.PI3~K.'es;eJ;'substratode.unión de i6s 

~;~~:::::::~"~; ~.:~:.i:::Jf;ffi~,~~~~~~il~~iir~~1~~~1~~itl1~jt:~~~º1 . 
· < \2 . . · ;';·.;;;,e " ):, ·,J~~:.~:zf "'~~{'EE;t: · " '.}t(.'''~/ .. ' ~< 

-:. •- ".-,: ·,~~~·.: .. --;~·::; ':'; •";,;¡;~· '.-C~ :;>if~-:~-~f.~~·;:1?·'?2.'~\(. i~:~f('~~~~:;t ::~~~::f}; ~:~~.:::'..~~:~i~rj/'.:;~~~7.~:~;t;~.1:éi'~;?~;;~~:/:~;~f:_ ~ ,!~ :·~::> ;;~'-' .· 
La ausencia de la mayoría de los cornpórientes:ae(RLWárriba·rnericionaaos;'•repercútc sobre la 

• • • ~ . . :. ·._ ~ -: .. ;·_,~·:i~:«.::.:~:;:-;..,: ,;.:,.:tfr.'i·_.·~\;-·~~:·:·:~.:;J~~<::~::-:0; .. ;::'f~r::It1:i~:;<.~::~·~~~.'~r;;Í-<~-~;\:i(~-;..";:~·.\-i::'~~:·-~;~~:::\:~-: ·--tr:if~ ~-/:?;:~??%:~:~ .·;~ :;_,;:.-._ ·'; _ . 
d1ferenciac1on y madurac1ó.n (j e.·l·osJ mfodtcis:¿13_;·:.E.n't.erminos,rgenerales;.1:as.ni.utaé1ones que 

. . '. . .., ·,·\: .:-3 .. J:--.>~i:f.·(:.~:::~-~;'::\.;};f~{.;~:(>!J-:-::/.~!P.~; :;_:¡f(•:f--,· ~ ):~;<1/-~. {:"!/~':.t:.:- '.~\:;<_~~·¡;:-y~;)---~~~.:..-<.:'!,;.·_;:<,'_~~:~:~(;:'-~::·::'..·-.; '.f: ,- <;:-,'-: . ·:. -
afectan componentesproxirriáles:de. lri~séñalizrición' del :RLB/afectán 'el 'desrirrcillo,de'linfocitos 

- - ''"• •P •• • •• '~:: >·.~~:;'::¡'.~~-'.'.f:;;:·:.;,; ,'~.~::-~~ .. "~- ·;·¿:_0->y:.t\J;,:;;:::·:-:-·j.~~:-=.:A;c.;-~. ·~-~A.:>;;. - ~'":;"?·"'·.~~¡:~~i:;-::.~~:-,~;n>.._·;p,:.~·;-: ;),;t~.~- .. ~-.;~z·.'.:.;';:'-i+~ .. -._,_ : . : : 
B en fases más .·te01prariii~;:·c"EXsirl'lisn}ó~~''ª'':d~licieñciaciñclividu~l;dc.vári6's~geríe~···•·áfcéta la 

~i~~~~fc~f §~i\~~t:;~~!~'~it~~JJf ~t~f r~~~fo~:.,~: 
•>- . .... '\ '.·-., ... :F <e·';::_-,~' "~: · .· 

,<:~·, ~-·:-~:~',~·- ,_._ ·:.-;_,.-;;:-"~' :: "'.-" - '--:: -. --~·: " __ ,. '' 

1.2.2.Moléculas co-rcccptoras asociadas' i:Í::·RLB::.. La íritcllsidad'.dg.bi.-se~~les deri~~das de 

la activación del RLB está influenciáda j)?r la.ac~i'c;i1 de di~~~s;s':n10Jé17ul.i~ c()~re'6e;ioras que 

se pueden asociar al RLB durante el ~o~t~ctC> nntigcSnico, A:gr.ri~<lds'razgos.' iris. m0Jéc;:~i1a'S:.co~ 
receptoras se clasifican en aquella's ~ue amplilicarí la ;eiia1i inct.'..'~ida.por el· anti,i;e~o, y cin las 

que inhiben o modulan negativam~nte la intensidad de Já~ sl.!ii~les lnducidaspClr el ~~ti~<:'"º· 
< :~~t>-··ó. 

El co-receptor estimulatorio más ·importante es un ~();ri~lej;;, · fonnado por: CD2 I ·(receptor de 

C3d o receptor de complemento 2) el cual se enc"..i~~tra ·a~ociado a CD 1 9 y a CDS 1 (TAPA- 1 ) 

en forn1a no covalente. Los antígenos opsoriizndos ·por C3d pueden co-agregar el RLB con el 
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complejo CD21/CD19. Como resultado. CD19 es fosforilado por Lyn, lo cual le pennitc 

asociarse con V av. y PJ3-K. potenciando a sí e 1 r,cclutamicnto de activado res de 1 as vías q uc 

inducen la movilización de, Calcio intracelular y Ja··activación. de las· MAPK. El umbr:il de 

activación •. del .'RLB én 1 il"lfo6itos-B', de rntoncs CÓI9~1- es muye elevado; n~i~r¡tras qUe el de 

i1nroe1'ºº ª d•~·~:~,qi!;&2~1~!~~5~~1~.~2'~1~!j~f ~,ii~~t~a,:;~~liE .•..• 
El co-receptOr inhibitcirici';,'dc'{Jínfüéltos' B; i11ás :.cstudiudoia,, laJcchá ;es';1CD22::'(3D22 es. una 

• .. ··:· ·~. ''"': ,·~r .. ,'.,,_,.-.,~;;-,~,:'::_},,·.::_:r-:,1,c~;-~ .... ,~·..._., ~, ,,1:·',..r,;;,.\/·.~::_¡,,~,-!'_,f·.,,.,.,.;,.,¡..'::.~~:{ii~{t." c... .. ;-',,_ -

lcctma asociada a 1 R LB; y p resenta"afimdad particular por l 1gandos de carboh1dratos a 2 -6 
• • : .=.'" ·. · . ., : _ t·.:,~:;s:>~ -~ <~~~}:;;,~t~~-;_:.·· .~t~:i';~·J :<?;·, ., :::~•-~'"; :~-~ .:;: .. ~:;,;;·:~:~::;--;··."":!·_ ~-~ .::··-~~~;:':, :!>;·:.~ ·. l;3-'?'.·+:'.JS:·~'.] }·Y:i-::-1;:'i;~~}:~'f;r~/Sf~-~;y.::,;~7-~~:; .. 5:··;·.,. /~> · . ." -.· · , 

sial 1 lados. Característ1c<lmeJ"1tc; t su ' rcgi()n·.·.·. 1ntr~cclular,'C<;:()n~1e1:'(! ;'motJY,OSJi con 1 r;s1d.uos. ·.·de 

tiros~nas rosforil+~ii~h,i~t~i~;¡·,i.!~~J1i~~ci.ó,.n·0_1¡1±~1;~~~f~~~~r~~~jj~f;{~~~i,~Ai9~r:.~~tif •. o 
ITIM). Los .residuos:.de.tfrosiriits;.delos.:ITJM ,de CD22· tari1bién.•sonjfosf9rifadas:•por:Lyn; lo 

_ , . -. . -... .' .: ~.:_·,. - <· :'~··.:--~' :::·=-~- :·.::·:·_~;_. f'. ··· ;; :· .·: -: --. :' .:: · · · -· -- · _,_.:. _ -.: .. ; .':·,::- ·. :.·:.· .·.· ~ :·' :; ~:t'.:r-:._2::.~~ ,-~~;,:1~"'~,-:J;::~ ~ .. _.?t,_·r:.~:,;_: ·-:-~'/. :~."'·:.:1-~~~-~ ~: ''>°.·'~' 
cual permite que Ja,f~sfatas~;SHJ>-1 '•se ásocíc·ni6,dianr.é¡is~;>don'jinio,".SH2 . .'.'conJ; el'ÚTIM 

=~~.n::: -~=v;::~:=~~:p~:· ;:,~:~1:.'.0~~~~º":~~~2~f ~~~(~1~~lf R~~1~t 
las cascadas de señalización. Los linfocitos B de ratones CD22 .·.y dé'rat~ncs}deficie'ntes de 

SHP-1 (motheaten viables o mcv/mev), presentan un umbral muy bdj~, 'dií; ri~~{{i~~·;·Ói.; a, t~~vés 
del RLB 7s.7s-so. :' i~ ·)·;;~·. : . ., '.'1:· ; _; . 

:-,:·:.;¡.,-. 
'.,.··::···<:·1-?;;::··· -~·.";'. . ·, 

::(_:>~-. ·-·.'~-~T; ·r~ 

1.2.3. Tipos de respuestas inmunes mediadus por linfocitos B: La ré:spZ~~t·~'·'~g~1~~·jiJ1í'o.;it~s 
B se puede clasificar, al menos. en dos categorías dependiendo 'de<si )c~~i~r.ci'n ·~,~'o. de Ía 

cooperación de los linfocitos T CD4+. Las respuestas T-dcpcnd'i6~J~'i'f(:r'd)'~~.cian·comra 
antígenos de naturaleza protéica. implican un extenso diálogo· de·i;;~iil•~~'6'~n' 61,Jlnfocit~ T. 

antígeno-específico (interacción cognata) y característica~~;cin~~k~~}~~n~rg~···~l1:i~~;~ct~1ras· 
denominadas centros genninalcs. en donde prolifera una p~bl~~i<sÜt6Jig~d1~~al .dc_iiilrd~iÍ~~ B 

en fom1a dependiente de 1 os linfocitos T y de células d eii'd~¡¡¡¡,'~s, robcuhi~es CS~F~:{E:'~ 1 ~s 
centros ge~in~les. los linf-ocitós · B diversifican su RLB nÍedi:intc hipennutáciÓn ~on1ática. · 
cambian de clase cJ.l:a cualquiera de las otras clases C~. Ca; o'Cy .( recombinációri de cambio 

de isotip~) y car~cterfsticamente generan lnfocitos B de memoria y células plasmáticas ~i.s~. 
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Las respuestas humorales T-independientes (Ti) son desencadenadas por al menos dos tipos de 

antígenos: Los antígenos Ti-1 son productos polimédcosrepetitivos de orígen bacteriano como 

el lipopolisacárido (LPS) y el péptidoglicano (PG). Cnractérísticarnentc, los antígenos Tí-1 

poseen capacidad infrínse~a de activación policl~nhLC!~·lin_foci~.;~B._Pa~·~u ~arte/los aútígenos · 

Ti-2 son también·· .. polí~eros;p~r() ~aiecen.icÍe'capaciéihc:l,;de'>activa.C:ión···policlonal •··intrínseca. 

:~!:::se:~~:t~Jf~!~"~t1~~E~~=~~5~~:~i~t~x:~J~flf~:~~~~~f~~ff~~ü:::,~;i1~7:;ic:~ 
la generación de las réspUestas Ti no requieren de· t'a"cic:>r~~-(¡¡;;~¡~~~{ós 'de.linfocitos T, ocurren . 

· norrnhl~ente en ratonesª tímicos ""1
"". n ºinduce~ 1-~ r.;;;;;;¿ii~f~Y~ritro~ gc;~niria~c,, y n º 

generan 1nen1oria inmunológica 73
• -

1.2.4. Respuesta humoral dependiente de linfocitos T: · i:.:{: Í ;,¡~;:i¡'~~iÓ·~·,d~I•h;\i'í~~~~:(:6;, e 1 · 
• • • • ... , - - ·:~::)::--·-'::?·;·f.~~ -:;¡_'::'/".:;.~.'·;~~:-:-,:!~:~-~-_:_:·,\r~:~::~7~-;;~<--:-,t.::¡-.• -~--f.:;.~··:~~::·-:.·;.;_.: ' -

RLB especifico del ltnfoc1to B virgen desencadena tres efcctos.fundamentales·para,el m1c10 de 
' . ' -¿ ~.:::._'-::--::',:/:; ,:<;¿«-~,''t'i~:}-;~~-:i:.-~" ;'· .·:.:·" ~~: -i;_:,> . ~:'~;-.-=.:_" ;:,'. '. ,; .·, .• _>, ~;{:·."',-':. ; 

la respuesta humoral T-dependiente: 1) Endocitosis y proé~sal-rti~nio:d~I 'antÍgen'6 •. ~ÚÍminaildo 

;;n ~::::::·::ó7:"º~:::::~:: º=~~~~~:.: ~=:·;1¡f ~iit1&~if i¡j~t~r:Wti?'~ 
coestimulación e omo COSO y C 086. 3) D csplaza!11icnté>'~Ci cljfolícülo·;p'drilanc),'a;:t ri) iúcfrfasc 

• • . . ·.·; . '' · .. -. · ~ /;,· ;-,:-::,.,r:·;·~~'.:f f"t:0.:<>'i·~::g~ :.··:,.·:~: ::~>:~ '<~~:._::~~::~~::.·~:~:::.:~·.:·."f·~:.~·~?'.-':'~·I.:i:f";·j~·~\Y)\·:~:':-~~·-:.:? · .. _: · 
entre la zona fohcular y la zona de hnfoc1tos T; (z~na pl.lrac~rt1cal:cn;gan~l1_9;11!1fat1co;·,)' capa 

~~ii~:=~::~::~::•::~~ion~~:~~~ft~~!~~!;~!~f :~~t;l~i~f iif l~l: 
·· .. · .. -; 

:;:,: 
.. "·-·- , ~ . ::·;._x. ,,:"::,: 

En 1 as zonas T, e 11 infocito B encuentra a 1 li~/°:~E~~fü~:~~~·!sfi6~~.~fg"~' 
inderdigitante (COI). En respuesta al complcjo,M~C/pépiidC>{:inii ···é 

;:,::~:~;~:d:::~:'s~·~:: ::· :::~7:~º~~.:·~~L:f!~~~J~~~~if,~~~TI~'&~'.::º~~ 
para la inducción de la respuesta humoral Td, En.resp(t_esta~a CD)S~~~él'linfocitoB regresa a la 

zona folicular y comienza una fase de expaniú,~'.;-'p;~liforati._;~· qué marca el iniciío de ·.1a 

fonnación del centro gen11inal 81 ·82
•
84

• 
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Un centro germinal se genera a partir d.e 1 a 3 linfocitos B antígeno-específicos activados por 
' ' 

linfocitos T. Los linfocitos B proliferantes se denon1inan centroblastos y se caracterizan por no 

expresar Ig en su superficie;~ En roedores~ la ·;proliferación de centroblastos genera 

aproximadamente 1x1 0 4 célul;~ ;;;~ dÓs a. ~~6~'-'ctías'.- E~ -Jos':cei'.iiroblastos se inicia el proceso de . - . . - . - . -. -.. -. ' - ----~ . ., ' -, . . . ~ - '' ., - - '· - . - . -

~~~s~~~~;~~~~~~!!f 1~~{~~1!~1~~\rt~f t:~f ;:1~i~i~~ 
zona oscura, mientras·que. los•:<fontroeitos','oci1pan·:c.1;r.esto· del ·centro germinal. co'il1parti1Í1ient.o 
conocido ;,ó;llló~::;;i~i61ri?~-:~-.:K,2~~}'::f~·;~;?t''?gr\)~:~:·~f)\~;::;;~~F:9;,';;f:; i: :\ '• \'' .··. ;;. ·-;·. 

•••;;· .. ~ •. ,;ri4X:':.'.¡~~:·•~:]~·:·: -··.-•>º'"''+,_·/~;'.!.e¡:;< .. ,> ·.·· · ·:,.·· · • .. e·· . '·· ': :.''··-
·.·::-~; '-" ~:;:{:\., :_~~--- ·- •. :•_: ·~~~-·~',,.::.-~._,,:::; r'.·-·,;," ,--.j/·, :<•, • .. ,..:>< !·.~·":\•'·· ·.:.:·_!, 

El nuev;; r~~~~.;;¡~-~~:c~i'~bí"ti~'éÍ'ad~~,i~?i~~a~l~_;~~~;,1¡(1~~~~~~~.t~·~ión··.~¿~y~·{ic~'~~;;~~~:~Íido a 
. · ... (:._, ·.:'-:-,t·: .. _::'·-~-~ ... ~:i:J? ;:;;:,$.1/;".!:::~'L\~" ~;;'.,:-.:iti4;~~~~·;-:_.;'~,-? , ,~ .. r~: ~:,~::Y~':'X'Ji.t ::~~·~:<::rJ,. ':.:~;;'.'."';f?"''~{"',"-,-; .. .,~:.3 ::"~''.'> ·:l.~'.,·~, "·;¿:,: :>'''i\:~::· ,~·,;:'.'.~/~-·'./•)? .:.:.~ ), _:{::~ · ·'-.': .. _ ·: _ · 

un procéso',que_,:sclcé'4::i0nri;'O'cs))céifiéidridésfrclcyifrítes·1de)álta·\afinidad:·sLos;é'enfrocitos son 
· · · :=· .::.:--~~-::?-;;.y~:Y:#::~.~:"l.·~0;~1~~}::<~fr;{z~~i:t?~~~:.::r~~~;/;~~J>.~.~.;;,r:'..~~~~ :~-'-::t/~\-.:;~::;r:?·.;'_:.:.~~ -'t::_::.:;-';;;' .. ~·if::,, -:- .:~;,~;:- ·\·}::I '~t·.~·::;-:.>.'=: \~';' .. ~>< ·;:-~:::_-.,. ~:::_;~_,~-~-.-: :· , . , - -

altamente -.suscept1bles\¡a:.m~n~··· por; apoptos1s,"•PU~s n<> cxp~fs~n el '.g~~iq.ue • cod•fi.ca ·.para la 

éon10 los 

FcR) en Ja 

se 

de 

Ju 

tal 

elección: co154 ~~r~~e . inl~ibir la . difo~enciaciÓn ri célula plasn1ática,•· favoreciendo su 

- .!.·:,- .. 
1.2.5. Respuesta humoral independiente de linfocitos T: El recorio~;riii6nt6 dé anÍígC.nos en 

la respuesta Ti no involucra procesamiento. Debido a la· natura.leza :é_s.tructuraÍ. de los .. antígcnos 
-· ,. ' 

que desencadenan las respuestas Ti. el RLB se entrecruza pór 'el 'antígeno,'-· iniciando una 

cascada de eventos intracelulares de activación en el cual CDl 9 y CD21 (receptor de 

complemento) juegan un papel importante. 
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Con10 consecuencia de la activación por antígenos Ti, el linfocito B forma un foco de 

proliferación en la interfase T/B y se diferencia riipida111ente a célula plasmática. 

Característicamente, los anticuerpos secretados en la respuCsta Ti sori ·cid·é1asé IgM '(e.n bazo) e 

IgA (en tejido linfoide i:isociado a mucosas), no sufren de J~ipern1utaciÓ~ somÓtic~'y ti€:nen bujri 
' •' • • • - ,•' > • • • • - - ·-··~· f' .. ' ·_' <·- '·' .) ; .... -·- -'--'!·"--,·: -·r· ;,."-- -~,-- - .··•.:O• 

ufinidad pero-de.alta av.idezpor el'íi"ntígeno. Corno ~je1~p1.o.?~este .. tipo•dercspUéstas tenemos 

~::ro~;;~~¡::: o~:tiª:~::::sden:i::~:s~º~~~s;~:~~:J~52J~6;~~ilf~{~l~~~t~1~ir~g;~L 
propias {pór'éjéin~lo~·ciThy~I :<'C:99C>)) ~9•8s-9 r_ •· . '··· -:- ·•;.';;: ~ ;::~~-)~:~~:·,~'.~-·:·~:·· /• .. ;\· -

- "·'.'. :-\ 
,-:., ... -<t ~-:.::.· 

-:-·:· :-;,;; -
Lu vida media-de .lus célulus. plasmáticas en la respucsta:Ti cs'dc.Í.Íno~•cüaiúos ·C!ias. En 

compuraciór{ con JU respi.iest; Td, la respuesta Ti es de ~~rtu d~r~~iÓn p~;~ s~ ~ÍJd;_¡ce mucho 

antes de que se polaric.;.el centro germinal. Entonces> la respues~a Ti ~é~r~sent~, una' p~imera 
línea de defensa rtlpid1°1 que eventualmente es sustituida por la respuesta Td, cU:;o desarrÓllo es 

más lento 69
•
89

: 

J.2.6. Subpoblacione.s de lillfOcitos.B y su papel en la resp.uesta humoral: Los linfocitos B 

vírgenes son una poblacfóri'ienótípic~~ente hétcrogénca~ En los últimos uños se ha prog~csado · 
, , -· - '. ' ~ . . , . . . . . .· " . :r .· - " ~ . . - - ·'" 

mucho en lu · cara~teri2:;iciÓn funcional de los Hnfocitos_B vírgenes recirculantes (tanÍbién 

llamudos foliculares, FO), usí como deius enigl11áticas y controvertidas subpobll;lcl()n_~l:no 
recirculantes de linfocitos B-1 y de_ zona margin~I'(zM): Existe unu correlación ciar~ p<ir;:, no 
estríctu, entre el fenotipo del linfocito, ~S 'di~~ii~u6ión topológica y el }lp# ~á~:~q~~ff;c~ta 
derívudo del encuentro untigénico (respuest:i'Td ~'s;Ti); · · .. ,. .· .. e -. ,_;", , ·-'·- .. -- ~/,i~~;~~;;:~;::~:.';~~--~;·-

--> ·- ':.:./· -'-~ ... ~ ~-;z'-~;1~.:,..:--.-·.; .. ·-

Linfocitos B ''írgenes foliculares (FO): Cons~i~ti~~n;:·!§~,h~y-~f.í~1~~~¡,1.~fa~~~~¡f~::~-~splénicos 
y, como su nombre lo dice, se ubican en Jos folí~Í.!k1s'.priñ1aí-ios!Cié'f1osSórganos linfoides 

secundarios. Se definen fcnotipicame,nte er~3~-,:~;·~~N~1,~~~-~rT~~;;fJ~q~!i~1co21 int/CD23""". 

Curacterísticamcnte, recirculan continm1mentc;:,a;'fra\,és.:'aé}I.osiórguno~ linfoides secundarios 

hastu encontrur el antígeno y desurrolÍa~~ pc:>rl¿:·:~x~~~Ji:~~~;J;;~i~~ 1i~nior~Íes Td ~9 • 
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Linfocitos B de zona marginal (Zl\-1): Constituyen un 5 a JO% de los linfocitos B esplénicos. 

Con10 su nombre lo indica, se ubican principaln1entc en las zonas que rodean los folículos y la 

capa linfoide periarteriolar, denominada zona marginal. Fenotípicamente se definen por ser 

JgMº1tº/IgDb•í0 ;co21 •1t
0 1co23b•i0

• Los linfocitos. B ZM nci recirculan pero su ubicación en la 

zona marginal les permite estar en co,ntiicto ~con p'atógé:nos que'. llegall po·r·. vía sanguínea. y 

característicamente desarrollan respuéi;tas Ti ·:rá~i:dtt~.: e(l, fcinna depC!'ndierÍte de é:omplcmcnto 

(vía CR2 o CD21) 69
• 

Linfocitos B-1: Rcprcsellt~ tlnn p6b1aciic>~ mino;itari~ d~Ibri~o (2-3 •Y., del total de linfocitos BJ 

que se encu~nt~a ellri~Jecid~ e¡';'"ía~ C!ávidridcs peri tonca! y pleural. A diferencia de los 

linfocitos B-2 (pri~cÍpd1ni~'&1¿;' Jitlf~~iti:>~ FO) dc~ivados de médula ósea. los linfocitos B-1 

parecen derivar ·dé· p~i¡;tlr~.;res • linfoides de hígado fetal/neonatal. con capacidad de 

autorenovación ·~·11· 'iris .c.Jvi'átlcics ·pleural y pcritoncal. F cnotípicamcntc son lgM"Jt"/lgDh"ju'- y 

dependiendo. de ·,a:~;¿p:re;i<';~•de CDS se clasifican en B-Ja (CD5buju) o B-lb (C::DSº). Los 

linfocitos B-1 "producen .res.puestas tipican1entc Ti ""·01
• 

1.3. Selección positiva de linfocitos B. 

El uso de genes Vu .en linfocitos preB B220+/lgM· de médula ósea es diferente al obse~ado en 

linfocitos B lgD+ esplénicos. La diferencia entre el repertorio pre-inmune y el repertorio de 

linfocitos B maduros rccirculantes se debe en parte a los procesos de seieccióll 'rieg:iti~a de 

linfocitos autorreactivos (ver adelante). Al igual que el repertorio de H11fo_;!tos T/el ·rc:pcrtorio 

inmunológico de linfocitos B también es moldeado a través de pr°:ceso~_,dé.s~l~~ciónposit.iva 
mediados por el RLB. El primC!f'. e~ento de scl"C!ción ~.;~Úiva qu~ stif~b~,!~·~ li~[.;~ito~ B ·~s é:n 

-· • ___ -- --· - -- . -- -·- .-· - - • ' - - .. · - ·- - ,, . • •• - ' - ' .... -~ ' j' . '.,' o • , .,, • '_,'. _.,. • • 

la transición proB :i preB. AqueJJi:>s lirJf~éit.;s: cuyo l"e~rr_igl(, d~ ~tpcr;.;1itc ásc:ici~ción c.;11 la 

cadena LS para ensambÍ:i~ el rccept6r prcB '~o;~· seÍ C!é:ciollá<lci;;' positi ~·ri~ente cC!xpan'~iÓn · élcmal. - ' ·... .. ·' - . -" ' ' :- . . ···.· . - ' . ~- ' . ' ,. . . '· . . . . 

ver antes). 

Un resultado de la selección positiva en, la etapa preB es el uso frecuente del segn1ento V 11S 1 X 
' ' 

en linfocitos B denvados dé hígado· fetal y su virtual ausencia en linfocitos B derivados de 
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médula ósea 92
"
95 Aparentemente, en Jos linfocitos preB de hígado fetal que utilizan el 

elemento V 1181 X, se facilita el apareamiento con Ja cadena LS y son seleccionados 

positivamente,. mientras que aquellos· linfocitos preB 'de médula osea que utilizan 61 mismo 

segmento so~ .s'e1ecdionadC!snegativalTiellte.- El·. eieri1en;o é1av.eque deterdiina 1~ capacrcirid 'de 

~i~:r1~;i~l,~f ~~~~ti~Jf :~t~4i&~~it~~~1~~~~%~í~~=f~~:;~ 
contraryo; IiCexp[es!oíi'"'.ct';';'.;T,d,TJ~n)i11focito~ pro[l ·~emédul!l ósea; genera í:iªYº¡. di'\,'er~idad del 

~.~:&~füf ~1j'\~!f~lJ!~~~ti~~?l·.:.·4 
•• f.tJ~:~~'..;.~'.•.:,"···~:· .• ···,············~.c.rt~ ~: .. ·.··:···

1

·:··.-.• ~.·.·.,·,.n:. P"'º 
._-_. --~- ·.·- ,,-":>,. ... _ ... ".-,, •.. - .. , :...:..o .... ~ • _,., ____ . __ ·: ~- ,~~º~.·;~~--~.- ·--\~·,.··'._'"- ----o-~~:-- ·=-t'>r~:-~=;":":. -· 

~ -.-~:>:·--·'>:-~~-~~,- f·7:~'.~~i~~-~~\;,,~:·~~<-·:~~if'J/~-:::~:·::?'i:: ;,·;.~z.:.~'~-;;~.r:.:_?,'.:::·:':t~r:!:::~t-;_/;' . . . - • ~ . -·:: ." ", '~ • 1 r ' • 

El anahs1s .·.del •. uso:·;,de.": gencs";,v, ¡•.•y .?V i;<en Ha . ., subpoblac1on de hnfocttos - B-1 · ha ·generado 
• ·.":_ -: .. ··; ·: :~ .·:.:~::. ~~.-.;;,~,.->~·;(:~:;,(/~:~:-¿, '.- ..... .::,-.'.~.:/~'. ;:·:~.\; -~:t~·~/-·:<-~'.~ ··.;::<~,_:~::·;:'~: :- 1.:;i5-0':·:'(··.~'~:·:.:,::y.''/' >/;:;,-:-:,_:,:~:r~:-~~'.f.'f'J·.~: :f~:.::"'~"~'\~::· ,._ ':t· -,_, ¿ •. ~1_:.,.,_ .. .,_,,_-·,--.·_, \;·;, ·.·. ,. ' · 

ev1denc1.as_ qi,i~ ·ap°:yanel -concepto de);~Jecc1on. p~sru~a ~nol1nfoc1tos.,B;· Es•-•c°:n1un ,encontrar 

en .los lill~~~Í¡t6s . B~I~:;: •. c~~~~iF:d~if ~'{~_,;y{1 ~'Z1B~fai~~~K~~~iíl~~~~~;~~~~~~~~~l{i~c~if ~tk~dqd 
con fosfat1d11colma ·' 0

• Sm ·.embargo; eLus°: de ;estas ~ornbinac1on~s:es"infr~cuente: ~n. Ja 

~;;:~;::E:::~:;-~!:~~i:;.;f ~t~~[Wi~~Ii~~!~f 1g~i~J~tr. 
una expansión del compartrnucnto B~I; Sm e111ba;go;en Jos raton.es.tra,11sge111c°:s Th~·l\(i .no.se 

dct~c~aron. linfocito~ .B-1 ····q~éc ·:~i:~~~~¿~:~"iJ,-ii¿fü~~EJ~~~~~~]i.~[1,~,l~~~~~[~tf:~f~~Eil~.~tf~~~~s· 
ant1-t1moc1to en suero. Estos resultados.sugrcrcn:que:cn:·Ja'subpoblac1on·:s~:l·;"los:lrnfocrtos:son 

:~:::~.:.:o~~~~;·,~:i~;,;;h~~:~~~;:;~¡¡;::~:~~~;;:~f~~¡~'~~;~,. 
por la rnteraccion·:cteJ·ant1geno con el RLB; se ha ob:Scr,Vado en,ratones:quc'.las·n1uthc1oncs'·quc 

elevan• ~I · ~~~~~¡ 'á~ ~~ti~ación del. ~LB, ~~,;~s~2i~l~~,~~~:·~~~~j~tt~~~J!~E:~~2!E~~~'iJRi,:'~j/·: _E,1 
ejemplo clásico es el ratón Xid, qu.; es prod~'Cio dé una mutrición~b-tk!.J.:."á:dcficiencia dci,PlrK. 

(p85a), BLNK (SPLG5). PLCy2. PKCf3. CD4S;' ii~:-.·c;[:}~¡''9%~~·~~tti~i~;~~bÍ~B'~~~'¡"fi~iih~ u~a 
deficiencia' ab~ól~ta de linfocitos B-1 5º·72 • Pór 61 contrario. las muiacióncs d'e"cC>n1poncntes del 

RLB qtie causán una disminución de su umbral de activación, se asocian.a un a¿~1cn.to en él 
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número de linfocitos B-1. Tal es el caso de la deficiencia de SHP-1. CD22. CD72. y en ratones 

que sobreexpresan CD! 9 77
•
7"·"º· 1º2

•
103

• 

La selección positiva,t~mbié~ parece ~artiC:ipar cm la scgrcgación·entre_linfocitos B_de zona 

marginal y los Jil1fócitós; J3 ;foliculares •. a. partir de linfoci~éís; B tral1~iciol1ale~;; Los ~at<>nes 
transgénico~ con Ig':¿¿~;pÜ~~t~.del ._segme1;to.vi1 s1X(d~i.i~ad~:d.;l1ígado fetai) rC:~~tiyo·con ·C:1 

:::~º1~~~~ie0r=~~t~A~~f ~~t1r8~:~:::;~?,:¡~~21~;6~~~~1~~~~~~~~~~i:Zt~:~;~~-~:~ :~--JJ::ª ,.:~ 
ratones i~~~i~é~¡~g~~i;:¡g(v~';sJ~'C:-019.:/:·_o C:f1'¡,(/c;:1~'?8 .· .. rb/()l~o ·1ado. Jos raton<!~n~t;tantcs del 

factor trá~~J;:j~ciC>;¡~')'';;J.;¡o~'. cárecen de linfocitosB/dc ZM. Se piensa qtic aiolos aumenta el 

~m~~~~~~~~~\~i~~~;l~~Jót~·~--~~.--:~_-'~:%~4~u::~~=:j::~o~c::t::le:s~~~:::te:u:;c<:~:/o;,:";: 
scñalizaciÓr;<'J~d~C::ii1bore~eptor c.02 i Ptirticlpa en el proceso de selección hacia linfocito B 

de ZM () F:C>;:·ri''Jhni/d~·jJ11i-~citos transldonaics esplénicos recién emigrados 48
•
50

• 

·.:>;'.~:: ':>''.: -e-.. : '_ -;'.~,~ : " -:; 

.; ; .. ~·-~-·-~: 

Otra línea <le'evid.erié:i'á:C)ue apoyil'indirectarncnte la idea de que los linfocitos B inmaduros son 
;· ,~ _,: .. ~· .. ~:-~~··~-'::·(;f_,,·; .. ;'.:~~','.;' .'. :t;~ .. -~"'-·· -:".:.';h./':~:,_'.•:·~<•,".;-;; '.·,> '. -:.:~_: '-·-·:_• ~· ... ' : > • '• --:- • ···>.r • ,.:· .. ~· -.·,.:'. .-- • i ••,' ,• • " • 

seleccionados_'.positivrimente_deriva;de" la· interrupción;dc" su maduración en diversos .modelos 

:~";;:;~~~~~~~ifl~~0f t~~:~d~1~~~;tJ~I:~;~:~~'.;;IT:;:·~:;~;;:~~.~ 
mueren· rápi~~ITlenté;'.iú,:y~~o;')o ella! sllgiere qi.ie,l•a ,IgM- de;supcrfici(les ,cápa.z"de,transducir 

:::·~=~#i;t[~~~t~1!~~;~.§rJ:!.~~;~1¿r~;~·J~f.~:':;t[X~JJr~1:~0'~fü;. ~.~ 
desarrollo de H~focitos •B scintemm1pe en-latr~nsición de linfocito. 8'iri;i;;~S~ci~<l6i.'nédula 
6
"ª • 

11~~~ii~?~?~!§ ;Ei;~"f~·~·~'~,;~(~J;~~;. ¿ · ·· · ¿ ~ z •·. 

~~~~~'Jl~*J~~~R~~Jl~JJ~~'.:~~E:~!E. :~;~!?flf~~ 
por la rrimación de ~iiunós c.;~pon6~tes' de lit~ cascadas de transducción modifica su sclcé~ión 

31 TI:SIS C...;N 
FALLA DE C. ·~·:;..; 



hacia determinados compartin1ientos. Si bien no es estricta. existe una correlación entre 

aquellas mutaciones que reducen la sensibilidad del RLB al antígeno y una falla de selección 

positiva hacia la respuesta Ti. Las mutaciones que resultan en hipersensibilidad del RLB a 1 

antígeno correlacionan con una exagerada respuesta Td y Ti que en tnuehós e.usos· resulta en 

enfem1edad autoinmune 50·77·8 º.· 

_,, . . :.1.4:.Tolerancia de linfocitos B. 

Solo el 30% de los Jii{robÍ't~~-'.é' i~a~sicionalcs. o sea 3'% de la producción diaria de linfocitos 

inmaduros de ~eclúlá';~~-~;>:-~rogresa a la etapa de linfocito B maduro rccirculante. Una 

propiedad inherentc!;';'de.(<'i'~'j¡nfücitos B inmaduros es su capacidad de ser. tCl,16rÍzitdos cuanto 
' <<;.'-:' --.• -~ .... • . ~ .• · ~ ' ... 

interactúan.con el a'ntígeno/ evitando así el riesgo de autoinmunidad, a'ritcs' vislumbrada por 

Erlich có;,,61zo~f"ó'h"'f1~/{/;j~-~}ci~i 6; 
·>~· .' ,,~·,,··~ ;;\'.~\~~l}:·'-·- :-:~·!_:_~ "'«'' . 

~:.;q:a;¿~¡f f~~~¡~~~~1~?9!~1i~~~°'f~;~ª\~~;t~;;\:f~RTu~i:~ii~;~":~:::l: 
inaetiviación ,funcional; :edición •;-de;rece ter '·carnb io i dc·,;1 a', especi fieidad 'del oRLB , mediante 

- -·~ . . . , . ·' '"··~ '';·.·:-··- - . .,,=-¡:1--~-:' ... ::.-.-. .'¡'.{<_·--~:~·:'.-;: ;;;,_..,. .. ;-.- .. _,_-f~· Ji-.·.';-

~·-~-~~ <·:.-/'·!~·~.,.;;:K:~:::;,.·~~'.:~»'?~-:·;· . - . 
;·:,:,-; .--- ., .. ,_ :~~ '-'/ ., '; ;_ . - ~--;:'.·.~:_: __ :_ 

-= '.¡.:~-.~.,- ,,: ;_; .. ". .. 4'.f0~.~;:~~~fü~-~~1:~~:,~.~2~~:_·:~·:~:º: ~ ·:,., ;::,:.~~::'..L :-:·, :_:,· ~ --'/:. ·:· . 
1.4.1. DeleciÓn donal~ La\ aefoci.ó ~· . . ,._dc;[,linfc)citos;,;a inmaduros 'auto-cspecifieosde 

.. .. · ::..:__:~.>_·:· ... ,;'::,.~ .. ·-:;:;_,:-·5·-~i~~-1t~·;_.,f;\~}::;~f;~7~·Bft~1~."~-\"K;·~·e.t;;;:'-":f:."tt'.t~:~:t~-;~·:~:~f,><.-:>::·.~, ": ' ... : ... . : .··. ,_ .. : ___ ; .~- ------ -· ·-: .. -.. · -- · 
medula osca ha s1do;claramcnte .. dcn~~-~tr~d::t~-e.n·(al{111cnos•trcs'.modelos:dc ratones, fransgcnicos 

• .-' : · ~-~--~ · -- .¡ :.:-·~:, ~- : ."-.r:>~:,-::-:~;~:::.:t:~~;~·\J~~~{f~~:t~t~:~?:;::;:·;<f~i!~-\t\~/:.: :~.~¡:, ft?:"~~-~~'--:'-,"~?·~'.~: »,_ ~·: ~ -> ·.: :/· 2 ,, ·• :- ·· ~'" ~ ;;.:. • • •· - .. • ·' 

de mmunoglobulma espec1fica·para un'.auto-antt eno o neo-autoanttgcnoS.' 

. .. ·. \}~,¿ .·... . '':§,fj;~[~~~;1~~t,• · ·.·· , ;. :;'.r,'. ·. ; 
Nemazee y cols ~e.n~~a~~h:Ef3~~:M;;,~~§~~·~9~.J.~?:~·¡~~g;,p~cín~a, para i:~2Kb<~~~/~~:;~~c,{~/los 
transgénes ·de Ig rcarf glados·'previc~c~'Ia 1 rec,ón~bfoación de genes de fg • endógenOs;;n1ás del· 

95% de los li~focitos B e·~;:;i~b~~~:.·~i:i~i:g~~¡i;~~· ~~ 'haplotipo H-2Kk son 6s~~~ffl~~s' p~ra H-

2Kb y se dcsarrolÍan noi'iii:lfrh~i;'i:e~1"sin'émbargo, los mismos ratones transgénic¡,s ecm.·fbndo 

genético H~2Kb c:lrecen de li~Í-C>é:iÍos'B de etapas posteriores a la etapa de linr66it'() B inmaduro 

de médula ósea 107 
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Goodno'v y cols108 desarrollaron un modelo similar. En este caso. el transgén es específico 

contra la lisozima· de· gallina (LG) 117 Al igual c¡ue el modelo. anterior, el desarrollo de 

linfocitos B.es:nc)rmal:Y·_el repertorio:es monoespeCifico. Cuando estosxato.nes son cruzados 

con rafonesctÍ'~nsgéniéos para LG. trarísmen~branal·de expresión ubicua (neo~au!Oimtígeno). el 

desarr~11b ~~~:·'Í'i~fa~it..;s B ~s inierru~~~iclo, eÜ la ·~\éd~l~ · 'ó~ca ·.··~·~ .i1 6tapa de linfocito B 

inn1a<lu~6 ;~~}'.~!(~~;~ "'' · • ·· 
--· {·.~~~{ ~~·~,~:;~: ~·~.::\~~~~:··~~· 

Burnet;" ,_,-_, 

selecciéÍri nég:itiva de 

linfoides secundarios, 

inn1unes 139 

La selección negativa en Órgan~s linf'tiiétesse~~ndarios octi~e en varias· etapas de mad.uración. 

En principio, puede ocurrir e.n Ia .;tapa dé linfoci.tos B transicionales en el bazo. en done.le el 

contacto con un autoantígeno previene el. ingreso del linfocito al f'olículo y es eliminado por 

apoptosis 110
•
111 

33 

ITSIS c:.N 
FALLA DE Ofür-P:: 



Otras formas de deleción clona) se dan durante la respuesta' inn1une y dependen de la 

activación del receptor pro-apoptótico Fas (CD95), por el ligando de Fas (FasL) expresado por 

linfocitos T activados. En ratones deficientes · de Fas · o Fasi... .<ratones lpr y gld. 

respectivamente), se acumulan 'Úna.~grr1í1<fª'.~tida;d ~e 'células 'plasmáticas prodt1ctoras de 

autoanticuerpos anti-ADN en hi~ zon~s.d~' 1ififÓÓÍi.o?;Te;pJé1lÍ6as: Es.to sugl~~e que en ratones 

::~::~:~:~i;!:~¡:::uJ:i~L~Íif E¡~~i~f~j.t:~:Í~f ;~;;po~'.-el. c6:tact_~···~on .·autoantígenos. 

;';··.e_:; '~~-,,-- .,~:· ,..,/;_';.:;;;_.:..-~:· :· ' .;:.-i •;•...,·-:'."·~·.·:·•>' < ·'' .• ·· "o~', .. 

. ·· .· · > ·.· .... ·.)'.· .• : : • .HA~~~)~~~~~ . , ,,.,."" ... :;·~:::.,\~K,Ai: :,:,;•;; .• \.· ><· . 
Por último, la selección negritivá· parece·opérrir. ñúevamérite .. durante: la.'formación de los centros 

. - .. _ ·- ·,. · -. -· .· ~:-:':.:-.-:-_,~·:·',;::.~·-,..::'.'.'";:a:.;;.:_i;:,:";iI::-;_~,?::.-+:-'·.:-r-::~:~-~·::t~"'.)~~<-« ~'~-'.:.;_:<-}····;:-. , ._~:-;· _.,. ·--~- ~,__ · .. ';: .. -__ -./:. ·'.--;-. . . · 

gem~inales. Los cenfroci.tos . cuyoi~RÉf3d.pe'r~íó);°afinida(j} o', é:riñ1bió;',d~:i~spe~i ficídad por el 

==~~=:"~;~~::.:.:,;.:n;~¿l~fi¡\fi!~~A~~::~~ll~l~lli~}~:~¡·:,en:•· de 
1.4.2. Anergia clonal: Un con1p etamenteidtferente.-resulta>deolac'generac1on de 

• • , "'': ,-.,,_:: :1~· :r1;;;:;;/ ~~·~f71.~::::/f~.t·,:'(r'·~'i,~f '.;·::~_~·~:tf¿?i:}:/->:':;.::-~)"~~~-~~""-:;:.,}: \\-,_Y~L:\?-:~~·~~:~ ·(~'·~·~·(¡Y~::-~! .{~\t·'l~· i<~-~-:~ ~;{\. 
ratones dobles transgemcos'de",Jg'a , ~. <:J¡.y;J.::G.~solubl~:C:En ;este;model_o.};los.:hnfoc1tos .• B no 

. :~· .;x"c._:s~·~<.; ~,:itJ~~(f> ;;.·~:'.".:~'"\;,:p"°~:;:_;·.:J;r;'s:·:. '-~--r ~}:;;·-'1~i·<··:c~ ~ ;~.:'. -:i ·; ~,.::'_' \ •• :: ·,~·-:-<· ,~-·· ·,. _,_:~;--; ".: ::: ~"::..::'. .·?(:~.::·:·i,~.~r.·::;, ~~~\-:-·, --::,; :., _,. ; 
son c)onalmente eliminados ';en~ ffi.édula \'ósea·;·:yí'son; capaces "'de poblar· 1.os' org¡inos )infoidcs 

secundarios. Sin. em~~ .. ~5~·iZ~~í~~~~J,~~{'.J~~J~i~h¡ft~~'\~~~{~'.~ri~~~~~~;~~:;A'~i2~fE~:~f;~.'~1'~~~tÍ~e~6: aún 
recibiendo cooperación por, parte~de'linfoeitos tr:'. El ·inismo .resultado se"obtuvo'·en m.odelos con 

-. :: -:--~.; .. ::·.--:t:>F~''-'·:;¡-~}·J!;To·.f.~~~,t;;;'.i{:!;/1;f•;;_'"0::;;.;t~\_{,.0':~~ · :·-'..\ic·f .-:~,,,·, :: :·~ '.·:. > · _':-' ":. · .. .-: . <·.,.·:: ·~ :: . J:~:·.· ;-.. : > .. ", ~., -.'. . .. : > 
Jg transgénica anti-AJ:>N;de''cá'étcna':sendlla!cLa0faiiade respuesta se·asocia.cori utia reducción 

:: ::a•:,:;:o~'J:~!!lilll~~{~IilJl"::::etJ\,f~¡;ri1;dó~ de <im';""' 

Se ha postulado queºÍos.~~ri~o(;itc)s a:ané;giécis.tíc;ncn una ._vicÍ:.l c:orta, cn:pa~e, debid.o a la falta 

de señalización del RLB, el c~al . se : ;;nc"tic'rit~a;'.; '.·ci6s~nsibilizadÓ;',: de tal - forñ1a que 

eventualmente niuere~·', ~~r· a~optóSis 121 Rec·i~r¡·~;~~~~·~.~~·,:~~·;.:~~~·~ri~Yó· .ei-i·· el. módCJo~ de" LG­

antiLG linfocitos B anérgicos con vida media larga ,,,:~. _-A~imis~o.' ,sé, describió :que los 

linfocitos B incapaces de cambiar de isotipo a IgG tien~Í"iu~a.vicÍ~mcdia ~educi.da 123;'oebido 
. ·· .. ·¡'·· ;-.•'..'.··.·. . . . ' 

a que gran parte de los estudios de longevidad de linfocitos B anérgicos se han realizado en el 

niodelo de LG-antí-LG (solo expresa lgM). se requiere de modelos más apegados a las 

condiciones fisiológicas nonnales para evaluar con precisión la vida media de los linfocitos 
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anérgicos. El estado anérgico puede ser revertido in vilro por señales co-estimuladoras 124
-
125 

pero se desconoce la relevancia de estos hallazgos in vivo. 

1.4.3. Edición de receptor: Diferentes modelos transgénicos de lg han evidenciado un tercer 

mecanismo que coadyuva a la tolerancia de linfocitos B hacia determinantes propios. La 

edición de receptor consiste en la sustitución de la cadena IgL del RLB autoreactivo por una 

nueva IgL como resultado del encuentro con_. el auto-antígeno. Este proceso implica 

señalización a través del BCR autoreactivo, el cual induce rearreglos secundarios de los genes 

IgL mediante Rag 1 y 2. El apareamiento de las nuevas lgL con las cadenas IgH genera un 

RLB con especificidad diferente al original y potencialmente no autoreactivo, permitiendo al 

linfocito continuar su proceso de maduración 126
-

128 

En primera instancia, la edición de receptor ocurre durante la transición entre la etapa de 

linfocito B preB II y el linfocito B inmaduro de médula ósea 126
-
132

• A diferencia de lo que 

ocurre en linfocitos preB y B inmaduros de médula ósea, los linfocitos B inmaduros 

transicionales que encuentran un autoantígeno son eliminados por apoptosis 130
• Se desconoce 

con certeza si 1 os 1 infocitos B inmaduros son i ntrinsecamente más susceptibles de editar su 

receptor o el microambiente de la médula ósea los protege de apoptosis 129
-
130

• Aunque alguna 

vez se pensó que el mecanismo de edición de receptor representaba un fenómeno raro o 

artefactual derivado de la transgéncsis, existe evidencia que sugiere que de un 25 a 50% de los 

linfocitos B maduros derivan de precursores que editaron su receptor 131
-
132

• 

Recientemente se describió que Rag-1 y Rag-2 se expresan en linfocitos B en centros 

germinales 133
-

136
• Aparentemente, después de los rcarrcglos de lgL que o curren en médula 

ósea, la expresión de las Rag decae progresivamente, persistiendo en algunos linfocitos B 

transicionales y B maduros 137
-
138

• La re-expresión de Rag-1 y Rag-2 en linfocitos B de centro 

germinal genera reareglos secundarios de lgL. como lo hacen los linfocitos B inmaduros de 

médula ósea, lo cual probablemente implica un proceso que prevenga la diferenciación de 

clonas autorreactivas a células plasn1áticas. Además de representar un mccanisn10 adicional 

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

como inmunidad adaptativa 139
• 

1.5. Papel biológico del receptor CD40 y su ligando CDl54 

El receptor CD40 (TNFRSF-5) y su ligando CD!54 (CD40L, TNFSF-5, gp39) pertenecen a la 

superfamilia de receptores del TNF (TNFRSF) y la superfamilia del TNF (TNFSF), 

respectivamente 140
"
141 

Las superfamilias TNFR y TNF se componen de pares Jigando-re~eptor:est~uct~ral y 

funcionalmente relacionados. En su conjunto, la interacción ent~e Íni.;,'rr;:~~6~;á.~'!~~~~~ dos 

superfamilias juega un papel detem1inante en diversos J?roc~';;6~·:·¡;¡~\Ó~i-~Ó~·-·- como 

organogénesis, inflamación, respuesta inmune, apoptosis, ;·Y··'_ en·;; procesos: patológicos como 

autoinmunidad. La interacción entre CD40 y CD 154 "está''¡¡,;;-¡:~~~~- é~ tÓd~s los procesos 

biológicos antes descritos 140
-
142 ., 

1.5.1. El receptor CD40: CD40 se identificó como _u_na'molécula presente en la superficie 

celular de ciertos carcinomas y linfomas B. Rápidame'rité'-'sé encantó que el tratamiento con 

anticuerpos monoclonales anti-CD40 era capaz de indÚcir ·proliferación de linfocitos B in 

vitro 140
•
141

• El receptor CD40 es una proteína transmembranal de tipo 1 con un peso molecular 

aproximado de 48 kDa, el cual se encuentra como homotrimero en la membrana celular. La 

secuencia de aminoácidos entre el dorriinio extracelular de CD40 humano y el murino es 62 % 

idéntica. Todos los miembros de TNFRSF contienen en su región extracelular 

pseudorepeticioncs de aproximadamente 40 aminoácidos con seis cisteínas conservadas 

denominados dominios ricos en cisteinas (DRC) que generan tres puentes disulfuro 

intracatenarios. La región extracelular de CD40 contiene cuatro DRC. Las asas generadas por 

Jos puentes disulfuro están implicadas en la homotrimerización del receptor durante la 

interacción con CDJ54 140
-
142 
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El receptor CD40 tiene un único paso transmembranal de 22 residuos. La región 

intracitoplásnúca se compone de 61 residuos y se encuentra altamente conservada entre 

humano y ratón (78% de identidad). Existen dos tipos esenciales de región intracelular en los 

miembros de la TNFRSF: Los que tienen capacidad de unir proteínas adaptadoras 

denominadas TRAF (TNF receptor associatedfactor) y los que contienen el llamado dominio 

de muerte (DD) e inducen apoptosis. La región intracitoplásmica del receptor CD40 pertenece 

a los receptores con capacidad de reclutar TRAFs y carece de dominio de muerte 141
-

144
• 

1-S.2. Expresión y función de CD40: El receptor CD40 se expresa en una gran variedad de 

células de origen hematopoyético y no hematopoyético. Dentro de las de origen 

hematopoyético. CD40 se expresa en células presentadoras de antígeno profesionales como los 

linfocitos B, los monocitos-macrófagos y las células dendríticas. También se expresa en 

eosinófilos 140
•
141

•
143

• Entre 1 as células de origen no hematopoyético que expresan CD40, se 

encuentran diversos epitelios como el tímico, renal, y queratinocitos. Contribuyendo a su 

amplia distribución tisular, se ha demostrado q ue C 040 también se expresa en e 1 endotelio 

vascular 140.141.143. 

Linfocitos B: CD40 se expresa prácticamente en toda la ontogenia del linfocito B por lo cual 

se consideró hace un tiempo como un marcador de linfocitos s 1·'°. La activación de CD40, ya 

sea por su ligando natural CD154 o bien con anticuerpos agonistas anti-CD40 o CDI54 soluble 

recombinante, ejerce profundos efectos sobre el estado de maduración y activación del 

linfocito B, por lo cual es una de las señales co-estin1uladoras más importantes para su función. 

La mayoría de los estudios sobre la función de CD40 en linfocitos B se han llevado a cabo in 

vitro con linfocitos B maduros y en respuesta a la activación policlonal a través del RLB con 

anti-IgM. Los linfocitos B maduros proliferan vigorosan1ente en respuesta a la ligación de 

CD40, lo cual es potenciado con anti-IgM ó IL-4 14º· 145
•
146 

La activación vía CD40 induce incremento de tamaño, agregación homotípica. expresión de 

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

estimuladoras para el linfocito T, como COSO y CD86 14º·143
•
147 
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El tratamiento dé linfocitos B vírgenes con anti-IgM y anti-CD40 también potencia la 

secreción de Ig. En concieno con diversas citocinas, la activación de CD40 promueve el 

cambio de isotipo de Ig. Así, el estímulo de CD40 más el de TGF-13 e IL-10 promueven el 

cambio de isotipo hacia lgA e lgG, respectivamente, mientras que en conjunto con IL-4 ó IL-

13 promueven cambio de isotipo a IgE. Finalmente, la señal_ de.CD40, en conjunto con IFNy, 

promueve el cambio de isotipo a IgG2 a 
14º· 148

-
152 

" ,~·· ·'. 

Una de las funciones más imponantes de la ·activación ,·de: CD40 es la de promover la 

sobrevivencia del linfocito B 153
•
154

• ParadójicamerÚé,,"1a'·~~tivaci?n d~I linfocHo .B vía CD40 

induce la expresión de FAS (CD95). haciéndolo se~~ibl~' a Ía~poptosis 1 :~~ 156.'L~ explicación a 

esta aparente contradicción es que durante~la ore·~;;¡;iéi.i:ctel ~ent'rC>;ge~in~Í y, el proceso de 

~~If ;;.1.~~~:~~s~~i~l~lli~lilllll~W~~~~ 
seleccionado positivamente 112

• 113•
1!_6.> .' ·!·" ,;~ -~-, 1;,,")~ -ú~··:,,,,; ,, ~.: L '... < : · · · 

, ::_' ._·:, :.:. ·: =~~~~:;:t~~-r~~i{~~ .tJ~;: <~~ f~~-\- _ .... :'?~:-~ .. :_:~·:~~:-, -,-, . ·- . 
',· .:. .. ·"·· ··.· .. , ' . - . 

La imponancia de la interacción de CD1S4corí co4o para la respuesta inmune humoral timo-

dependiente es manifiesta en ratones deficientes de CD40 o de CDI54 157
-
160

• así como en 

humanos con síndrome hiper-IgM ligado al cromosoma X. debido a mutaciones en el gen de 

CDI54 161
-
164

• En los tres casos ocurre una deficiencia total de respuestas timo-dependientes 

debido a una incapacidad de generar centros germinales. Como consecuencia añadida. los 

niveles de lg de isotipos no-M se encuentran muy bajos o ausentes 161
•

164
• lnteresantemente. los 

pacientes con síndrome de hiper-IgM ligado al X presentan títulos elevados de auto­

anticuerpos IgM, in~plicando a la interacción CD154/CD40 en el mantenimiento de la 

tolerancia al promover la eliminación clona) de linfocitos B autorreactivos mediante la 

inducción de la expresión de Fas 165
• 
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En hun1anos, se ha descrito que CD40 se expresa desde Jos linfbcitos proB CD34+. COJO+,µ 

citoplásmica-. La estimulación in vitro con anti-CD40 agonista en esta etapa inhibe la 

proliferación dependiente de IL-7 166
• En ratones, mediante el uso de CD154 so.luble se 

describió que CD40 se expresa en linfocitos preB 8220+/IgM- pero no en: linfocitos proB 

B220+/CD43+. Sin embargo, Jos linfocitos preB rnu"ririos no proliferan en respues·t~íi:l°Ja;~di~ióri, 
de IL-4 ni expresan CD23 en respuesta al tratamiento con anti-CD4o';/,~ \;[ji¡/~''167 · 

·:~. -,-\ ...... :-. 

Interesantemente, los linfocitos preB derivados de ratones transgénicos : con.s''expresión 
. . - ~~- . . . - -

constitutiva de Bc/-2 en linfocitos B expresan niveles altos de CD40; 'J>rOIÍferan ¡;f1'fespÜesta a 

IL-4 y expresan CD23 en respuesta anti-CD40 agonista ú;'...;~tro 16?;' E~to~ r~s~J'i~d;;~ ~~bi~refl 
que Ja activación de linfocitos B via CD40 en etapas tef!.lpra;.;:i:~'de la cintog~riia;'j:;tiede'resultar 

::._'.'!'. <~lt:~?;·;,~,;:}":-'. .. ".;} :;;;";\': .'!i.".\ ,::.. "/:· : ~~--!. : ., :-.. ·. ·' ' ' 

en efectos opuestos a lo observado en etapas más tardías:ae·inadiiiaCión"·: ·· · •\C· .. · 

. ·>:,·1\.}'.%·~.1~~0;·t:r'"'.:.\::;·<·c·.········.········ .. , ,. 
Células dendríticas: La expresión de CD40 en células deridríticas·ha'sidó' bien .caracterizada y 

~.,::::::·:~:,~.::: l::p::~:.:· ~·::~i~l~iif itt;~~f ~;.~~~~··· 
documentado que. además de Ja deficiente respúestii'humo'raLantes~descrita,o hay~ima'activaéión. 

: . ·'_;_: ·=)· ·:::.. >T-:'--~_r;~~:~::'.fit:-:f~t\·1.;=.~~·;~~J<:f?.:•;:·~~~~0:·;~~~;_j~~':'rn2Jt}ff~:rr:~1:; ·::~.~:;h'..~,·~t:~::~j.~'·i~··· < , ~ . · 
deficiente de Ja respuesta mediada por células TCD4c;,JO,cuaFse·:rnanifiesta·en«humanos·como 

:· -, :·; "., :,::.:i:·: \~·7,..:~-~.r:: ~t~i"N~:.:rúf;!~~:',:~~i;~~ ;~~:.'..L:~ \,;·~~;. '?.::;;;.>>·: ''.•?L·~. "":</~":"-<-·'. 
una alta morbilidad por patógenos oportunistas c~móf:héumOcystis.·carinii·y Cryptosporidium 

::~d:n::sr:::::;:::i: ~:s;:::::~~::ic:: ::s:r:~~:~~~&11~;/Él~4?!~E·i~~:::iL~:s:~~~i~;: 
a la deficiencia de CDl54 se debe al bloqueo ciC::~i'rri'.:;§?¡:d~·;·fu~ciones de Ja activación de 

CD40 en células dendríticas: La primera es Ja indll~~lóri, d~':'rr;:Íduración y migración a ganglio 
., ·-· -.-. 

linfático en respuesta al antígeno para activar (prim.é).a -linfocitos T CD4+. La segunda es la 

capacidad de inducir la expresión de citocinas corno IL-12 y TNFa, así como moléculas co­

estimuladoras para linfocitos T, como son COSO y CD86 172
-

175 

Monocitos /rnacrófagos: Las expresión de CD40 es débil en monocitos. pero aumenta en 

respuesta a Ja activación con GM-CSF, IL-3 e IFNy. En respuesta a la activación a través de 
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CD40. los monocitos y macrófagos secretan diversas citocinas como IL-6, TNFa, IL-12, 

quimiocinas como IL-8 y MIP-1 a, y moléculas co-estimuladoras transmembranales como 

COSO y CD86 143·176. La expresión de estas molécUlas es importante para la activaciÓn y 

diforenciación de linfocitos T CD4+··hacia·ll:!·,vía T!1-I. Adicionalmente, la activaCiónde 

monocitos/macrófagos vía CD40 increlTI~ntii·¡~i~t"oc:lui::ción de óxido nítrico para la• eliminación 

de patógenos intracelulares; Con~~~~~~~~~~·.~~:(t?,,·~~~i:ri~r; .la deficiencia de co10 i~~iilt~· en 
incapacidad de resolver infec~ióne~ i~liac6ítí1ürt;'~·C:;;rno. la· leishmaniasis 176"178 · • · · · · · · · · ·· · · 

·.~,.- ·~;..~.,: ·. ·;~··:.~>;7'0·:~"· ">g\~:;'~.~~;:~~ (~:.:· .· :.. . -·' . .=.:· ~'.'.;;;{~~~~ ;· .¡~ ·:.-:: ., >:. ·, ;·.- .. 

~~=~P:'~,;:;.;;:~X~~l~~~l~~~~~* l~~f ;~~~~~¡~~~~.!r~Í1~~~::: 
inflamatorios como la enformedrid de.Alzhein1er3<csclerni;is múltiple/eriti-e .otró~) 7?~ 181.:. •·. 

c<1u•~ •e origen ••''e""'' se ha ~~,~~~}~~~~~~~~,r~~;~{;!i\iá'~~j26. ópfr•''º 
renal y queratinocitos. El epitelio tímico secretá;GM~CSF cn'r~spucsta ~Ja'activación deCD40 

i~:~~~::t~~~~~;;.f;~~:~t~i~~~~~i4~t~~~2l~!~:1~~r,:~~~::: 
-~\·'~ .::y4:,·~;:/"'' ~-·· ::~;.: .. ,;,.'. ·-·. -> .. 

·· :·._-::.;_<-.'~:/Ir:,v·::_;'.·r,-;,;\·; ~·--~~f:·. ,., 

Células endoteliales: Las células encfotei'i~;~~,~~i¡.~'~a;;i'!1é::.léculas im~li~adas en la adhesiÓn y 

transmigración de leucocitos hacia !,os siti~s ·de inflamación como lo son CDS4, selectina E 

(CD62E) y VCAM-1 (CD106). Recientemente se ha implicado a la interacción ·cD40 con 

CD! 54 en la inducción del proceso inflamatorio asociado a ·aterogénesis (ver ¡,d~/ante)186" 187• 
:.?14 

I.S.3. Activación y vías de señalización a través de CD40: La activación del receptor CD40 

en respuesta a la interacción con CD 154 desencadena diversas vías de señalización 

involucradas en prolif"eración y resistencia a apoptosis. Entre las vías más importantes destacan 

la vía de NF-KB y JNK/SAPK, aunque también se han involucrado las vías de p38, Pl3-K y 
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ERK/MAPK. La cooperación entre estas vías en respuesta a la activación vía CD4o·. resultan en 

la activación de factores transcripcionales como NF.:.ica, AP-1, y,ATF2,.los cuales participan 

en la inducción de expresión de diversos. genes lnvoluc~ado~ ;en :·adÍ1esión; quiri1iotaxis. · co-

:;~~::l:i:i~:n~ee=~~u:::o: ,1 ~~~;~esión .del .·c·'·.:,.ic.~: .. :e~t:;~· .. ~.:~~.u~~¿:~~s~P#it:~~.fri~t?ión. de 
·:·,: :zt- "<, :~::·:t~/:1,.r, -: ... -.. :~:J'.},;J}<.~l~/:\i;:~~' ~:~:\< L.::;·{~ 

. . ,_ . .· .• 2'c. _ ·\Jt~é;i:~:~,~~~·~·li~L. .~~t;;~;~:;é:·;\;~.·~)~ú~~~~¡~;~~;;~¿.:·; .. \~~:- · ...... . 
Como se •.. menciono .. antenonnente, · la•· rc~ton , 111trac1 top1'1s1111c.~: del ,recept~r,. CD40 .•. car;c(! de· 

activi~~-~;~~~r~~~~.~:]~;tffii~~~~~~~~~;t2~f~.~!J:~~~ci[~~~~5!?~~~~~~~~!1~~iftfi~~~~r~~~!:~~;~iµ~.i~~· 
al complejo;-co40.:a• Iós-·microdé:ímiriios'.ncos,.e'ri .-.::oiéstéról,de'Ia'·mérribrarirCplasnl'ática'(rafts). 

~ª·.· -b~~~~~~~~~'f j~~~~1~t§~~J·~~;~~i~1;~!~~~f~~n~l\fü~~~~~~.';:i.f~,~f~ZR~~l~: .. .~J~if~~.~é:lf,i'ni0.•· .. 
1ntrac1toplasrruco•·de::CD40;<:1o:_c.ual.•·pem11te.'.su,•_asociac1on:,con;Ias,;prote1nasf,TRAF:-,.se ,ha 
· ·· .- .· ~ ''. '·'t'·; ;:,::: ';.:;';,~, ~;:~0:r:f,.'.:~'~~:~~,;-~~,\r.t_.::~:.'.":t;-.'f~1~::: >}:. ·.¿::::_:»:·,;·~·;t::~~~~~'. .·-:'~~J~~~:: P.· ,~<~~'.'.\Fl:'· .. -,:::~~~'..t~~-/t>}:.'i, '-';/:,'f.:~:~:~:·:·r:t· -:::·.r~-'r;~;,;•·'.~ ·>(~-~-~~~~:1.~~:,, •. ~.,~:;,z.::~;;J-::1~:r:~iY- --~.': · ;_ . · :: __ . 
demo~tr'.3d? que aL rn,enos· cinco d(.! •los seis ,J'"R.¡\.F'~onocido~ha~ta la f"é~IH•<TRA.F 1';"2,? ,,5Y 6 · 

::e~:~~;t~;~!~~~~:~~f~.;~!~~L:i1~:::º T~:~~~;t~l,f~~~~it~~}~~~ .. ~:~~;~¡~0fJeJ~i:11~: 
participlición'd,~écada TRAF en condiciones norritales.:A;si~smo,':se:desconcíce la participación 

de los 5·.T~F;~~:ti~mpo, por etapas ontogénicas yp~d!~~·~eÍ-~}~~i!"'(~~3.~í9s .~ . . .. 
"',]'•" 

'··.-.~- -· - •\:~ ·/;,_;;;,: '.". :· -· 
-· '.- ~--:~>:·.('4 .. ? _,: :r~, ,,., ..... _-

se han. reaJÍiZado muchos estudios para comprcnder_'¡;(;¡n'é;:j;'Í:it.;;rÍicclÓn TRAF-CD40 conecta 
:·· ~<- · .. ·' \ " , ,· >.:;•,·:_:-·»~-~~t\\!:_~~:,~;-_:.·~ ;,::'.o··~·:·- : .-- -< : '., · .. - _,: 

con las vías distales de activación. TRAF 2 y Tl~AF 6 -~rc:Ím~eyén activación de NFkR TRAF 

~e e~;:;s;ri:n P;:s:~:~:ti:~:i::t~:ª:~-v~ª ¿j¡,J i~~~~~fd!tr!:k~je~d:e ;::º+i:Jsci~~t:: 
indispensable para la activación de linfocitos B d~~~~ai~'ri~b 1~e ~o46 i 43.i 4 4.i 9 s-wo . ·. - . 

; ". ·--3t~'.:~-;~:.:t~~./ ::·,::;:· ~'.~~ . .-. 
~-~~·!.~J{~i~t~;~\~~~~-~ ~/· 

I.S.4. El ligando de CD40: CD154: La moié~\.ifa.:fcoi.54 -.murina es una glicoproteina 

transmembranal homotrimérica de tipo 2, constiiui~I'':'~tr.260:, aminoácidos, con un peso 
-.· ·:.··, ,"", 

molecular aproximado de 39 kDa (por monón1ero);·co_dificada· en el cromosoma X, tanto en 

humano como en ratón. La región intracitoplásmica . (NH2 -terminal) se compone de 22 

aminoácidos. La región transmembranal se compo·n.;; de 24 aminoácidos y la región 

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

transmembranales las más conservadas entre ambas especies 140·142 

CD154 pertenece a 1 a superfamilia del TNF. Muestra entre un 25 y 3 O% des imilitud con 

diferentes miembros de la SFTNF y como tal, se auto-cn;a~bla e1lfonna no covalcnte como 

homotrimero simétrico. Cada cadena i~div,i~~~1/f~~~~f\°'X'/3;}~'1i~~i¡~~ f3 antiparalelos que 

determinan la estructura en "rollo de jalea•• .carriét~rístico'de. los'miembros de la SFTNF y en 

las c ápsides de algunos virus. E 1 sitio de:'tú1i6n~'.'iil·~r~c(;'ptp~'cí:54Q'e'slá conformado por u na 

:::::d:~::: :·:::• :' =~•k:,~~~~~,~~~ep<~< CD40. In oxp=oon de 
CDI54 se restringe principalmente a linfd2i7~f;j~,¡'c04;/hctivados, aunque también ha sido 

descrita en linfocitos T citotóxicos, linf:i~1~g~?Ji'.~r3í.~~·f~~i~os B activados, células dendrí~icas, 
plaquetas, mastocitos y células endoteliale~\~.~.~'. 1,~.~i.1,:'.~~~2,;204 :. 

' ' .,.aMf ~~~f~~i2~Ifü~i~~}sd?C· . .. . . . . . 
En linfocitos T, la expresión d~ Cl:>IS4'~(!'ré~ula'a'nivcl transcripcional. Dos h~ras después de 

:.::~1:~~~¡i:J1l~i~~i4iil~!~r;.:::;:e:::~:;;::~;;~~;¿{~~~r::: 
24 horas. La·mducc1on\transcnpc1onal,:de)':.gen.,de'.CDl54 depende de la.,via"de.ác.t1vación del 

:.:.iit~!:~!i~~~~ij¡~ii~~1~á~~?~1~~;;:],.;: p,E:~i~ti~t;~~d~~J:~·.1. 
Resulta' cvide~t~~9ifit'}~~f:~~J~~~~t~~~;J~.e~~~'~'f;;~,~~.~;~~&f~.~;:,;'.;~~l~d~''a ·I·ª· fu~~¡~·~ ~~ceptor 
CD40 descrita anteriorm'enté;~; !Ofcual,:seYrnaTlifi~stá)én• 1a:siJ!lilitud 'fenotípica. entre' ratones• 

deficient~~ de CD4o'~ cqJ~4'iY'~t;·:~~J;i;~'ihj";t ¡·1{r'ti~i~%i~itrdch~plásmica de CD 154. no tiene 

similitud a ninguna molééllla,:C:on:J'capüÚdad :de trá'n~d;,ccion de señales conocida, existe 

evidencia obtenida in vivo ~·¡,~,~~¡.,.~'.'.~J~ 5·~~i~re que CD154 tiene capacidad de transducir 

señales per se 208-211 . Sin embar~o,.,·e~to aún no ha sido confirmado y se desconocen sus 

implicaciones para la respuesta in.mune. 
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f.6. La interacción C040-CDJ54 en procesos patológicos. 

Debido a la amplia distribución celular del receptor CD40 y a los profundos efectos 

inmunológicos e inflamatorios derivados de la interacción con su ligando, la participación de 

e.ste par.de moléc.ulas en diversos procesos patológicos es altamente relevante . 
. :. 

La interacción CD154-CD40 interviene prácticamente en cualquier proceso iñflamatorio al 

mediar' la s~6~ecióf1'.de factores inflamatorios, factores quimiotácticos, y fa activación de 
">:-:··:.'- ·." .. < ··-·.,; ;'_. 

macrófagos, ;:endoteHos. y epitelios. No es de extrañarse entonces que el bloqueo de la 

interacción· d~: co4o \c()n: CDI 54. resulte :eri. Üna .. atenuación considé.rabÍc de Ía·phtología .en 

~;~t~:0~:f~fr~iP~1~~~%i~~Ji;¡MJ~~~t~l~l::~~~~~i;.¡:%:~~1~;~j1~72~~~J~'0'~0 :si~témico. 
- . ": :· . l~~;:{~U~fü: , .. ' ;?i,,_,~.1'.r~~;\tt11:i~1t~.~f;(''~f.~:;{:r:·;~~,,:~\:;;·iL·,~\c~·}'_: · 

Cada vez es .mas, e.v1dente.:qu'?:l~f',forIT1ac10.n::.cfo:pl_acao;:ateromatosa.s ·se,asof''ª.· 1n.t1nia_n1ente con 

:~::ttilf ~!~:::::l!!f tlllt!!~!~~~~~ 
interacC:ióri entre CD40 con CD 154'se hü':'ütilizadó''cori'exito''cii·la '¡:irevenCión "y, fratárniento del 

~: "•., • \~" ,':,< <: '-~::~>:"_, ' :c:f .:·~ :-·~ ~.::• • ::., •, ~." :-±(·:.:.··:;:•;•:t.~'.;:,~:\'tfu~ª~:l;i~f¿~'.\}·i?':'~~~:+~~~7gt:~~i;.;~?-~;:;~~f;~.?,;ii:hl~~-::~;:;..k";;::,:;,~.~A~;--7,~;;. ;'':~"'~,~ .' :: "':~'' .. /-.. ,,-:::,~·~;~>\i:•;·,~\>:.)·." _,'\ ~~--­
rechazo •·agudo 'y crónico ''de'aloinjcrfos' de":iSlóte'pánéreático;corá:i:ón;0

• "riñón: y.:enfeririedád de 

injerto ~~n~~ Í-túé~ped .;n '~ci'd~1'~l'á.~1i1'i:'1:1ft.i~fiiii"i~~\~!sJ(~{{~2~}Y :Y'' · · .· ·n. ,. ''\' 
:->::~'~:_; '.:•»; ''~-' . ·-. 

Además de su participación ?~;,J~j"respuesta' inflamát~ria en Jós' diversos 

procesos patológicos mencionados, la. int.;racciófl ~nt~e'co4o' y su' ligando ha sido Í~plicada 
en la ruptura de la tolerancia inmunológica. Como ~~;'~én~ionó anteriom1ente, Iasel~cé:ió~ 
negativa de timocitos autorreactivos depende pareialrn~~t~ de interacción de CDl54/CD40 183

• 

En el caso de la eliminación de linfocitos B autorreactiv'os. ambas señales, a través de Fas y de 

CD40, son necesarias 113
• En humanos con síndrome hiper-IgM ligado al X presentan una 

elevada frecuencia de autoanticuerpos. Debido a la deficiencia de CD 1 54, estos anticuerpos no 

son patogénicos pues son IgM y no presentan hipcrmutación somática, pero claramente indican 

que existe un defecto en la selección negativa de Jos linfocitos B 165
• 
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En el lupus eritematoso sistémico (LES) se presenta una gran cantidad de autoanticuerpos de 

clase JgG con hipermutación somática. Las personas que padecen lupus activo, presentan una 

elevada frecuencia de linfocitos B y linfocitos T con fenotipo de activación. La expresión 

aberrante de CD154 en linfocitos T y Ben algunos pacientes con LES ha sido descrita, por lo 

cual se ha sugerido que además de participar en el fenómeno inflamatorio (vasculitis y nefritis 

lúpica), la interacción entre CD40 con CD154 está involucrada en la activación y expansión de 

clonas de linfocitos B autoreactivos 216
-
218

• 
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11. Planteamiento del Problema. 

El modelo de 1 as dos señales para 1 a activación de 1 infocitos B predice que un 1 infocito se 

activará_ al recibir una señal antígeno-específica (Señal 1) más una segunda señal -antígeno­

inespecífica (Señal 2). Asimismo, predice que en condiciones normales, Ún linfÓ~ito perifé-rico 

que recibe únicamente la señal del antígeno, pero no la señal antígeno-inesp~cfflca ~f'i'trárá en 

un estado· refractario~a fa' activación defiomittado~ a~C::rSia -~lo.;:il ~:<>.·_·-· ' _;;_'.¡{,,\•_;:•i'.•";;.;;x~;~::r~:- ;; 

-- >, -.- --- > -- -•••.• - •. , - '_:.: •---> , . ·'-'"' - ~:- ... :.>:-f''~;~-:B;;·:is-''"_-,r-:o<.-· " -- __ . ---
La anergia clona! se propone como un ·i11eéanismo ·e:an~plcméritario a Ia•·.tolcrancia 'central, cri el 

- , ~.- _.;~·.·<::-~ ;<:. "{· -:. <: ... --- ... , .. ·. - -· ;. · . >··- .:.::. -~--{··· ·:/ ).;.;;~:. -f:;;:~,;~~<:.:·~~·:·::~~¿;\-~.~~f ~--~",i;~;i\:..;,~{':~r;::.~~~:~~0·~~{I-:~~~~H/0'.~~-+'.':~;~iri~'..ift,~f,(:~;)·.:{~\:~;~':;",_:..··_:\ ~¿~~-: . 
cual el hnfoc1to no _maduro es _ ehm1~ado_;al;,;'1,nteractuar, con •'un;::iutoant1~eno• e~' '-'I organo 

linfoid~ ~rl~;~1º· Presupone que .:~~~K~;;~~Ij~~~~~~~Jifii ---, -'"'t:J~~t~~~~~i~~3E.~~ifüf~'-'nos 
diferentes a los encontrados en el órgiu'1oHnfoide,prirriá(-jé)-_r _ haber'segurídas'señales, 

'.::.:~::::~;;:d :~··'=•"v•• ••• ;..;,.; •.{~~"gf l~f~1:rt;:wí~~~1ijt~,;~~·:óií~ ·;.. 
::.:::·::··.:~:·-.:::.::i~~:~~~~BFI~~1~l:~~~~~~~~~~E~~::~:~.~·; 
:~::~n~;~:i::sy ~: s:::i.n::~~s::ur:i~,1~;i~:r::~z~l'Es~J1~I~~~~tf f :\::;: ~:~c7i::acctii;:· d:: 

linfocito B autorreactivo y por lo t~'nto, ~~toi~munidad. Tal posibHidad es factible y ha sido 

demostrada para linfocitos T autorreactivos en modelos murinos transgénicos 219
•
220

• 

Si bien, ciertas patologías infecciosas han sido asociadas con el desarrollo tardío de patología 

autoinmune, en la mayoría de los episodios infecciosos no se desarrolla patología autoinmune. 

Esto sugiere que en tales casos, la prevención de patología autoinmune obedece a sisten1as 

adicionales de regulación que mantienen suprimidos a linfocitos autorreactivos que han 

recibido la señal 1 y la señal 2. Siendo In señal de CD40 un co-estímulo muy importante para la 

activación del linfocito B, nos preguntamos si la activación constitutiva de CD40 en linfocitos 

B in vivo , es suficiente para prevenir la inducción de tolerancia inmunológica de linfocitos 

autorreactivos, al prevenir la inducción de anergia clonal. 
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111. Hipótesis. 

La señal de activación vía CD40 proporcionada por la interacción con CD154, 

activa y rescata de apoptosis clonas de linlocitos B autorreactivas que en 

condiciones normales son eliminadas por los mecanismos de inducción de 

tolerancia inmunológica. 
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IV. Objetivos. 

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

CDl54 y se puedan activar entre sí atraves de CD40. 

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

términos de maduración, activación y· ruptura de la tolerancia inmunológica de 

linfocitos B. 
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V. Materiales y Métodos. 

V.1. Obtención de secuencias para la construcción del transgén: Con el fin de lograr 

expesión del transgen de nmnera restringida a la estirpe de linfocitos B. se utilizó un elemento 

quimérico de 1.6 kb obsequiado por la Dra U. Storb (University ofChicago), que se compone 
. ' . 

de 0.9 kb del enhanccr intrónico de la cadena L¡<: (iEK) en la región S', ligado a un' fragmento 

de 0.7 kb de la región S'. El sitio Hind 111 en la posición 429 ,del promo~()r Vkl67 fue 

eliminado previamente por José Moreno mediante.digestión parcial con/'liÍ;d,IU:y rellenado 

con el fragmento Klenow de la polimerasa de ADN Ú ~e\;.ido d~ ~.;li~~~ión.:·{~ a,nul~ción de 

este sitio Hind III permite obtener en ~~-~~!~.:f~~~~~~,ii,1~;;¡1-~?,;~~:i;~¿fü~~~f·~EkY~~;-~o~ Hind 
111 y alguna de las enzimas del sitio de clonaCión:·n'íúltiplc'dé.pUCI3'{·'X'ba liBamHl); 

-··,<'•;:,,:- :.-!-. ,..,, .. ,_; 

<~~'-• :.-·""'<'/,:~ i:'i/'_;.- _'-'\.~~/-.' >;~~:~~; ;: ~,:. ''·'· ~-.";;- '<-~ 

prácticos con)a E.·;oJ¡f./08.5'-aO:c~ri _el_, 

·.:::-· .. :.; ;;,/ .. · 
··z., _,. ,~:_;f}~f~'.:,;· . 

El ADNc de CD154 murino fi:te' ~rl~i~:~l~~~rl~e.clonado por Arrnitage, e~a/.~~{t~~rtir de una 

genoteca de expresión generada con ARN de células del timoma-murinó''EL~;·•seleccionando 

clonas con una fusión entre la región ex~racitoplásmica de CD40 ;;:Ja,.fra:.:;~·ió'd·'~á11st.ini.c de IgG 
' ··-·"··z- ,-o.;·- .. - -

humana. El marco de lectura está compuesto por 790 n\l~1,e'ó~,idos>que codifican una 

glicoproteína transmembranal de tipo JI con 260 aminoácidos yun,pe's,o molecular de 39 kDa. 

La secuencia del ADNc de CDl54 utilizada para generar.'el•t!:ansgen fhe obtenida apartir del 

plásmido pyCD40L donado por el Dr. Michel Berton (Uni~:i~~lty of Arizona). Dicho plásmido 

fue generado para expresar el gen de CD! 54 en baculc;;yirus 222
• Esta clona fue obtenida 

nlediante amplificación por PCR y el autor mutó la sec~e~~ia descrita por Arrnitage, et al 221 

(Genebank # X65453) al introducir, con fines de clo,.¡aci¿~ .• un sitio Neo 1 en la posición del 

codón de inicio, cambiando Ja lle por Val en Ja 2ª posición. Asimismo, detectamos que el sitio 

r------------~ 
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de corte Bam H 1 (posición 365, Genebank # X65453) no existía, implicando una mutación en 

ese sitio. 

Con el fin de identificar mutaciones adicionales. se secuenció la clona completa por el n1étodo 

de Sanger en la Yale university DNA Se,1uencing Core facility. El análisis de la secuencia 

reveló que el sitio Bam HI (365) se perdió por una mutación T por C en la posición 366. Sin 

embargo, también se detectó una mutación de T por G en la posición 605, lo cual implica un 

cambio de lle (AUU) por Ser {AGU) en el dominio extracelular. esto es, en la región de unión 

al receptor CD40. 

Debido a que la clona del Dr Berton difiere en_dos aminoácidos a la descrita por Arn1itage. y 

tales dilerencias no habían sido_ desci:itas y nose conc:icfa la repercusión que esto pudiese tener 

~~P:::~as:0:::~a;e~t;f dZ.~~f:/0~1-~~;'.51~~~~+~:~1~e~D>de~ acÚerdo con la secuencia original 

~ -c,~. ·,.::·· :;.·: :.·i~.:::r:.),(:'.: ·~-:· .,, .. -"'·~ ~, . 

;,:;:::~:E~·~~:t~~~?,!l~t~~iiil~iii!~i¡{it~f ~:~:. 
extremo 5' romo. Posteriormente·s~ cl'.~irió:'c~~-'Xba1'Uliperál1d,o'' un'fragm<!ntóédé 800 pb. el 

cual fue ligado al vector pcDNA3 ~~ • Í~~';úi,i_~ij~f ¿~;-~y'c~;~¿y:t~: ¡j''E:it~ ~j'fi~~\~~ se ci~;'i~minó 
pcDNA-CD40L. -··- < '~;:: ,>i.•.;, . ·_,'.;?·• 

Una vez en pcDNA3, se procedió a realizar mutagenesis mediante PCR. Para tal fin, se 

diseñaron cuatro oligonucleótidos. El primer oligonucleotido o Riso, 5'-GGA ATT CTG CAG 

ATC ATG ATA GAA ACA-3' contiene un sitio Eco RI (subrayado) y las 8 bases 

correspondientes al sitio de multiclonación de pcDNA3 y los prin1eros cuatro codones del 

cDNA de CD40L de acuerdo con Armitage, esto es, anulando el sitio Neo I y mutando la Val 

por lle en la segunda posición (negritas). El segundo oligonucleótido o ISOSER, 5°-CTC TCA 

GAT CCA ATG CTG GGC TTC AGC C-3' comprende la secuencia antisentido de la posición 

589-617, de acuerdo con Armitage, corrigiendo así. la mutación en la posición 605 

(subrayado). El tercer oligonucleotido o Ser/so, 5'-GGCTGAAGCCCAGCAITGGATCTGA 
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GAG~3·comprende Ja secuencia en sentido(+), complementaria al oligonucleótido IsoSer, esto 

es Ja posici.ón 589-617 de. Ja s~cu~·ncia de Armitage. Por último, el cuano oligonucleótido o 

Xiut, 5'-GGGCCCTCTAGAAfAG~GCACTGTTCA-3' comprende Ja secuencia antisentido 

de la posición S()7-79:zdeda;,~{~ria',#~ Armitage, que corresponde al codón de término 

::::i~n :.:. ~:ili¡;;~{;i"~f !;¡%1:fs no ~duddo. También incluyo 01 •i<lo do 

Se realizaron 'por e sepa;~do','dos~reacion'es-~de-·PCR. cornpuesias_::de'-ari'.lortlgÚador "cte. Pfi1 IX. 
-.. -.· .- , .. - . --·-'.··e, e'.-_"· .. >;:-=':-~:--:·:,,-<---._;·-·>:':::.::;., -,..J..:::/:rt1S::k~~-·::,tr,\1:!z.Tc?.~o:;,S~~~.:r .. t~·;\~-d~od:f:,.'!"~0.)~i·0·,~~-~f .. ;;¿:, ,,,_•"';;<-:T::.D<;t/::""?.{f;);·:.~{~« _·:· ~: : __ .. :· 

(Stratagene, CA) L5'mM de MgClí;:o2: µM de:cada uno·de'Jos:dNTP/.y:una mezcla de 4 U de 
· ·- ., - -·--. ·.· .. : .. ,. . _-._.-.·-> ·-- .. ·/·'-: .. > .. ;·:·:,,~:- >>-···:·::::-'>:·'.<º'.~·\.-f:r~~:;-_5:.::·::'.--:?:I!·~;;/~:;:;..;E:;.i·~~;~} .. '<;~·~:-".//\:·_· .. ~·-,;. :: .:_· ___ -._ 

polimerasa Pfu · (Stratagene) con· l ·U de polyrTierrisa Taq' (Gibé:ó;<úKry:Ios :oligoriuéleotidos 
' ·· :_ . .. . ·_;:.- ,'~\---:,.~>:.C,.·~;:~-~~~~yc\t];.í:~,:-¡;~::-,<j~;-.-,i'.!r,;;:'. ,:<~>~--:.''-_;:::. :: ;'./> '.' _,· · ': 

Riso e Isoser (0.2 µM cada uno) y Seriso y Xiut (0.2 µMé:ada:ubo);"respecti~aínente: Como 

ADN molde se utilizó pcDNA3-CD40L a una concentra~iói,1Rf~i.~~~~~~~~\,~~:~;?ri~~,f~~~ 
obtenidos (610 y 224 pares de bases, respectivamente); se purificaron:por::electic:ielúcióri.(ver 

~:~ ':. · .. ::;-. ~_,; ~>~<:.:~:.'.;:(;:;~,;~~~~:~~-tt}t~ «,.+ :=.'>-·_i;f:.".i'.;:~"f~'S.1"~::-·:; ~/-: -·· ·:: 
adelante: V.3. Generación de ratones transgénicos), se meiclaión en proporción 'éqi.iimolar y 

; :·. '.·:, :, ~-:_:í·;,•;,,;.~J:\;p.:J~~~; :.~,~~~:t.;.~;:;0i':~~;;~;::}¡-:(~~- -~;>;~:~;::,·~:~~ :' 
se sometieron a una segunda ronda de amplificación por PCR utHizando.~'Riso?yYXitÍt;''bajo las 

,. • • • .<. . ~ ·.· '-:_": :-;::~+-;,-~l,;:_,;;:;~'.-~~--.\?f;~~ :~_-".;'f;':~:;--;P"f:~--~;,;;f:-::>. ;~;·;~r~)-·;:c) -~· ·. . 
mismas cond1c1ones que en la pnmera ronda. El producto de,·f>CR,obten1do.;.fue'clonado ·en 

· · .:. --.. ---__ ;_,~ ~z;.:: .:..~¡~~:.;_;:~.:::.~:;;~«~. ;,t~~-~~-.. -~](~\•1>~,:r;.,/"~;; :!;,;c.:.:"\~;··.;.<. 
pcDNA3 (pcDNA3-CD40Lwt) y en pBS KS II (pBSKS-CD40L~t) en·los·si.t.i('.)~"Eéo:RJ y~'\'ba 

:~~:e:~;:~:~ód: :ea~g:;r T en la posición 605 Y el segund~ c'.'d~?·~ITB~~!@:%~l'.t~\~~"?'W~2;;por 
'\,, ··,\:..:,:·,·'}:'[: '"-{;- . . '·"·->>:i!?: · .. ') 

.• -,.~F··~~ ~:;>'~>" . -<:'· ,·.·~.·' ._-,...-

;;~:,;:;~~::::'.::~U~=~::.::;:::::::~fi~*i~~~z:~~i~f~~~1"~~~ 
_. ···"· '.':"l-,·. F:~:¡;.1:;;,-~'.;_:•}_·:·;-. ::"<:-:.: .:. .·.·~- . 

ARNm. .:»/"~;·(,. ·,.;•;., 

Para obtener buenos niveles de expresión de un trangen de ADNc, es necesario incluir en la 

construcción, además de un promotor, por lo menos un intrón y una región 3' no traducida que 

contenga la señal de poliadenilación. Estos elementos son, por lo general, heterólogos y 

muchos investigadores que utilizan transgenesis como estrategia experimental los integran en 

··casettes ··. 

so 



Para construir nuestro transgen, y por sugerencia de el Dr. G. Gudice, se solicitó a la Dra 

Elaine Fuchs de la universidad de Michigan un casette denominado pK1413 derivado del 

pGemZ3 (Promega) que contiene 2 kb . c~rrespondientes al promotor de la queratina 14 

humana, un intrón de la globina 13 humana y sitios :Ba;;, H I y Xba I de clonación de cDNA, y la 

región 3 • no traducida de la querati~ií '14 httil't;n~;~~.1)~ ~.:·.·~ • ', ' 
' :,, ,··. •. -~ ~Y¡, ,_ .'. •' ~ .~ 

~=:~::·:,:z:,·:~~~:;€~~l~l~~~iiik~~Ti~~~~§~:;;1~:;r:~::~+~::: 
de queratina 14 ·por .el promotor,, E i/pr;vK:; pariqi enerar>'la' corÍstruccióri . pEi/prVK¡3 :se~. realizó 

• • • ~ · --· · · · <,,,,\·:--{;\_:.-~,-¡:;.S:~-::,::/.'R-~~~(~~Ji:~f-i~--~~::;;·:~::~r?,·;::;·:J~:~;!~;_,~;~ .. ~~:~,:~i:,_;:)~:~:t~:,.;:fi<.:~:5·~~~;,(·:' ~~~~~:-_::·./:':i,·"--~~::~::·-: _;_ ... ~~º~~:- ::.-~ '.:-~ .:. <:: -_- .. _,._:·;.: ·:: -~ ·; 
mediante d1gest1on con Aval .. y;,re.cuperac1on .· cle:_el;fragmento;~; K,b _correspo,nd1en_te. al .•caserre 

::-:_ --- ·_: : ·f·~: .. ::'.:C:.:f~~; )'!·'t:,.~:1-.;,.,,,~:;-.,J/!'~:;~?~:,'#:L:2- :~§~~~;_-~,.;:.~~/,~: ~''/;:.' ,:,;ro;:¡_.'..r:,~tf.~.;.,~·,r.:c;:::~';~'.·:,!t,-{::~·,·:::r11:&.;f::f ~'.'~;~;~,.·c:6~·-:i~:::~~:;-¡j,~~·f '.·'.~:~<:.:.;: :''.' ;: , · · · -·. 
sin promotor. Paralelámellte;>.·e.1'.iiEi/¡ji'vK::ifúe!obie.ríidó'i°é!e/pBSII:Ei/prVK'"rnediá'rite'•digestión 

_.· :-·-.-'" -..,: ~.: ~.r\;.-i ·: ;;¿~...:~;.::,}i~-~--;fr{;.o:~ .. ~ ,.:.;§~-v~~t'.~":l~:;.:_-;p~_{·,:-f";~"":":;··;·S•~,~i:~~"i4"P' ~fy~~;:j;~y ... ~:::;J:~-~:,~}:7t·F:''~~~\~:~·r:;-~;,~~·,.-;_;~~::.;:: ;,\ ~;{><- · : 
con Hind Ill y Xba J.: A..rñ°:os/ ¡;:l'in~éífo, Ei/prY.k•>: eJ:'cti~e~tc füéron t)"atado~~·coll Klen()w para 

generar extre~os.r~S~~~.~;~~~~~~J~~g~~f~;~~~~T ÍJ~~~ít€J;I~;'.~~~~~~~:RZ~~~~'~t~;~~)1r~~~o· se 
determinó mediante ~digestión'córi ipvit<II;·\la: éUal 7génerá'cuafró~fragme·ntos·'.ae'2:36;•: 1~7; '.0;86 y 

:~~=~ :. ~~:~~~jJt~f ~l'~~~!llill~~~1~~~~t~;::¡;;g~i6n 
Para ligar. e 1 '."AD:!'J'clde~CD_ .. ... . ,pEi/prVKl3-~ ' igirió_' pBsrr:,co40L.;.\\l,.T c on'~'Eco 'Rl'y se 

~ i .. ~ : . · : : ::·.':\ '. ·. ~::;·.::t::~·.&"E\~:~::?;}~l.~2~1f:~í-})~TIK:.'-'-~~~~;:;~:~1~;:::~;'Y~'f::~· .~rtlf{kf:~:.: .. ",:71~~?.1"t;;~l~S~~:>g~?:~fi:!2ti~.~:;.;?:¡.,:~<~~~,-?,,?:~;'.);;,~~s~~,':~~;:·~-~·:!f/:}~ ~·~)~· ~\.,: ·:. . . , .- . 
relleno .con .Klenowp¡¡ra "ge~¡;:rar; unex~remo!S:'ron1o;·•A.'continu"!c1ón;se ~btuvo ;~le fragmento 

f ti~fü~~~:~.::~I~:::~;~,~::;~fi~íttl~J~~~!~~~:::~:~ 
V.3. Generación de ratones transgénicos: Se digirió 30 µg del plásmido pEilC/VKpr-CD40L 

con Eco RI y Hbul Ill. La digestión se sometió 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 diálisis Spectrapore TM {punto de cone de 12-14.000) sellada con 

pinza en un extremo. Se agregó 1 mi de amortiguador TBE 1 x en el interior de la bolsa de 

diálisis por el extremo libre y se cerró removiendo burbujas de aire. La bolsa de diálisis se 

colocó en una cámara de electroforesis a la cual se le aplicó una corriente de 50 rnA por 30 
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minutos. Al término, se invirtió la polaridad de los electrodos y se aplicó una corriente de 50 

mA por 1 m in. E 1 a rnortiguador con e 1 D NA e luido se colectó, se precipitó con O .1 vol de 

acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 3 vol de etanol absoluto ·y se resuspendió en 1 mL de 

amortiguador L (NaCI 200mM; Tris 20 mM, pH. 7 .<J; ED.T A -1 -mM; ·agua destilada libre de 

pirógenos, Gibco BRL). - ···;,_,· ,r 

·:.:;.:·::'• '"· 

Para purificar el ADN para mieroinyecc1on, u~~-.\~~tfa~~!a~i1iÚp-d(Schleicher & Sc:hu~ll)se 
lavó con 2 mL de amortiguador H (NaCI 1 t1:;:;~'~'~1:;·g~T:,~;{f~ 7+· E~T~7/'.-~}9,-~~~~~~; . 
destilada libre de pirógenos, Gibco), seguido ~e,un segunctó:la~ado ~on SmL de a~ortiguador 

~td:0a:::::;~::: :~~::ª ee~u1i: :~~::;:~inJ~:~~~-~Wrctf iu:!:~~::Z~~L::Jft±ª~~J~ .-. 
seguidos de o. 1 mL de amortiguador H adicioE~í~·5·:<1~1;:'elU:~í~ se í'nez~IÓ co~ 2 voL-de>~ta~ol 
absoluto, se precipitó por centrifugación ~2#:g2o:~~~!t'~~~~~~~~e/_llr y se resuspendió en 80 

µL de amortiguador de injección (Tris 10 mM,'pH7A;.EDTÁ-0.l'n~M) . 
. ·.. :·.:_ -~~~t .:<··~"l":'>;;.· .. :,;.:~ . . . .... 

Con el fin de eliminar sales de la preparación ~e-,cli;¡¡;;t~·~f'.~ri:N en tiitro MilliporeTM de13 

mm de diámtero y tamaño de poro de o.o5 µm c\fM\~I~\~(j~ó).~ontra5 mL de amortiguador 

~~t::y~ci:in :::~:~:~:n~nEs::::o::sa:i::.·di~~.~:i%Wi~}jii€iti:ii::::s .:ás~·:::~:~dop:: 
espectrofotemetria a 260 nm y se diluyó a una conce~ráé.ión' final de 5 ng/µL Una vez diluida, 

la muestra se filtró con filtro MilliporeT"' SJHV'·~dc '0.45 · µm y· se guardó 3· 4 ºC. Esta 

preparación fue utilizada para microinyectar cigotos de ratón (C3H x C57BL/6)n. 

V.4. Genotipificación de ratones transgénicos: Para extraer DNA genómico se obtuvo con 

tijera iris un fragmento terminal de 0.5 cm de la cola de ratones de 1 O a 15 días de nacidos. 

Para evitar contaminación genómica, la tijera fue lavada con hipoclorito de sodio concentrado 

entre ratón y ratón. 

Cada fragmento de cola se colocó en viales de microcentrifuga de 1.5 mL. se les agregó 500 

µL de amortiguador de lisis (Tris-HCI 1 O mM, pH 8.0; NaCI 400 mM; EDT A 1 O mM, pH 8.0; 

SOS 1 %), 25 µL de proteinasa K (25 mg/ mi. Boeringer Manheim) y se incubaron a 56 ºC por 
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10-16 h. Posteriormente, Jos tubos se enfriaron en hielo por 5 min y se les agregó 200 µL de 

solución de precipitación (NaCJ 6 M), se mezcló y se centrifugó a 13,000 rpm a 4 º C durante 

15 min. El sobrenadante se transfirió a un segundo'tubo limpio, se agregó- 1 mL de etanol 

absoluto y el DNA se precipitó por cenirifugaC':ión·a-13,'ooo· rpm por I5;0Ün.-El sedimento se 

lavó con 1 mL de ~ta~~! ~~?º-~ )' s~ i:~~~;~f~~'~j~'~#'.~%Z:~-t~\d~:d~2;<\~~~.<if Í~-v~~cf~: · 

~.~;~~~~~~~~¡~~~1~~~~~i~~t~iM~g~~~~EJ~.~: 
electroforesiS :eri:gel 'de·tagarosa"al ) .%::EJ ·DNA•se .·frarisfirió'péfr',cripilaridád'a '. iu1á'rnembrana 

·-.-' , -:·:-~·,:;~ ·<..;¡.,f;,F/;!~'.-~·.,:'; o;~,i-··:, .~~·:,,·,_:·;·:-:;:'-~-,·-~;<.•·e~.":,.·.:;'.··:'. ~::·'>;:.:.':_4v:;,-.-:<:;··« ?_·. -~~;~·>"; :~~-;::;if:.·.v.: ;:.,:·~~.í'-/,}f:\;'.,::.:-:,~\ ;-·-"{:· ?:! ~"'~-:<.;:·:. ;:':1:~..-~·;.:_;·,.";:'_:{;'-'-~ ;:_,::./_:,_. -·.f . 
de Nylon (Hyb6nc1N-t:•Amers_hain) e~ solución de NaOH°".,4 N,pc>'r)~-d~ Já ~oshe;Dé~pués de 

la tra~sr~fe'~Jj¡;'iJii;'~e~~r~'n~ se l~vó -_;;n s'sc 2~(-S~(NS····C·;·-~.~-;-·_·61'·x2;:3_-.·.~.-.·.,0•tie'.~n~:c1·1··aitr.~~d~~ts·~.~ .•. _·~5fix··~.·.~-~'fii~1'c.~o.·fl~l?.·''~M) Y se 
pre-hibridÓ'~~eri'7tsólucióri dé prehibr.idación _ -~·-. _ _-. ___ · .40 .0.1%, 

Polivinil~iri6)i~~naO.f%, albumina sérica bovina O.lo/~; SD·s·-~:5%, Iµg DNA d~ espe~a de 
saJmÓn) a=:6s'..:¡;c ~ar 6 i1. . .·. . -

La sonda clej.;¡i;'ri<la~ión correspondió al intrón de la globina 13 humana, obtén ida m ediantc 

digestión de1TJI~stl-{id~'-pK14-j3 con Neo 1. y. ~Y.b~ l.· La sonda (0.5 Kb) se puriticÓ por 

elect~~~¡{;~¡;fu;~~~~;~~~~~ifi,~ó por espectrofotometria: 50 ng de Ja sonda se marcare~ con~CTP 
[P32] :tidÚzariá~!·.~¡·~~g~d~~-Priming Labelling kit (Stratagene), de acuerdo a las indica~io~es 
del fabrié~~i~::.-~[evá~~~té, 50 ng de DNA sé mezclaron con 1 O.O dé h¿;?á~1ero~ e'n un 

volumenfinai'cie34µL;.se calentó a 100 ºC pC:,r 10 mln y se enfirió en hie1Ü'.Úni1~~~·rrio; sé le 

agregó l~ ~l ele ari-io~iguador de marcaje sin ~CTP, 5 µL de dCTP [P32] (;O ~Ci, 10 µCi/µI) y 

1 mL de DNA polimersasa Klenow. Se mezcló y.se·i_n~ubó a 37 C por 15 min. La sonda 

marcada se purificó en columna de Sephadex 50 y se c_uantificó en un contador 13. Después de 

las 6 horas de prehibridación, s e agregó en la bolsa de hibridación la sonda marcada, y se 

hibridó a 65 ºC toda la noche. Posteriormente la membrana se lavó 2 veces con SSC 2x y una 

vez con SSC 0.4x, SOS 0.1%. Se expuso por 12 ha -80 ºC con pantalla intensificadora en 

pelicula Biomax (Kodak). 

La genotipificación de ratones Tg-CD154 por PCR se realizó de la siguiente manera: En tubos 

de 0.5 mL se realizaron reacciones de 25 µL con 1 µL de DNA genómico, Tris HCI 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), MgCJ, (1.5 

mM), y los oligonucleotidos Riso y Xiut (0.4 µM cada uno). La amplificación se llevó a cabo 

mediante 35 ciclos compuestos de 3 segmentos a 95 ~C por 30 seg, S5' ºC por jo seg y 72 "C 

por 30 seg respectivamente. El producto de cada reáeciÓd ·~e s'6m~tió ~;el~étrcif~re~is enºgeJ de 

::::::~;.::.=-~::.:::;¡'.~:::. 1·=r~
1

~I~{~~il~ltr;J~t;~~~~11W~~'.;:zt~ .. 
· · 1 SS·· :,,.. .. : ... ·; .. .;".-, .. :~~~,,~,.;-~.o.~;~;:~,·~-·~· ;:;·~~~'-""'¡.¡.~:;.,;~;.;,;4_:;_,-;;.:.;¿#-"t;zj;,~;;. .. ;-,_;1.;.~:,;..:C:7mií--<~~:-:\~~1~''~"->~~-;:-~:-;.:.:~,,:_.~,:~ .:>· · . 

Los ratones deficientes de CD40 .· > .. _fueronprop6i:Ciéínados'ger1éi·o·s~meíite;p'or;et·Dr:~Raif Geha. 
• -. - .' ,-'._'i --:::· .... _:-,~}v;;,3'•;.~:r-.: ·.:·;~;.~t:: +·;:·~.~ ff'.f[Ci·)_~~~;~·:~r.~if.:~;;~'.:?~r.;.y;r-:-"-+.~/~;_~~'SE::~'.;f~~~,.~/,';é;.! '~/~;~·'?1~ ~-~~~~-;~"-.~.~:~i~~:.:~·-,:.;H~~:. :·_.. -· . 

(Harvard Medica) School; Boston, MA)>I:;a gcnotip1ficac1on.de'ratonés CD40-(,;·seJlevó· a cabo_ 
• • • , . _.· ->- )~ -'.::~: '. ¡;·· ~-,-~_;,:,:}_::~:'.¡~:--.:'f)y;,:;.:,~.-.;-;/;·~r:.~0'·~ ;;~·~-:;'.0'~~i+~\:.i-ro,;f:~~-~ ~':~~::-:/}.~~~~~~1"J_:;f A~Ji:~~,H:~::-;~.:i..::.:~~ó;.!:t'{ff{¡.t:::·::,0 ~:\;_",'.;~:_--: :·: : -- - . 

mediante ampl1fieac1on ·por'PCR'con:los·ohgonucleotidos·;.Neo~F;·5~-''[,CAT;,J"OA\ACA::'AGA 
~ . '..: :·;.~ ~: , ; :~; .• ~ ':' ,;-:; ~.;'"' >{;;~·'·~:;;'.:V;:cc,·-,>_;:s-:~;.. ~ · ;::~.~~~ "-':~~.~·~:;!. 2j .:·?:'fr c-~T:· ;~,~·;,- ':.;;..:':7'",\5:_:,:_-¡.;:;~,::~¡:;!'~l{;~~-:r;7J,:f ;f\:,' '"}*:F.ú~ ¡~:,;7~{.~}~?;_t+~,;:i(' .:'.'.-.", '\: ~ :· :',. ... _ 

TGGA TTGCACGC-3, y NeO~R :5~::.cTCGÁTGCGATGTTTCGCT.TGGTG:3~~oajo'lás 'riUsrnas 
-~ • ~. ::..::·.~.::;. _:r ;·,.;; · .. ~(t:.~· ·:·~~ ~ ' -;:~; ... ~·~·> :.·~;~>-: i.~~:,_._;;J,\..;::~'J;;; 2·;';~:t,,;~~ ~ii_~;~:~;~~~~~;:;,?1ri«·;:i_i:;.t"'.·:;;.~!.~~01~~~j¿~~~;-~·4;~'f,.,'J:~l!~·;o,;1~'~·1:«":-;· : 

condiciones que para Ia:genotipificación':deJ'fransgén:0¿B_ajo)éstas'é:Ori:dicionés~;se_':iímplifiéa un 
. - , ·_c. .. -·~~:-.-:/:<·~Jj:_~_:_c_>;•t:~;,:;.:1y~~''--~;f:-;:-.f:.:>;:~:',~. ~/\:7.:.:o~~'.~3L:;0:·-''·;·;:t:.w.~~.2!".JJ, ~~~~$t~;\~}'.:¡~:';~':¡·i.s~,,¡,~7f.±e\~/2;.. ~c.:~,"}~:~>.:_: : -, '. -, 

producto de 450 pb perteneciente-·ai·-'cilsette'Neo Rt¡:frese 'oHos'alelosFniutantes ,de 

ratone~1-co40+1"·. y .c~4()~k~;1:r:~~#~~~I~~fii~~?~-~~-~~~~~tif~!~~~r~~:.¿;i~~~3A~¿J~g5f·;:~-~t9:f ;f~~~/.~~f2~es · 
CD40 se logro mediante c1tometna de-fluJO e~;:leucoc1tos de•sangre penfenca temdos .. con 

anti-B220-FITC y anti-CD40~PE (v;,; ;;d~l¿li~~).'t·i\'(~;';~'.:f ~'~> .- -- , - - ,. _ ., 
. '.", ,'" ;_ :· ... '.:~.'.;;::.<":\•,':~ .. ;.:'-- ~, 

•.;~. 

~=:eq::::::s p~:ª7:g~:~co~:eB0::=~~0~d~~1f~f~tl.~~~::ot~~:~::ci::n::::::n;: 
realizó mediante PCR bajo las condicion_~~·:d~~~~i~~-·para ratones transgénicos, pero·a .una 

concentración final de MgCh de 2.5 mM y-con.una mezcla de los oligonucleótidos IgFI 5'­

GCG ACT CCA TCA CCA GCG AT-3' e lgF2 5'-CTG GAG CCC TAG CCA AGG AT-3' a 

una concentración final de 0.3 µM, y lgRI 5'-ACC ACA GAC CAG CAG GCA GA-3' a una 

concentración final de 0.6 µM. El programa de termoeiclado consistió en 12 ciclos compuestos 

de un segmento a 94 ºC por 20 seg, un segmento inicial de alineamiento a 64 ºC por 20 seg y 

un segmento de extensión a 72 ºC por 30 seg. En estos primeros 12 ciclos, la temeperatura de 

alineamiento decreció 0.5 ºC en cada ciclo. Finalmente, la amplificación finalizó con 20 ciclos 

adicionales con temperatura de alineamineto fija a 58 ºC. 

V.S. Preparación de células linfoides, tinción y análisis citotluoron1étrico: Los ratones 

analizados fueron sacrificados por narcosis con C01 • lnn1ediata1nente, se extrajo sangre para 

S4 



muestra de suero por punción cardíaca con jeringa de insulina. Para la obtención de 

esplenocitos, se disecó el bazo y se colocó en cajas de Petri de 60 mm de diámetro con 5 mi de 

amortiguador para FACS (PBS IX, 5 mM EDTA, 0.05 % NaN3 , 2% SFB y 1% suero de 

conejo nom1al). Se realizó un corte longitudinal en el bazo y se colocó entre 2 portaobjetos con 

extremo esmerilado. Los esplenocitos se extrajeron mediante presión suave y nlovimientos 

ciculares del portaobjetos, dejandolos escurrir al amortiguador de FACS. 

Una vez que quedó la cápsula esplénica vacía, ·se enjuagaron los portaobjetos con el 

amortiguador presente en Ja caja. Los esplenocitos_s~.transfirieron a tubos de microcentrífuga 

de 1.5 mLy se concentraron por centrifugación;:¡ 800g p6r:2 min.· Se ~esu~pcncl.icron en 1 mL 

:'.::~:~::~::::,:· ;;:;. ct: ,::::;~~;~:~;~~~:;;~~~Ií~4~i~i;~t~~t~~[~~~-~. 
min. Se decantó el sobrenadante y:Ia "¡:iastilla·celúlar;se;Javó:t.eni2'"ociasiones'.coricarriortiguador 

para FACS y se resupe~diÓ;in :l'.·~- d~1\~~ii~~~'.~~~~?f~~~{ffi~~~~~{tqf~~!!{~:~:~~:~':)if+~l,Í()s 
poplíteos y del timo s~f t~~,~ti*s,i~~gyi?_~J~ .i~'-~is~1~'. e~.'!-~<:2.~~~-i:i:-7'.~~? .. ;_~-"~~~~-~-~.1.1,d,?.: e.!.:!:'~~º _·de 

~::: ::'.:::~: .. ~, ~~'~;~~~}l~~~t~:!!ttll~l~&~lii~ii!~~~;~.· 
fémur se perforó en ambas-,épifisiScon:ia•á" üja (27g)~éié:üri:l'jeririgá: de:3 mt:;cargádri'.c::on 3 niL 

de am::,rtigu~ck1r de. FÁcsJlY~h. ~~'li~~-~ili1f;fü:¿¡"~~j·sfi~'2~~t;j~()~~~i~1 ~i'-ca~;I ;m~d ul ar . 

perfundiéndolo con Ó. 75 _ .,·· ·io:pc\•:;~'c>J;;[""h'.~~%,~{(;;"ci~~r~~~~c.~I~S,I'~é'1u1~s .·. ~n. un i~b6 :. de. 
microcentrifuga por el otro cxtreino:+uc;:gó;•la·aguja:;:;e:.i:etiró· y _se colocó por el otro extremo 

repitiendo la acción con el ami:>rtigJ.iciór::r~s~-;¡-nte~ 'i,i~:-.'·:~élulas se lavaron 2 veces con 

amortiguador para FACS y se resuspendieron ·en· 0.5 ~L.'. Por último, las células de cavidad 

peritoneal fueron extraídas mediante la infusión de 10 mi de amortiguador de FACS en la 

cavidad peritoneaL Después de 2 min, se colectó el amortiguador por goteo, a través de una 

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

El número absoluto de células nucleadas recuperadas de cada órgano se estimó por conteo en 

hemocitómetro. Para la cuenta de esplenocitos y tin1ocitos se empicó una dilución 1/100. para 
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linf"ocitos de gánglio poplíteo y de médula la dilución fue de 1/10. Las cuentas totales de 

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

Para teñir las células se colocó el ·volumen· ncces:i~io para teñir I ;5 x 106 célul.as en tubos de 

microcentrifuga de 1.5 mL o en pla'é:Üs d;; 9(f p~~o~,d~fondo, en ··u:·, L.a~·célÜlas seclimentadas · 

::::::~::~;::;;'.ii~~i¡~i\\~~~~~~~14~i~~f .f,:E~ 
una vez con 200 µL : .de.· amort1guado.r:·0.de):.F:J'l..CS S Y}.élu ~c.ubar:on :;.· .. en'.) 00.> µV. de 

- ·.,~: :·;;.<::-:~y;.;~:·~-.l:~:.;~',r,::~>i::(~~:::1?"f·~-~;::~~.,,\f~~·',~t:~:~:,_·.~:~·;;:~,~;. 'fJ~-i~,;.:i ·- . ~f~:::::·-r~"'-~:,:c_~ ...... ~-~.<;;·.- :--:·;:-':::,~.--·.-1·( :-.: · ·_:-_ ~ ·< · · 
amortiguador de FACS con.;JasEcotnbiriadon~s\y;:diluéio~~s{ e¡a~ticüer¡jó::c~njt1gados• a 

fl uorocromos descritos de;~ll~~~·rii~Ví~~:~~~·í\{~;i~í~i·r·tt~~~:~~1~~;~:'(3 ~lf y·,;·~·~t.~~:,'~,;~~;~; .· ; . •' 
Después de incubar 30 m in· co~ •. '~\~;~,~~t~~~~~" •• ~,:~·;g~l~~j~Í~;~~~ .. ~iz{~~~~~~jf~~.~xiZ~fci.E"~~···.dos 
ocasiones con 200 µL de amórtiguadoriparaJ".)(CS~i.Eri" los\ ciascí:S:.ell :los·:~cuáles}se. Utilizaron 

. . .. . -· ., . :.:t:~:,:: ,\~~:-~t~~,-~~~:4/~~~J~~.~~.~{&:_:;t~,:).~~~{,.~-;y}:Q~::,L:¡y~{;~j>:t~; ~~~ .~:·f~~~:\~:f~Y-4; i .~}}f.~\~fttt~\:;:Zi<J: .-:\ i \~:·_;. '~---:~ ,-~ ~ 
combmac1ones de ant1cuer:pos en .los que.uno·de.los·.conJugados .fuera·con.b1ot1na;ose 1ncubaro.n 

. -.· · '·· · :-<:;<::::/;,:;C;+J:,~::t:.f;.~:(,,~~\j~0":j:¡i•-K,~t.::-:--:-.Gf '·(')~::~"Y';~'"f~~\t··~·:··~'.k·.~t:(.:f:5';'.t.:_:,::;il~~:O>· '.\~X: ;;'.:<~-,:; ·~:-:~. -.:'~ >.:·; · ._. : :.; · 
adicionalmente por 30 min con el conjúgadó):istreptavidina:.fluorocromo:)(~nuev~frrieflte lávadas 

:_. _ ·•. : : :- --/ !:·:· ·?t·i~~· ~-;?:~k;;¡f:gi;,-.:~:~:~\~8~;¡~i;t:t·;\':7·:~~1;.::1:! :'t~~--:E,>>::~r!!ii~~''}~:i-;;;~z0;·~:.:'\ff~;r\?,:?~'.\:·::;~·S--.·:s·;- '· :·"~·. 
2 veces. Posteriormente, las células se resupendiéron;·en·:200. · I> 'se;trallsfirieron .. a·:tu.bos·.para 

FACS (Falcon, BD) en un volumen final d~~QO,~~~~~ ~-f~g~rrt~\.,},C; 

Para el análisis de tres colores. las células fueroi':i;acl;~/rld~s.~n unfoitómeir, e ,uJo:¡~~cs()rt 
de láser de argón de 488 nm (Becton Dickinson rrnri~'J~~f~~~~~~i~~~f~_,;;,;;;~S~)~"~;t1}~~~~;r.;¡ . 
Software Cell Qucst (Bccton Dickinson Immunocytomeiy systerns). Para'ei' an~lisis de 4 

colores se utilizó un citómetro FACSCalibur equipado con láser dual de argón de 488 

mn/diodo rojo (Becton Dickinson Immunocytomery systems), utilizando el Software Cell 

Quest (Becton Dickinson Immunocytomcry systcms). Como control negativo o de auto­

fluorescencia se incluyó una nl uestra de cada tejido sin teñir con la finalidad de ajustar los 

voltajes de Jos foton1ultiplicadores de cada detector de fluorescencia. Para Ja compensación de 

fluorescencia se utilizaron células de cada órgano teñidas individualmente con un anticuerpo 

conjugado al fluorocromo correspondiente a cada detector de fluorescencia (FlTC-FL 1; PE­

FL2, Cy5-PE-FL3 y APC-FL4). Una vez adquirida la muestra, la mayor parte del análisis se 
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llevo a cabo utilizando el Software Win MOi version 2.8 (Copyright Joseph Trotter, Scripps 

Research Jnstitute. San Diego, CA). 

V.6. Análisis del ciclo celular por citometría de Dujo: Para analizar la fase:cÍ:l~ihlo '<:du-lar 

en linfocitos ProB de médula ósea de ratón. se obtuvo un "pool" de células d; ;;¿~ula ósea 

obtenidas de ambos fémures y tibias de 4 ratones transgénicosy 4 c?ntroJ'e'~;'c!e-camñd.a, tal 

como se describió en la sección anterior, con excepción de q~~ 's~.¡¡g'¡j¿~'.,~rlt:~'cit~s ~on 
amortiguador ACK. La suspensión de células fue ajustada a Ú x JO~-;;,.;:¿--d.;;'~:U-o~Íguador de 

FACS y se incubaron 30 min en hielo con una mezcla dé anti~uei-p~s'rintÍ-B220ÍCy5-PE, anti­

CD43/PE, anti-CD24-biotina y anti~BPI/FITC a las dil~<:iones i~dicadas en Ja tabla 1. 

Después de 2 lavados, las célulasse.ajhstar6n :l,l 5 x- 106 6~ arn~~iguador de FACS sin s~ero 
fetal bovino. Las fraccim1~s:-:~;:}a, .,; ,e d~ Hardy 31

• (B2W'"/CD43+/CD24WPi-; 

a220+1co43+;co24+;sp1;2;,~2:i'o+1cb43,;_1C:o24.:1ap1+; ~espectivarnente). fueron definidas 

mediante regione\,5~,~í:~h~li~ti;~~~;}~urificádas en un' citómctro de flujo FACStar (Becton 

Dickinson). '. ,-'>.}~:;':_¡ ,•';-;;# f? -__ 
:~··· .:·;~\,··~:;~,:·~~'.,;p:'.AX~~··~~fr>:~.::;:í\<.:i~~.:::···:< .. ·· ,.···.<, :· .·. . · ·: ...... · :_: .. '·., .. ·; 

Una v_ez confirmada;s:.u~pureza;' se -fijaron e on etanol a 1 7_ O % toda 1 anoche a 4 ".C. A 1 día 

siguient~, ~~·:~~~H:¡'fJti~';f!;i{~'~c~';Ó()Q' ~lTl dura~te 5 lTlin y se res~~perldl~;c)r) eno:s_ mL -de PBS 
>····-:·.-:~\.j;·¿;;:~/y; .. ~,~~~,s~ .. :r:~~-.~,.··.}Th;;~;i;•:::¡:=.:fH.:/~·-: ·· .: .. : ·· . _ · , · ·: - < · .. ··.. .· -:. ·,: :., ..... ·.-·· , .. -·:. " :- _ 

con iodun.).de:propidio~(2c0=µg/m,_L) .yRNAsa A 1 µg/mLSe incmbaron'lh'a temperatura 

::::~E~~i1W~~\~¡i4J!~~r~u~n::t~:J~~º FACSort (Be~ton oickI~s6~y en el· n1odo de 

.·. ,\.'~:.:; :·<:-\:'.~~ ~--~~)}~-~?;:~;·.:.'~~~>.:. _;.:~; . ., ~:: ' 
.... '.'~ ·, "·:" -

Para él estudió de eicJ6 <;.;füiai''de linfocitos. B en poblaciohe~ lirlroid.;~ de bazo y gánglio no 

purificadas se obtuvier6n 1i~r6cit~~ tal como se describió .;n J~ se~ción anterlor, y s.; tirle~~n 
con anti-B220-FITC. Después de un lavado se incubaron 30 min acli.;io~ales con. anti-Ig de rata 

conjugada con FITC (Jackson Jnununoresearch) y se lavó 2 veces con amortiguador para 

FACS. Posteriormente las muestras fueron procesadas de la misma f"orma que los linfocitos 

ProB purificados y se analizaron en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson) 

utilizando FLI y el modo de discriminación de dobletes en FL2. 
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V.7. Determinación 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 

(Si~a) en PBS o solo PBS por vía intrapcritoncal en 3 ocasiones a intervalos de.una· ~c_i11ana. 

Una semana después del último·tratamicnto fueron sacrificados y se les extraj_~·s_angre por 

punción cardiaca. El suero se cOngeló a -20ºC hasta ser utilizado. ", _;~. :· ·.~;-· :_/,;.· '</ .. ~~ -.~ 

~B~ii~l~~lif ~~if~ri1~~iii~f !lit~~. 
incubaron, con brol11el~~na (S1gnia)\IOO: n-Jg/mE;c:n· PBS ;a 37,;~C·_P~r ~O mm.•~ost~r1orinentc s.c -

::::::;1~¡~~~$,~]tí!i!!i~~i~~!~;i~M*iil~l~~f~~: 
1 :50 a 4ºC durante. 30 íniñ:;;Pos-tenonnenic;·füerori )iívádos'2 ·.vcces'·cori·•zoo·µr.:i~de .PBS :y 1 uego 

incub~do'~ ~f ~/;3~~1;~~-~~1~J'[~t~l~~~~~~~~~~~~~l~~~·~g~~í-i,i~~;c~~~~?·:~¡~ii~~i1,;~f ?~#8e.~:)an 
Frans1sco, CA}:•a,·4~_C:·:por)-30.;,n1m:\ff".ostenormente;.;_Jos;:entroc1tos ·.fueron" lavados ·,2 veces e 

· · · , , ·~ - _· '.:·.? .·:·:,- ·,:;:_ '.~:-;/·_~,;1:;::1~::;.;."?'t .+;f2.'.{t.:.~"'·?¿,;:.~;~,~> .. <"\!:"jtL'~·:t:-:.~t~·D·;1.¡i,Lt:_Y:t~~.{-·: · ~.;:::~;.-,:'.~- ..:: :.'-: -;.».-' .--i' -~-~ .. ~- ·~~::·"" --·. '. :' :-•• _ · ;,-.: · "'. :: · :.· :·,:", _ 

incubados con estr~Pt.ayi~ina:~E (Pharfuingcn) 'a fi<>C por. 30 min. Finalmente; se· lavaron. en 2 
: .~-~ · · ._- -~::~-,·;'::)'f:''.·:.''.c":)-~;_¡c~".Y~·~~'\>~-~~~~:;'.:'~.'j._1,..;-.;¡;,_'.;!~·;.;$:.·j-~-'.:~".~·~;-J:¡;'.'t;:,_:·:?.~'fF'\:·~~,.>-:_.::i:'.f:" ~,,_ :':-_._:,:: -,- . ·, , ·_.:. _.. '. -: .·:~. _.-' "~ -."'.." · 

ocasiones con·:pas:'y:.:se)'esi.Jsperiaiei'C>i'í-.~eri\OA··_ri1L~ ·Las muestras se. transfirieron· a .. tubos de 
- .,. . -__ . ._ . :-· .:· ... ~)_r.:c~;:(f~~./~,¡i;;,,: ·::::;,-:~~?<:t~·?.jfi-3.s.,;~~-:;,~.)-v~.~~t"'º-i~~v~,;fL~~-~:-~;c~~?·;;':~"--~~·., :.· ',, · · ~ · - · -. ·.. "' ., . . . · · .. · _, 

FACS y ftierÓné adquindasi'eñ';'uri\i::it,ó~etfo 'de flujo· FACScalibur (Becton Dickinsori) '.<!n. el · 

canal d~ tlÚ~~escenc;;ia FU. Corno' c~nt~ol"negativo se utilizó una muestra .con eritro~it'(;'s 
. . " . . . ';;: ~ . . 

bromelinizados tratados con anticuerpo .secundario y estreptavidina-PE. Se utilizó la _int_e~sidad 
• -. ,.- '" -. ~7'-' '-. -

media de fluorescencia para estimar los valores relativos de anticuerpos anti-fosratidilcoliná/:. 

V.8. Determinación de inmunoglobulina anti-eritrocito de carnero: Se inmunizarÓn. raÚ>nes 

transgénicos y controles de camada de 6 a 8 semanas de edad con 100 µL de eritrocitos de 

camero al 1 O % en solución Alsevers o con solución de Alsevers con10 control. Después de 7 

días se reinrnunizaron con las n'lisma dósis. A Jos 12 días se colectó suero y se utilizó para 

determinar anticuerpos hemolíticos. 

Para Ja detem1inación de anticuerpos hemolíticos se colocaron 5 x 1 0 6 de eritrocitos de carnero 

en amoniguador GVB (pH 7.35, NaCl 0.83 %, 5,5' dietil-barbiturato 0.1 o/o, gelatina 0.1 %, 
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Para generar cDNA se mezcló 1 µg de RNA total de cada tejido con 100 ng de oligo d-T1 5 • 1s 

(Gibco BRL, UK) en 1 O µ1 de dH2 0-DEPC. Se incubó 1 O min a 70 ºC y luego se enfrió en 

hielo por 5 min. La reacción de sintesis de cDNA se realizó llevando la mezcla de RNA oligo 

d-T a un volumen final de 25 µL en dH20-DEPC Tris-HCI 50mM, pH 8.3; KCI 75 mM; 

MgC1 2 3 mM; ditiotreitol 10 mM, inhibidor de RNAsa (Gibco) y 200 U de transcriptasa 
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reversa Superscript 11 RNAse H- ( Gibco ). Las reacciones se incubaron 1 h a 42 ºC y 1 u ego 

fueron inactivadas a 70 ºC por 1 O min. 

Para la amplificación del cDNA de CDI.54 se prepararon reacciones de 25 µL con Tris HCI 20 

mM, pH 8.4, KCl.50.mM;·.iu polil'llerasa'.Ta~,,<?ibco) cada uno de los dNTP (0.2.~lM), MgC1 2 

(1.5 mM), oligonugleótidos esp~JÍft~ci~:~n sentid.:, ~ áóti~entidÓ (0.4 µM) y 1/25de la reacción 

~:;º:C~i;i~~~~í~i~i~~i~if~~§~i~~~f~I~~;·tz~i~~~~lt;;t:*: 
3', estos··amplifican\exclusiva~";tlt~:el éDNA:de.<::9154 •... dcri"ado!d~;Ja:trahsc,ripción del 

transgén ~er?.~C>;~~c;~é~,~;~·~§&~;~f}j¡;~~~~{iG'~-~{:{).li~~*frd~'~itK~ftZ~~~:~t~·~J,'.'.~iRfoº;?r.vK,. 
abajo del sitio de·iniciO de·.transcrip'cióri:'·La amplificación se: llevó 'it''citbo.'médiaríte.35· ciclos 

~~[~:~~E~~~~~'if l f~~ii1\,l(lllif~~:t:~I 
Con el· fin de ·contar co~ ·~~··siste~a· qu~ p~~i.ia %6~~§r~t~~~~}~~~f ~~:*~~~~~~!~J~~.~>~~~ncs 
transgénicos y no transgénicos se utilizó una segundá combi~a~ión dc'oligonúdeótidos: gp39F 

5' - GGATCC T_CA AA T TGC AGC ACA CG-3·; ;~;_¡bi".~ci6'··~n el 'e~Óil 4. del '~eO: cÍ~ COI 5.(~n 
la posición 3(;3C.-3g5 del RNAm. Como oligo antiséniido se i:itiÚzó IsoSer 5•.: CT<:: TCA'GAT 

CCAATG2:ra ooc TTC AGC e -3'. ubicad.;:;;~el ~~.;115, en la posición 5s~.:.:61?cic1 
- . ' :'~ -- . '.· . "--

RNAm . .t\,mbos oligonucleotidos amplifican un producto de 255 pb derivados de cDNA_ y de. 

3.6 kb en caso de contaminación genómica 279
• La composición de la reacción fue idéntica qu'e 

para el par KenPr/Xiut. Con el fin de obtener una idea más realista de los niveles de expresión·· 

del transgén en los diferentes tejidos las condiciones de termociclado fueron de 15 ciclos 

compuestos de 3 segmentos a 95 ºC por 30 seg, 60 ºC por 30 seg y 72 ºC por 30 seg, 

respectivamente.Como control interno de RT-PCR se amplificó un producto de 450 pb 

derivado del cDNA de actina 13 con los oligos 13AI 5'-CCA AGG CCA ACC GCG AGA AGA 

TGA C- 3' y ¡3A2 5"-AGG GTA CAT GGT GGT GCC GCC AGA C-3' bajo las mismas 

condiciones que las descritas para Ke11Pr/X'iut y gp39F//soSer a excepción de que el programa 
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de termociclado fue de 15 ciclos compuestos 3 segn1entos a 95ºC por 30 seg, 50ºC por 30 seg y 

72ºC por 30 seg, respectivamente. 

Después de 15 ciclos de an1plificación, las muestras fueron separadas por electroforesis en gel 

de agarosa al 1.5 % y transferidas a membrana de· Nylon (Hybond N +, Amershani, UK) e 

hibridadas con el cDNA de CD154 o actina 13 marcados con fosfatasa alcalina utilizii~do el 

sistema AlkPhos (Amersham) para marcaje, hibridación y detección por qúimi'~l~lni.ñlé:~ríci~; 

:~:~::::~·Fo~~~~:.::::~:~;.~~t::~~4ói~!~~í~il~!~m~t 
1%) a 65 ºC por 10 min cada uno. Se realizaron.'dós líivadós'.~a'diCion'a1és-;·:arnortiguador'de 

: · ... , ·:,~ ,. ···- ;.,-'. ~~·::·~~ :.. .. ~ .. ;~.;;_·;:~,;.'.·;:;:~t-t'\:.·:~1'!?:.7~~,r,:;;~:~2;;t~r~>'t'J;:'>~-,;:".:.:.,;:::,~;..,_;'r:;.'.: 
lavado secundario (Tris Base 50mM, NaCl IOOmM, MgCl:ii"2:(mJVl}•po(•~áfniri:{é::ad~~uno: La 

membrana se expuso por 1 o min a placas Hyperfi1~ E:~:~'..~2~r·~~1¡~~~j~;~!~~l~¡f 0~r:é~~,'.';i~ 
v.1 o. Determinación de in munoglobulina sé rica: .. ~e{'d,éterrni~ó;i IgM;:· IgG ¡~'::JgG2~;·"IgG2i,, 

~~~:E·::·::~::::~::.~;::\· ii~l~~~:~lf i~!l~Yi~if ~rt:·!: 
carbonatos pH 9.6 a 4 ºC toda la noche. Posterior;,,ente cada pláca se la:Yó 2 J'.~¿gs c:'óti PBS 

Tween-20 0.05% (PBS-T20) y se añadieron di!ÜciÓn~~ tres ~eces seri.rida~;. de 1 :jo:~·_1 ;·;90,000 . - .,. . ... ·--· -·~ .. -- ' -- ·-· 

de cada uno de los sueros problema en PBS~T20, se incubaron a 37 ºC por2 h y.se:l_avaron tres 

veces con PBS-T20. · · 

Posteriormente se añadió a cada pozo x J,tg de anticuerpo de conejo ~~~i-Í~~t~po · murino 

biotinilado (Zymed). se incubó a 37 ºC por 2 h. Despué~ de 3 lava~~~ con PBS~T20,'sc ·incubó 

con x µg de conjugado cstreptavidina-Peroxidasa de rá.ba~o (Zimed) a 37 ºC por 30 min. 

Después de tres lavados con PBS-T20, se añadió x mg/ml de ortofenil-diamina (Zyrned) en 

amortiguador de citratos, pH 5.3 y H 2 0 2 al 0.3 % por 5 min. La reacción se inactivó con H 2SO .. 

1 N. La absorbancia se cuantificó en un lector de ELISA (LabSystcms, Helsinky, Finlandia) a 

492 nm. Los niveles séricos de Ig se expresaron con10 la dilución requerida para obtener una 

absorbancia de 0.05. 
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VI. Resultados. 

VJ.1. Generación y caracterización de ratones transgénicos. 

VI.1.1.Generación de ratones transgénicos: Se microinyectaron 320 cigotos (C3H x. 

C57BU6) de acuerdo a lo descrito en capitulo materiales y métodos. 280 cigotos sobrevivicro_n 

la inyección (87.5% viabilidad) y fueron implantados en grupos de 40 en oviductos de 7 

hembras C3H pseudoprcñadas. Al cabo de 20 días nacieron u~ totaLde.34 crías potencialmente 

transgénicas, 15 machos y 19 hembras, mismas ··quc•.fu~r.:;~: gefioükifici;i:lds·'.mediilnte 
. ·.- : ,. .. ·:··_, . ·; _., ',\·\ ',' . "·~ ·-·_: .. :·:" ·' -- ,, ;!::.·· . ~:¡;·, ·' - __ ·:·· 

hibridación de Southern y PCR a partir de ADN gerió'!1ic(); Col110_ lo Ínúe~fran las ~guras 3 A-

:~~t~fi::r~:-::~:: n~::~º:::r~;,·i::1~~:r3:;~:~r;}~~:J~~1f~{~~i"~~;{~f¡~~~~%~'.-~dores se 

. : " .. ~'.,~~;-~~-~~ .; ~-,_~~->t~i:f -~:~}. ~:;:~.~:/:·é ·' 
Los hembras fundadoras 12, y 34 murieron: e~tre Ja' ~eg~n~úí\;;;~té;,rcera s~-~~nas de vida por 

. · .. · -. - · . :- - -·.: ··\ ~ -·~; .. ::''. .;.);:,l:c1·-:;~~:c.-:·;.~\'21'~';~;_;;~;;~_\_; .. ;;:5F:~, _ :.~ :- > . . 
causas desconocidas. Las hembras fundadoras 29 y 32 murieronlaJa•ócfavini;emima:de vida sin 

. · . ·:-;.~:)e'<\{ ,~---~~'-·;;'jff.,~._~.:~~~;~;:'.¡("~~~--~L.::.-·.~-~.:·~- .- ·;.;·-. ., :· 
haber dejado progenie. En estos casos se detectó una reducCi~nieü';éJ;dt1siirróllo corpor~I y el 

:l::::::~:E.::·::::I;'.~d:::;.~:d:~;;:.;:&~illiti~~;i;~:: 
. ,·," :·; ;> -~ . 

VJ.1.2.Establecimiento de líneas transgénicas: Los fu~drid~~~s\'~ri!~h~~: ~:' 16, 22, 23 y la 

hembra 2 8 parecían sanos y fueron retrocruzados con p a·~-~jas,C57BU6.·M ientras que en e 1 

caso de las líneas 4 y 22 solo se estudio Ja Fl, las líneas i<i·;·2:{rueron seguidas hasta Ja F3 y 

la línea 28 se ha mantenido como el modelo de estudio d~rante cuatro años y al menos seis 

generaciones, Jo cual revela que en ninguna de las -l_í1.1eri~·· Ja presencia del transgcn afecta 

directamente la fertilidad. Es claro que en las cinco líneas, la segregación del transgén ocurre 

en ambos sexos lo cual demuestra que este se integró_ en un autoson1a. Asi misn10. la presencia 

del transgén en aproximadamente 50% de la camada sugiere que el evento de inserción ocurrió 

en un solo complemento ancestral. 
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e Hibridación tipo Southern 

' 12 111l 111 22 

-- - -~-

Figura 3. Identificación de ratones transgénieos fundadores. A) Amplificación por 

PCR de un producto de 0.8 kb correspondiente al ADNc de CDl54 a partir de ADN 

genómico de cola. B) Confirmación mediante hibridación tipo Southem a partir de 10 µg 

de ADN genómico digerido con Neo / y Xba I. Como sonda se utilizó un fragmento de 

0.8 kb correspondiente al intron de la globina ~ humana. obtenido mediante digestión del 

plásmido pEi/prVK~ con Neo /y Xba /y marcado con pn . 
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Debido a que la 1nortalidad en los fundadores predominó en hembras se_ sospe~hó que el 

fenotipo en hembras transgénicas se asociara a un fenotipo patológico grave.-~}n:ernbargo, 

hasta el momento no hemos identificado en Ja progenie de los fundadore_s--_'s'obre~i;,,icntes 
).·;;,:~.'. :-r;:: ,. .. 

diferencias en la morbi-mortalidad entre hembras y machos transgénicos. :«: .,<,-·, .• ,.""' ·é> 
' ·. ·;c;:~~;_:.~~-7~-~-:<·\:·;· · · 

VJ.1.3.Caracterización fenotípica de las líneas transgénicas.- Con cl.~fii{::c:¡rg5¡;¡~jci;_ Ja 

caracterización de la expresión del transgén en las diferentes líneas, sd.·to~~~~~JiiiTI~~¡~~-~:de 
sangre periférica de los machos 4, 16 y 22 con el fin de analizar la e~pri~iJ~'¡·~gI~${~4·:¿~ 
leucocitos de sangre periférica por citometría de flujo mediante un'1 dclbI~·c~tiriº~iÓÜ\~ó;,_;·}ós 
anticuerpos monoclonales anti-B220-FITC y anti-CD154 (MRI) bioti+¡j~-~~J:~.~~~~Jft~~~.con 
estreptavidina- PE. . ---. ,itili\, ;:( ,. -.; 

.' :'.~; .. ~ >· :·;,:.<;.'; ~-~::~.:; :::;.:·:· 

La figura 4A muestra el sorpresivo hallazgo de que la proporción cie· Ünfoc°Úo~~·s. (c'éYula~ 
B220"") en sangre periférica de 1c)5 f~ndadores 4, 16 y 22 fue de 1.6-,- 1 y í;1 ~ -~k:;:;j;~~á~rición 
con 35.8 % el ratón C3Hx c57si/<i:~c;·t~~risgénico. L~ deficie~cia es tal que la evriluación de 

la expresión de CD154 no s6 pudó.Wc~iírri'cál>o co~ certeza_debido al bajo-~úni~ro de ev~ntos 
8220+. No fue posible detect~~ Iii_~~~~~~i~ryd~ CD 154 én linfocitos tot~les, Je) ~ua-1 ~ugidre que 

en estos fundadores no se p~;;sci'dtd:~¡¡;:if~~i'ó;{ci~ <:;0154 en linfocitos no I3 de sari~~ periférica 
(Figura 4B). ·· .. "•:·-.;·,;¡;•.-;,:,:ce'>'·'.<>· ·,;):· 

~ºº el fin de eon~~~{a~~~~~i{~Ui~f,i•i•;~•P'.'.'''?~?~ i;;~~ ;~''iº ~~+le 
imputable al transgen y n~··ª''"fec:te>sdeJ~~P,q~'.c1ón deia inserc1()n. ~.c:I _tr~rysgé,n;,se,~c:aliz~ron 

~:::~~:;.~s:.j~2{f K~~g!f ~!1{!~~l~f~~,~~llf~~t~~i~~,i~~~~ 
disponibilid~d :d~ ~~~ ~~a~ varied'1d cÍe ánticue;.pos'-n~C>;.;ocl~nales en cc>·~1.;.; d.e diversos 

marcadores de linfocito~ murinos, se procedió a carac¡~ri~;i~Y~; ~~·;r~~iÓ~d~ CD,154; así co~o .· . . .. · .. , .. · . 

el fenotipo de las distintas subpoblaciones de. linfoC:iici~, con especial énfasis en el 

con~partimiento de linfocitos B. 
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NoTg 
Sin teñir 

A 

# 

0.21 % 

1.1 o/o 

NoTg 
Sin teñir 

B 

#2 

2.9 

2 

Figura 4. Lin.-ocitos B en sángre Peril"érica. Análisis citolluoromético linfocitos B 

de sangre periférica en machos fundadores. A) Proporción de linfocitos B 0220•. B) 

Expresión de CDI 54 en linfocitos totales. Los valores de la derecha representan la 

intensidad media de fluorescencia en FL-2. 1 x 1 O" leucocitos se tiñeron con los 

anticuerpos monoclonales anti-8220-FITC y anti-CD 154-biotina, revelado con 

estreptavidina-PE. Los histogramas derivan de la adquisición de al menos 5000 

linfocitos definidos con base a los valores de FSC y SSC. 
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Vl.J.4.Llnfocitos B en órganos linroides secundarios: El porcentaje de linfocitos B en el 

bazo de un ratón normal oscila entre el 45 y 65 % del total de células nucleadas mientras que 

en los ganglios linf"áticos oscila entre el 25 y 30%. Con el fin de obtener una mejor 

interpretación de los resultados obtenidos en sangre periférica de los fundadores, se analizó por 

medio de citofluoron~etria el compartimiento de linfocitos B en el bazo y en gánglios linfáticos 

poplíteos de ratones Fl de 6 a 8 semanas de edad derivados de lá cruza entre fundadores de 

cada línea con ratones normales C578L/6. 

De acuerdo con lo ob.se~ado .~~ s~ngi-e periférica, el porcentaje de linfocitos B •82i(}+;lg~+ 
esplénicos en raton~;: i~ci¡.,~~,i¡:;'i~os:'iú:~' de 7.2. % para la línea 4 (11 =J), 9. J % ~rirh J:i ii.:i~a 1 6 

: ''. '. ~·.,,: ';:.·- :.~ .. :.-~.;,~:.f.-:..-2-;~{~:,_<; :.:::,.-'j,~tA,:<¡0-'·t~·.):'¿' '.-;· ··-~:· ··.:~ ( -·.:· ' ;• . - . ---'~'' ¡-::. ···'-~::-... _ < . ''. 
(n=J), 11.8 % para·lá'.lírica~22i'.(n~l);';.L5'.%'para la línea 23 (n=l), y 4.3% pará·Ja·línca 28 

. ' : : . '.- ·_.· _' -~;-~ -~_,:;'. L_:;_.::_:-~~i~~-~-·~ ----'~-~:<· -~-"- ,_;_: ,.~. ' ·. : ·.- - . ·. + + ·. - . ·> .- . :: ·:''.,:,~·:---;·-:i-·:·-: '.;- - ': ·. 
(n=J). En prornedi~;·ei+p~rcen,tajci·ac linfocitos 8220 /JgM en los ratones tnmsgénicos 

independientel"rlél11é·~·6'~1i;·;~F:f~~·s'¡udlada fue de 6.7 % (± 4%, 11=4) en corn~a~~ciÓ~ con el 

promedio de linfoCitos 8220./IgM+ de los controles de camada no transgénicos~·:que·-- fue de 

52.6 % (±7.3%, n~4)>E~fos ~ifras permiten calcular que en los ratones transgénico~ ~e pr~kénta 
~~- ~-- r·· ' ' .•• 

una reducción prómedio.de.7.8 veces la proporción de linfocitos 8 esplénicos con r~spécto a lo 
- ,., ··:_'.-t .. . -

observado en ratones control (Figura 5 A-B). 

También ºse estimó la proporción de Iinf"ocitos B en los gánglios linfáticos popiiteos 'de ratones 

Fl derivados de las lineas 22, 23 y 28. En estos ratones, cLpo~ce¡..taje de. IinÍ-ocitos B 

8220+/IgM+ en ganglio fue de 2.8 %, 4% y J .3%, respectiyat;ne°"t'I::: ~Ípr~fri~ciic:l del porcentaje 

de Iinfoci tos 8 en los transgénicos, independientemente dél~ Iini:,';¡· il.ié cÍ~ 2~ 7 % '(± 1 3%, 11 =3) 

en contraste con un promedio de 27.4 % (± 1.1%, ,,.;2)én'1~i:C::~~~rol~s;~o transgénicos de 
,·: ... ' - -· . , 

camada. Esto representa una reducción de 10 veces la próporción de(lin'fo'cúi:c;;5·:8 en gánglios 

linfáticos de ratones transgénicos con respecto a lo observado efi'J~~ ¿¿;¡;'i:'r¡:jl~s. de carnada no 
·:· .. ~-'-

transgénicos (Figura 6). ;~:" 
·-.; ·:,·-" .• : :· •; ~ :·:-'.~···' 

Vl.1.5.Maduración de linfocitos B en la médula ósea: Debido a la reducCión tan marcada de 

linfocitos 8 encontrada en sangre periférica y órganos linfoides secundari'os, fue necesario 

determinar en las diferentes líneas transgénicas, si tal reducción se debía a una taita de 

producción en el órgano linf"oide primario o bien, si la reducción se debía a una muerte 
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Figura 5. Linfocitos B en el bazo. A) Análisis citollorométrico de linfocitos B 

esplénicos de la generación F 1 entre fundadores 4. 1 6.22,23 y 28. Se muestra un 

solo control no transgénico representativo de los demás experimentos. B) Promedio 

± desviación cstándar(D.E.) del porcentaje de linfocitos 8220+/tgM+ de controles 

no transgénicos (barra roja, n=4), de las cuatro líneas como un solo grupo (barra 

blanca, n=5); y de los ratones FI de las líneas 4 (n=I). Ll6 (n=I). L22 (n=I). L23 

(n=I} y L28 (n=J) (barras azules). 
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8220 

e 

Figura 6. Linf"ocitos B en el ganglio linf"ático. A) Análisis citotlorométrico de 

linfocitos B de gánglio linfático poplíteo de la generación F 1 de fundadores 22. 23 

y 28. Se muestra un solo control no transgénico representativo de los demás 

experimentos. B) Promedio ± O.E. del porcentaje de linfocitos 8220+/JgM+ de 

controles no transgénicos (barra roJa. 11=2), de las tres líneas como un solo grupo 

(barra blanca. n=3); y de los ratones FI de las líneas L22 (n=l). L23 (n=l) y L28 

(n=I) (barras azules). 
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acelerada en el órgano linfoide secundario. Entonces, se analizaron. los diferentes estadios de 

maduración por los cuales atraviesa un linfocito desde sÚ compromiso al linaje B hasta su 

maduración y egreso de la medula ósea hacia el órgano linfoide sec.undario. 

:~:::::.:::::;:p:::::;;;s;~~~t~~~~~IJ~~~;¿:::.·:: 
figura 7, Ja proporción de linfocitos~R.to:t11.Jés:(é<:>h"J)aséá'ili(;exp_resióJi;::d~~iB220) se:éené:ontró 

rnarc:darnente reducida. Ind~~:l'~~!;;i~~~~~~~~~:~r1,~trtB!~f~~~~f~~~~:i§'~~(~i>;fr¿i{f~jed~~é1Íi1as 
B220 fue de 8.2 % (± 3.1%;'11"."'.JO)':~~~C:Ó·ip~a.i-ación;c~n'3()~9~ {±6.3 %; ,,;.,,9); eri ratones 

:::~.:~.:· ~7j~~íj~Rti~llt~1~§·,!(~;p~~, .. ó~ d; ·,¡~¡¿~,;o; B ., 

El análisis comparatiyo.:por''~táf~;·,·es;taún(rilás:i~Veiridor. La proporc1on de linfocitos ProB 

(B220+/CD43~ n~·.f.~ifü~~\~~::z~~f~,~~~~~~~~~~~{,'.füfi~~é~i~~s +de lo encontrado en los ratones 
control, ya que el.prorned1o':deJ.porcentaJe'.dei"lmfoc1tos·B220 /CD43+ en ratones transgénicos 

. .-· '. --<- ::;:;'-;'.···(;;:-::-.:~.;-r;.;;;:!;-.\~~'>~~i'.~: r'j~~~;é::(::A·:~~-""'~- ::::::f:;::.:,.; A;~ ~:.:,~i., · /<\ ··. · : .. ,.., · 
fue de 4.5% (±·0:9%;01'==·/0)y'.dé,6:4 % (±'E~%~ n==9) en controles de camada. Sin embargo, 

::d::·.::~~r.~t:.t:\!L~,~~1,~l~~~f g8dJ,K:::;;:~.;;. ~:2.~::~:3;:; 
en ratones transgénicos fue de,L:3'J1>}(±;.076_;

0
;')/o,}11710) y de' 1.6~ ·(±. 5. 7%, n=9) en ratones 

control, Jo cual implica una red~cii;i~i~~i~J~~~~,:1~~-~~~~;~rC:i~~~,iS;!f:~~~dt6sPre~_: -~º~~hrl1º· ·· 
corno es de esperarse, la población dédinfocitó's\B:;i-ecirculantes también.sé. encontró afectada 

~=~~~f ~;;;~.f :~f ::]:~~~~~~{~{~~~,~~~~~:~jf ~i~t~ 
de las proporciones de linfocitos PreB en las diferentes línea~ con la proporción' de linfocito~ B 

recirculantes, de bazo o de gánglio correspondientes. 

El análisis de subpoblaciones de linfocitos B en la n1édula ósea mediante la detección de 8220 

y CD43 permite definir a grandes rasgos Ja n1aduración de los misn1os. En este caso particular 
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Fi~ura 7. Linfocitos Ben la médula ósea. A) Análisis citofluorométrico de la maduración 

de linfocitos B en médula ósea de ratones Fl derivados de rctrocruza de los fundadores 4. 

16. 22. 23 y 28 con ratones C57BL/6. En el panel derecho (columna der. ratón transgénico 

de cada línea. Columna izq. control de camada no transgénico). Se muestran las 

subpoblacioncs ProB (B220+/CD43+). Prcil (B220"•1°/CD43-): y linfocitos B rccirculantes 

(B220•"0 /CD43-). enmarcadas en las regiones R2. R3 y R4. respectivamente. B) Promedio 

±O.E. de las proporciones de cada etapa de maduración de linfocitos B de médula ósea de 

por lo menos 2 ratones transgénicos de cada línea (barras azules) y 9 individuos no 

transgénicos (barras nljas). 
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nos pennitió identificar que los ratones transgénicos presentan un defecto en Ja transición de 

ProB a PreB. 

Con clfindedcfinir con puntualidad la etapa afectada en las difcrcmcs lin~as transgénicas. se 

analizó Ja exp~esÍón'deCD24, 13p1.: B220 y.CD43 en la medula ósea.·deratoncs FI derivados 

de las líne°c~·1:1~1 22:·23'/2.8
1

pÓ1r'Cit.;fluoro111etria de cuatr? col0ri~: L·~· t1gu-~a 8 muestra que • 

. ;~c::~u:~~~¡:2f 1~i::ri~~1:~:c:.~f~{;i'.:1:.;~~óc:~~·1:~~~~~;~d:~?i~~gr~:t:ª:::~:n:::::~n~:º~ 
la prop~;.;iÓn d~ c.éíi'i1as en Ía:Tracbii:.~·c·:~o~espbnde a·.Ía::\i;ha~ de lo .cncontriido en contmlcs. 

;iª~r;FJ~t2~~~~~r~~i1~li~t~Ri~1r1i~1if ~~~:.~;;.:i~=~~f :~~?.7J~ 
durante Ja transiCióil de 1á' fracción •A. a'la ¡¡;iicciói1 a: .. 

. ,,:,'. ::;,_,·· <):;·:- ·,·<;-': 
. ; ,~ ;,:: ·;« ·- ::' ·; • ' . -:·. . - ·. 

V(.1.6. Linfocitos·~T: c'81.S4fcisfü
1
;g.n1oléeula'qi.le normalmente expresan los linfocitos T 

activados. Cu~ndo iC!b)'5~éc{1it~;act¿;(cOn C040 ~n Ú n1~mbra~a de células presentadoras de 

~~~2~~!lf j~~~f f~~~I{~ff i~i~~:::~;;::5~~:~i1;~~:~~:j:.: 
·-. :-_-,.:·'~:~.i:~~? ~-" ~- _,_.A\~:-.:-'·--·· · :. · · · ·"-;.':,-~ .. ''.r~:~t;f~~~~;~~~- \r:.· ,,y~;r·-'-'·. 

~~~1~~j~ttlll~~if ~~l~!;~:E~~~Jl!~~~J~i~?~=~~ 
La proporción deliÜfci'.~?;~l,~}~~~Jx.d~:~~ ~~~o de ratones transgériicos füe de 52.G % (n=J). 

21.4 % (11 =/), 46.3 % ~Í~J);:s?;S % ('1=1) y' 32.2 % (n=J) para las líneas 4, 16. 22. 23 y 28, 

respectivamente. IndepcrÍdiéht;;:rii~nte de Ja línea, el promedio de la proporción de linfocitos T 
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.. ID 

Fracción A 
B22Q•/CD43•/CD24·/BP1· 

Fracción B 
U:?:?WICl>43•/Cl>:?4•/BPI· 

Fracción C 
B:?:?O•/CIJ4J•/CD:?4•/BPI · 

Figura 8. Linfocitos proB de la médula ósea. A) Análisis citofluorornétrico de 4 

colores de la maduración de linfocitos ProB (B220+/CD43+). de acuerdo a la expresión de 

CD24 y BP-1. en médula ósea de ratones F 1 derivados de retrocruza de los fundadores 16. 

22. 23 y 28 con ratones C57BL/6. B) Promedio ± O.E. de los porcentajes de linfocitos 

ProB (B220+/CD43+) de cada una de las fracciones definidas por la expresión de CD24 y 

BP-1. La fracción A corresponde a linfocitos ProB B220+1co43+1co24·/BP l ·; la fracción 

B corresponde a linfocitos ProB B220+1co43+1co24+1BP1·; y la fracción C corresponde 

a lintbcitos ProB B220+1co43+1co24+1BP1+. Ratones control de camada no transgénicos 

(barras n~;as. 11=4); ratones transgénicos corno un solo grupo (barras blancas. 11=4); 

ratón transgénico de cada línea (barras azules, líneas 16, n=J; 22. n=J; 23. n=ly 28, n=J, 

respectivamente). 
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Thy 1.2+ en ratones transgénicos fue de 42 'X,(± 15 'X., 11=5). en contraste con 28.8 ry., (± 9.9 rx,. 
11=4) en rato.nes control no transgénicos (Figura 9A). El inérc111ento proporcional de linfocitos 

T observado '.en .ratones transgénicos no implica un aumento en el nún1ero absoluto de 

linfocitosT.:~11 tm(lxperime.nto independiente con ratones dcoclio'sc1~1anas de edad derivados 

:::~;l~~;~~~t~:.~:· ;; :~::::,d:~:~:::::';';:ºs": :~r~~';:~; ~~~;::2::; 
' . •.-~~'.·:, ::~.':º;~~~;?I-~:J~t;::~~~~fr<.;;~;;:~ ~;'~ . . . . . . ·.· 

' .;· .. -~·>·,;,.·, .. ··::~,.;;y.-ü~;~'.~ .. :>-l·j::'·':·.,· .. ·.· ·, + :. -~-~:,/::: -~~_<; ·;=>:;i_: '.-: ·;_,-::_·,-
Consistentcmcrite;.:Ja:proporción de linfocitos T CD4 en·.bazo'·fi.ic de.•32.2 % (í1=='1),.13.1 % 

:.:~,,~[ *~J.~@i~~\~~10"~=~d:,: ~;:Jf .n~~íj~}~~~i~~1if:~~;;"~I,;.:; CD4 en rat':'nes'transgenic.os•fü(l de 24% (± 11, 'y.,; n==5);'.cri (lontrast(l:cé:m'.19.6 %<(± 7.1 %, 

,,-5'º".<,;'~!¡f:if:~1~~;f ~J:f / . ·... :. [· !D :Si;· }'" ..... 
La proporc:ióii de)inloc.itó.s';T::<:;DS en bazo fue .de 23 .. 9. % (d=;IJ;' S.S ry., (n=J), 17.4 ry., (11=1). 

23 % (ízf(5¿'.i.r:~[{~~~l~~~\tf~Z?'.:f~;.~ 1~s líneas 4, J~.:~22:. 23 y 2s. respectivamente. 

Indcpendieriternénté:í'de'la'.líriea,'··erpro1'ncdio de la proporción de ÚrÍfocitos T CDS+ en ratones 
• e -: :·'·"'.'·:":\:~y.~~·r-:):--~-~\~~;;'.~'~.¡yj~-;·:!~'.L"~::~·~:~f~·}_-:._~,: _· •'. '. .· . : ~' .. ·~-_'.'· -' '::~:· :. -·_: • _:· 

transgénicos)fue,dc:.24'Yo:C±:1 L%,n:=5), en contraste.con :18 . .,'Xl(±.6 %, 11=5) (Figura 9C) . 
.• ·;· :-;~. "-~:'-~;··~}:,~;~~?-.'..'..)~'-~~;; ,~:.::,·i.~.·c;º.: ··'' 

f S.~~itlllf ti~~~~~~: f ~~~t:;ª~~g;}t~t!.l~~~~~~;~~~ 
númer¡; ~~ Íiri}~~l

0

tos,T,'Ú~~'ci~c>Íl;Ós bi.;n refleja la reducción proporcional de linfb~itos B .. Sin 

embar~o. es ~0~~~1C:]ciC:'~~¡~~ii~'q~e,Íriproporción de linfÓcitos T CDS ~on respC:cto ;·la de CD4 

está alterácta:'En'rdi6ri.;s ~6;;,~dJ~s; el coeficiente.°/., CD4/% CDS fue de 1.9 (± 0.3. 11=5). En 
-- . ·- :· -,-

ratones tránsgéniéós.este c,~cficierúe fue de 1.3, \.4 1, 1.7 y 0.9 para las líneas 4, 16, 22. 23 y 

28, respectivámcntc~'sum'ando 'úri promedio ele 1.3 ( ± 0.3, 11=5) (Figura 90). Esto implica que 

en ratones transgéniC:o~ l:a rei;C:iÓn n~níéric'a entre CD4 y CDS es cercana a 1. 
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Coeficiente CD4/CD8 Coeficiente CD41CD8 

Figura 9. Análisis del compartimiento de Linfocitos T. Porcentaje de linfocitos T 

esplénicos (columna i=quierda) y de gánglio linfático políteo (colum11e1 dereche1) de 

ratones F 1 de cruzas de fundadores 4. 1 6. 22. 23 y 28 para bazo. y 22, 23 y 28 para 

gánglio. Ratones control no transgénicos (he1rre1s roje1s. 11= 5), promedio de los ratones 

transgénicos como un solo grupo (he1rra blanca. n=5), y transgénicos de cada línea 

(he1rras a=ules. n=I de cada línea). A) % de linlbcitos T totales determinado en base a 

la expresión del marcador Thy 1.2. B) 'X. de Linfocitos T coperadores determinado en 

base a la expresión del marcador CD4. C) % de linlbcitos T citotóxicos determinado en 

base a la expresión del marcador CDS. D) Coeficiente del % de linfocitos T CD4+ entre 

linfocitos T CDS+. 
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En ganglios linfáticos solo fue posible estudiar ratones FI deriv::idos de las líneas 22, 23 y 28 

(Figura 9). Los resultados fueron muy similares a Jos del bazo. El promedio de linfocitos T 

Thy 1.2+ .;n rufones Íransgénicos fue .de 80;2 % (±8.0, 11=3), en contraste con 68.3 % (± 1. /1 =2) 

en Jos.cont;~!cis. ~;,··.;~··.;·ri~ode Ja,suhpoblación co4+; el prom";dio, cñ ratones 
.--.-:,·· ~--~¿-· <~· .• _;._·;: __ , ~;~·-.:~~:':'"-:;.: ~-, ... · .• ~,, >·,·:· . .- :·· : 

t~ansgéni§.i~Jtu;0J;~~J~~\¡2~:5~;~. 11~3),~ ~~}~;t~~~t~,Xci~, ~~ '% (± 0.2. 11=2) en controles. 

Así mismo,' la proporc:ión;de linfocit,os CDS :en .• los. ratoncst~ansgénicos fue de 34.8 % (±8. J. 

·::~~~~I~~lil!~~li!1íJ!:f ~E:~!~~:,;:~~:::~;::::::·.: 
VI .1.~ 7 '.•~él~-.~~;,:*·~~í~1~~~¡~~~~·~~~.~~~;:~~~~~~~t~i~~~~2});',i'.~.()J~.~t~<l,'.ºs , · ci t().n,uor·()''~.étri cos en 
bazo rcvelarón'q uc; a'dcn1ás'd ecl a.r~edúcción'•é ñ 1 a·p rci'pórción de 1 infocitos' B .·a umcntab::i 1 a 

~~~~~,~lB~~~~~ll~~}i lf 11\\f liil\{íf {f !~~v~1::~:=::: 
El promedio del porcentaje 'de células•M¡;rc 1 :"fG~l .cn:lnédúlac~se:i;iiñd~pcndienfonu:nte de Ja 

f iii;:ª~f f ~!:::~::f~!~1~~~~~j!j~i!~!!(!llf~~~rE~'.~ 
En el bazo, el promedio ·del porcentaJC de ·cclulas · Mac 1 JGrl , mdcpend1cntemente de la· hnéa 

, .. _: -.:·_.'::·-<!.r>v~;\:;-,:.~~:~~-,0:_.~;:.;-.-. .. ; 1_~:-:,:· - ~- __ - • .-· • •• '.. ·, ; :·· , ;:.:~·.: ·:--~::::r ·?c(r:~ ·-Y:«->: ~- -~~·~·- -'!.\.,:_._. ).·:.,:; _:..... .~· :· 
fue de 32.5 % (±12:5 %,'1i,,.3)yeésus5.6 % en ratones coritroL(±5%tn=3), Jp'cual representa 

~=::;:::~t~';}~8eÚf a~~~t}+~cit:;+c~::;;ª:g::~~7n:~: 1::~!~~~f~ªf ::1rdia~d=~~7~~:ue: n: 

se estudió esta subp6'6'1;~iÓn ~ri '1ai líneas 4 y 28, los result~dos obtenidos con los parámetros 
•" ' - • e· • - ,.-•• '. : • • ' -' ~ . " ' . • 
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Figura 10. Células granulomonocíticas. A) Análisis citofluorornétrico de células 

granulo-monociticas en bazo (panel superior) y médula ósea (panel inferior) de ratones 

F 1 derivados de cruzas entre los fundadores 22 con C57BL/6. B) o/o de células 

Mac 1 +/Grl + en bazo. C) o/o de células Mac 1 +/Grl + en médula ósea. Las barras 

representan el promedio± D.E. de ratones control no transgénicos (barra roJa. n=3). 

promedio± D.E. de ratones transgénicos de dif'erente línea (barra blanca. n=3) y% en 

ratones transgénicos Ll6 (n=J). L22 (n=I) y L23 (n=l) (barras azules). Ratones FI 

derivados de los fundadores 4 y 28 no f'ueron evaluados con los marcadores Mac 1 y 

Gr l. 
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de FSC y SSC apoyan el hecho de que en estas líneas ta111bién se presenta un aumento en el 

nún1ero absoluto de células granulomonocíticas. 

VJ.J.8. Expresión del transgén en,la superficie celular: Con·1a·nnalida.d ~c:-detém1inar si CI· 

transgen se expresaba en lapoblacié>n celular deseada, así corno su nivel de expresi1n, se 

tiñeron esplenocitos y céli.ilas cid':;i~X~IiC> ú;íf:Úico poplíteo de ratones FI, con ~llii~:~~~os anti-
.· ·~·{c . . ,.,_ ·-, ·';~/:~··. . . ;•. ·."_::.,'; ;::--/: .. "":,\~.-

• ...,._,_,~~:,-,;: :C:>' ;· 

B220, anti-Thy L2 y aiiiiicDis4·y se analizaron por citofluorometria. La figura·1:1A i1os 

muestra la expresión de'2ti\"54'fotlinrociÍos B (B220+). linfocitos T (Thy l.2~~·:6¡1:~lasno-T 
no-B (B220º1Ti1y .1.2~(: prl;,_~{~;l~~~Í.c granulocitos) de csplenocitos de ,rat~llJs\tr~;~~i~niC:os y 

:::::t~~~~~J)f ~~~~~?~if ::2~:,::~::~:~~~:~::i;~~,1\t~~~'.li:~~~;:: 
-~:/·:{~--~~ ··:'.::._ \ -....... ~. ::.:- ·~r), ', <,--:~ . ,:" ,.r .<~\~:::',. , (. -~; :"· ., , 

_, -,~~'.r~- .'.·~:~;: :»~:;r r-~:_,-,· -.--_ .- .. - ::;>_~-\- '.,',;~:·-·:.::~~:~~~-~ ::~~'.;l~--c;~~-.a:{~'.~]~~~i."_-~~;/:t><··:~ 
Tomando en cuenta que CD154 no se expresa >en linfocitos.noactiva~os;de,~ato?esi":ºm1al•es .. y 

normal "' ·······y~~;··'.\'-•, ·e~:.<'/.; '" ;~~'" 
'·.-. , .. -; -,. -, :.: ;-' ·- ' . - -~ . .-::· ';::('. 

.'_~~~,-- -<::,;~ ... ;;_·,. 

La figura 11 B muestra·que él n1criorllivel'dé'cxpresi6n de CD l 54'cn lirifi:icitos'B'ácurrió·cn la 
' . ·: -: . .'. ':-' '< '. '. .. ~ . ·. -.. · ·.'·· ... '.>.: ·.' "_~~-; -·:~·- .-:·.:"'.¡. --~;"{~t . .'~. :"?.'< :.~. :~ .... -·· ·,¡ . ::.: : __ .•. • •. . -: .• • -_'. .• ·.- ~: ·;·_.;..'. ·:-·;-~'.::i., ,_"..,'.;;~;,:;,~/- ·,_:-:;-::_,~~{ ;:::;~~f'.:(~[~~~~:4~;.:!(:~:~':'.~ft~~~c.";?:-:·-< ·;~:-,Y:\·.·•; -.- - - . ~ 

linea 4; seguido·, de' Jas' Hn.eás'.'.;l6··· 22; 28 -y· 23 . .-_El,. promedfo''.Xdel{i,indice ;;, IMF, .Tg!C 
. : ::- ;~ _ .. ..,....::-.::-~·: --:.-~·-:: .:<~---~··._ .-\-~:\·:~•'-':<:k·~~:t::l·:,:;.y.:-~.·~ .. ,<> . ·. :;_; ,. __ ·--.- ·- · ·_ -. --· ·:-. <.::_ ,-.-~:\?'·-:'.'f:·:~:--~-{-:.~~:~;.;-~~1~~:it~?r~::·~~:,s.<.i;.;:s;:;:¿;:~~--sf?,:':,_~:F-_~· :. 

independientemente, de' lri; línea·transgénicás, fue de 2.os :C± 0.46;',:·11.~5;'~qt-il:rii1l?láitcá);;lo.\cual 

::-;;::::.o~!i~o/t~?Jt!%1i\f ~~?ft~~lf:::~:;7~~~h{\\j~~-¡~1;1tif {t?~~\J.do 
••". - .>•' :•-~:·~.·;,': • -~.<• :~·, '• :, ·~,; .· '.'.' •''<'/«.'';• -:,·:A.~-~.- • 

, · , . >_·- · · '. ';' __ :;3 ~(:-; . .;0 ,::.-: ,· '. •• '- -.~~ • • • • ' • : • ·- • -· •, • ) .'. • • • -' ::· ., , • 

En el caso delcís.linfcíciios'..T:.-Thyl.2+ esplénicos (Figura.118).seobservó.que·el.índice IMF 
· ··· -::_ /.~·-::··-·.>~;::- j~/~;~5<;;;~~-;·-·,~/'~Y::~;~'~c:·; :":_~-, .:. -.- «~-- .. :\· . .-. _ . - . ·: ..... :· . --_ ·, ;· -':<· .-. _ ·:'-\>.;.:->· ._.-,._,-__ . ·._ 

Tg/C. promedié)· de tádas:fasc líneas fue múy cereallo a 1.0 .(1 ;19± o; 14;. 11=5. ban'a b/a11ca), 

mientras q;;e·:Crfn~1d'd: ~·M°FT~c 8a,ra .muestras sin te11ir (l .23 ± 0.3, 11=5. barra 11egra). Sin 
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Figura 11. Expresión de CDIS4 en bazo. A) Análisis citoflorométrico de 

csplenocitos de ratones FI derivados de cruzas entre los fundadores 4. 16. 22. 23 y 28 

con C57BL/6. Los histogramas representan la fluorescencia (FL-1) de cada 

subpoblación para el ratón transgénico (Ira=<> a=ul) y el control de camada no 

transgénico (tra=o r<ljo) de cada línea. B) Análisis comparativo de la expresión de 

CD 154 en líneas transgénicas. Se muestra el cociente de la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) de ratón transgénico entre IMF de ratón control (IMFtg/IMFc). 

Como referencia se muestra el índice IMFtg/IMFc de muestras sin teñir (barra negra. 

n=5) y el índice IMFc entre la IMFc sin teñir (barra r<lja. n=5). Asimismo. se 

muestra el promedio del índice IMFtg/IMFc de los ratones transgénicos (barras 

blancas, 11=5) y el IMFtg/IMFc de cada ratón de cada línea (barras a=ules. n=l). 
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embargo el índice IMF Tg/C para la población Thy 1.2 resultó mayor que el índice de Ja IMF 

de raton~s cÓntrol entre .lri IMF de .muestras contro-1 sin teñir (0.84 ±o, I. 11=5. barra roja). . ·. . . 
' '. ---. " ' '. . '< :~. '_·: ~ . . " . - : ·.; -

De manera ánáloga, s~ ob~ervÓ ~íl la'p()1)1riC:ión B22CY/T11y Lr, un _índice·_ IM~ TgfC promedio 

:u:,;~i'.~iii~f {1:~1iil~i~~1iªXt:.;:;t:.·.~:;fn;~·:~;~:::.::·: ~: 
. observado. en ; Ja ( poblacton}Thy ;·12.:;<el cmd1ce · 1M F Tg/C para· Ja pobloc1on · 8220 /Thy 1 .2 

resUJtó rñ~fí6f~'éí'Ü'C{:"~fü;-¡~¡~~;dci1Jii''iMF:'tci'~;'~~~ci~ C:o,.;t;ol e,.;tre 1i. IMF cl~,~~~~str~s control sin 

::•:¡~~:~~'.:i~~!~l'f ~~o:~!;,~:: :pH<= (Flg•~ >ZA) '° ob<C~ó un oumcn<o 

::e::~!:::: J:i?:~t~~f~~J~~~~,r~~~0f~g~:: ñ~~~:::~~r~se ::::i:s1

.ª ~:n~: 1~:e:ó~: :: :::::: 
aumento de I~ fluo~e~'6ci~~¡~;¡I1/'i¿~~;··;;.~¿b·Jación pero fue evidente lo presencia de un pequeño 

número de eventos con:·a-~Ú~~-~~¡1¿,\'.;{~· 'd:énu.orescencia. aumentondo· considerablemente el vulor 

de su indice IMF Tg/C. EÍ pr6~1c'd"io:del indice IMF Tg/C en 8220+ fue de 3.1 (± 1.6. 11=3. 

barra blanca) en comparnción°c~n:L2 (± 0.25, 11=3, barra negra) cie la población sin teñir:; y 

1.23 (± 0.24, 11=3, barra ro)a)"del indice de la IMF control entre Ja IMF de muestra sin teñir 

(Figura 128). 

En el caso de la subpoblación de linfocitos Thy 1.2+ de_ gánglio 1 inf'ático ( Figurn 128). el 

promedio del índice JMF T!ilc de las tres lineas estudiada~'[..;~. d:.;-~_L2S (± 0.29, 11= 3. barra 

blanca), valor muy similar a!Indice IMF Tg/c de muest~ª!>::~iJ1_.teñir (1.2 ± 0.25, n=3, barra 

negra) y del indice de I~ IMF cont~ol entre Ju IMEC!~;ri:;'&é~ifr:{sin teiiir (1.18 ± 0.14. 11=3, 

barra roja). ·- -- {~i;'.;~;< : 
' . ' .:-~.~;::{·:·;;'::·~~,-~- ! ~ ~, · .. ·.· .. 

Por último, el promedio del índice IMF Tg/c' ;;;/1~,,~¿;bláci~~- 8220-(Thy 1 .2" fue de 1.05 (± 
-> ,··:-:·:·:.::· .. ·?~:.~.,,:. ··.~-:".:7U~1J_;~:("~:, .. ;:(.1;,t;:~:;..;-: · .; . .:'.':: ."'.7: --~,. ·-: 

0.25, n=3, barra blanca) mientras que el de_lap_obladón:_sin--t~ñir'fue de L2 (± 0.25. n=3, 

barra negra). El índice IMF C/sin teñir fue él ri-;f¡~~1Ít~:\J~43\;;~¿(¡'6'~ ;;::03, barra roja) (Figura 

128). 
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Figura 12. Expresión de CDIS4 en gán~lio linfático. A) Análisis citollorornétrico 

de linfocitos de gánglio linfütico poplíteo obtenidos de ratones FI derivados de 

cruzas entre los f"undadorcs 22, 23 y 28. Los histogramas representan la lluorcsccncia 

(FL-1) de cada subpoblación para el ratón transgénico (tra=o a=ul) y su 

correspondiente control de carnada no transgénico (tra=o nljo) de cada línea. B) 

Análisis comparativo de la expresión de CD 154 en líneas transgénicas. Se muestra el 

cociente de la intensidad media de lluoresccncia (IMF) de ratón transgénico entre 

IMF de ratón control (IMFtg/IMFc). Como referencia se muestra el índice 

IMFtg/IMFc obtenido apartir de muestras sin teñir (harra negra, n=3) y el índice 

IMFc entre la IMFc sin teñir (barra r<lja, n=3). Asimismo, se muestra el promedio 

del índice IMFtg/IMFc de los ratones transgénicos (barras blancas, n=3) y el 

IMFtg/IMFc de cada ratón de cada línea (barras a=ules, 11= /). 
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Estos resultados sugieren que la expresión de CD154 en ratones transgénicos se restringe, en la 

mayoria de las líneas, a linfbcitos 8 8220+. Sin embargo, en esplcnocitos de la línea 4 se 

encontró un índice IMF Tg/C mayor que el IMF Tg/C no teñido (1.29 vs 1.23 

respectivamente). Así mismo, el índice IMF Tg/C en linfocitos Thy 1.2+ de ganglio en la línea 

22 fue de 1.58 en contraste con 1.2 en muestras sin teñir. Con respecto a la población 8220"/ 

Thy 1.2- de bazo, se encontraron índices IMF Tg/C superiores al IMF Tg/C de muestras sin 

teñir las líneas 4 y 22 (1.4 y 1.38, respectivamente vs 1.23) (Figura lJB). En ganglio linfático, 

sólo en las células 8220"írhy 1.2- de la línea 22 se detectó un índice IMF Tg/C superior en las 

muestras teñidas que en las no teñidas (1.3 vs 1.2, respectivamente) (Figura 128). 

VJ.J.9. Caracterización de la expresión del transgén mediante RT-PCR: Como estrategia 

complementaria para analizar la expresión del transgén, se efectuó RT-PCR a partir de ARN 

total de diferentes órganos de ratones TgCD154 y controles de can~ada de 4 semanas de edad 

de la línea 28. Mediante un protocolo con 35 ciclos de amplificación, ei:npleando 

oligonucleotidos específicos para el ARNm de CD 154 derivado de la transcripC:ión' del 

transgén, pudimos detectar amplificación del producto esperriao én todos los':óiii'..;6~';;;:'''~~rtlr 
de los cuales se extrajo ARN. Pensamos que dada la alta sens,ibilictád,~e/iX;iécnicá,':'c~tC 

:=~:~::~:i.:::::~::;:~~:::.~:.::=:~:·:x;t.~~~~~l~1W~~~~1~t1;1 
.:.·. ·,_--<·"' 

'" - - - c..••_:;c,;:_::_:.:: 

Con el fin de obtener información semi-cuantitativa del nivel de expres1on de ',CDI54~ "se 

interrumpió el protocolo de amplificación antes de llegar a la fase dé 'sa¡~;:-~~ión. 
Posteriormente, los productos fueron sometidos a hibridación de Southern, por, m~<lio'.''<l'~~la 
cual se detectaron señales intensas en bazo y pulmón, así como señales tenues, en','i:;~g"glio, 
linfático y médula ósea pero no en hígado, riñón, músculo esquelético ni en sistema ;.ér\ifó~o. 
Los oligonuclcótidos empleados en este experimento no distinb'llen entre el me~~~j~-ro 
endógeno y el transgénico. Como se muestra en la figura 13R, no detectamos expresión de 

CD154 en el ratón control en ninguno de los órganos analizados. 
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Figura 13. Expresión de CD154 por RT-PCR. Análisis de la expresión del ARNm de 

CDl54 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 CD 154 (81 Opb. panel 

superior) y actina-13 (450pb. panel inferior) después de una amplificación por 35 ciclos. 

B) Southern-blot de productos de RT-PCR de los mismos ADNc que en A. pero después 

de 15 ciclos de amplificación. Ba. bazo; NL. gánglio linfático; MO. médula ósea; HI, 

hígado; R. riñon; SNC. cerebro; ME. músculo esquelético: PU. pulmón. 
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VJ.1.JO. Análisis anatómico e histopatológico: Un hallazgo consistente en las 4 lineas 

ratones transgénicos en la edad adulta, fue el retraso en el crecimiento corporal en comparación 

con los controles de camada, observado nlcdiante la inspección nlacroscópica. Tal retruso 

comienzó a ser evidente después de la cuartu semuna de edad (Figura 14 A). 

Después de la segunda semanu de edad, la esplenon1cgalfa ·fue un hallazgo muy consistente 

(Figura 14A). La hepatomegalia fue también un· hallazg~· ¡,·onstarite; observád~ desde la c_tapa 

~~~~~~:::::::~:;~::~:~tg~~~~~~~~i~i~~~~~::1~~t;;~: 
A nivel nUc<o=ópico •e ~•on«ó en el bo= '"R~~.~~k~:~~)~'~' :i;~~i:~~~JÓide Y 
fibrosis con abundanciu de blustos. En ganglios '1ilifáiicO'if'sé''óbsen:-ó· hiperplasia'Ciilúsa'(FÍgura 

14 B, e, y D). .:.: :;,~~ ,·i\tYf~i.;;\~i'/t 

En ratones transgénicos adultos, en la mu~~r'.~:-~~;~b~~i;~;#;~~~~<~~i~:ii~4~.~KpÓr 11istologíu 
convencional se encontraron infiltrudos linfoides~'l);Losi,,inás·;:·pálentes·· fueron ·,en 'hígado y 

~ , • . .:.'·:.~~:>p"',:~.;~""'t·~·~¡',:~Sff~¡::~;\);'~,;,~/J_,'·-::-:º:~··;¡.,/:'r>- -:;~, :.:.: ->.~~-·:_- ·-: ··:~ 
pulmon. En h1gado, estos infiltrados fueron de• pred_ótn·ín10;'.int~alobulillar y portal; Además, se 

detectaron focos de hematopoyesis extra:-rii~d:t)'3'~~~:ii'~· .. ·~ul~~ón, l~s linfocitos : ir1filtrantes 

predominaron ·en el intersticio (Figura 14 E~ ~};iiSYÁd·Í~ionalmcnte, se detectaroninfllt~u:dos 
linfoides perineurales y pcriarteriolares c~mp~tiblcs con ganglioneuritis ;,; va¿i::~iit!;· _no 

supurativa, respectivamente.' Un hallazgo consistente fue encontrar células linfoides··~Í:lh~i-id~s 
al endotelio vascular, especialmente en hígado (Figura J4H). En páncreas sé enc;;ri'~¡i;~ci~ 
infiltrados intersticiales e insulitis. 

VJ.l.J l. Identificación de fenotipos inconsistentes: Como se describió en las secciones 

anteriores, se encontró un fenotipo muy consistente entre las 5 lineas transgénicas estudiadas. 

Sin embargo, encontramos dos casos aislados de ratones transgénicos en la FI de la lineas 22 y 

4. En el caso de la línea 22 de detectó una proporción elevada de linfocitos T CD4+/CD8+ en el 

bazo. En el caso de la línea 4 se detectó una proporción elevada de linfocitos 8220+/Thy 1.2+. 
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E F G 

Figura 14. Análisis histopatoh>gico. A) Fotografia de ratón transgénico U=quierdo) y 

control de camada de 4 semanas de edad. Nótese la diferencia del tamaño corporal y la 

esplenomegalia. B) Displasia/hiperplasia de pulpa blanca (H&E. IOX. opto 2.5); C) 

Acercamiento de pulpa blanca en donde se muestra la presencia de blastos y células 

granulo-monocíticas (H&E. 20X. opto 3.3); D) Gánglio linfático traqueal con hiperplasia 

difusa y alteración de la estructura folicular (H&E. IOX. opto 4); E) Pulmón con 

infiltrados linfoides intersticiales (H&E. 20X. opto 3.3); F) Hígado con infiltrados 

linfoides portales e intersticiales. y focos hematopoyéticos (H&E. IOX. opto 4); G) 

Acercamiento de infiltrado linfoide portal e intersticial. y de focos hematopoyéticos de 

hígado (H&E. 20X. opto 4); 1-1) Accrcmiento de linfocitos adheridos al endotelio de una 

vena central hepática (H&E. IOOX). 
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Vl.l.12. El fenotipo observado en ratones transgénicos es dependiente de la interacción 

CD40-CD1S4: La reducción tan marcada del número de linfocitos B esplénicos, así como la 

interrupción de la linfopoyesis B durante la transición proB a preB en la médula ósea de los 

ratones tansgénicos adultos no fue un resultado esperado, dada la vasta información referente a 

los efectos positivos sobre activación y proliferación resultantes de la señalización de CD40 en 

linfocitos B. Con el fin de- evaluar- el papel de CD40 en la determinación del fenotipo en 

ratones transgénicos, se retrocruzaron- ratones transgénicos de CDI 54 derivados de la línea 28 

con ratones deficientes de CD40 (CÓ40:"T-!~8.:·selecCionando en la segunda generación, a los 
;. . ____ ·: :i :-,:e;:,>.;•'•'-'' ,-._, . - - ' - - . -1 

ratones transgénicos deficientes de ambo!;¡,al~l<;>sde <;:D_40 (TgCD40 -). 

En la figura 15 se muestra un análisis_ cli~~tÍttlti~~}~~:;Íiriró¿itos: B de médula ósea (Figura 

1SA) y de bazo (Figura ISB) en ratones de lo~4 g~n'Í:>ti~o~'-r~s-~itantés de la cruza entre ratones 

~~iJ~~~::~~~;~~~:~~l~g:;~~~¡~~,;~~~;;:~~7¿f ~;Ú:~~ 
ósea y el bazo en los ratones transgénicos ele CDIS4 C::o4o+')A.sí-~Ísmo, la presencia de un . ..:..-;.:,..- ,., ... ··. ·- - - . 

solo alelo funcional de CD40 es suficiel1te para medi:arla -~í.iser1cia de linfocitos B en ratones 

transgénicos. 
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Figura IS. Dependencia fenotípica de CD40. A) Análisis citofluorométrico de 

linfocitos B de médula ósea en ratones transgénicos (Tg CD40+1-). controles de camada 

(CD40+1-). transgénicos deficientes de CD40 (Tg Co40-1-) y no transgénicos deficientes 

de CD40 (CD40-1-). La gráfica inferior representa el promedio ± D.E. del número 

absoluto de linfocitos 6220+ en médula ósea de dos experimentos independientes 

(ratones de 10 a 12 semanas de edad por cada genotipo, n=4). B) Análisis 

citofluorométrico de csplenocitos de los ratones mostrados en A. La gráfica inferior 

representa el promedio ± D.E. del número absoluto de linfocitos 6220+ en 2 

experimentos independientes (ratones de cada genotipo. n=4). 
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VI. 2. Análisis del compartimiento de linfocitos Ben ratones transgénicos para CD154 

En la sección anterior se definió que el fenotipo resultante de la expresión transgénica de 

CDI54 en linfocitos B de ratones adultos es dependiente del receptor CD40 y consiste en una 

marcada reducción de la proporción de linfocitos B en órganos linfoides secundarios, así como 

también una marcada reducción de Ja proporción de linfocitos pre B de médula ósea. En 

general, este fenotipo fue muy consistente en las 5 líneas de ratones transgénicos estudiados 

por 1 o cual, 1 os estudios descritos a partir de este n1 on1cnto derivaron exclusivamente de 1 a 

línea 28. 

Vl.2.1. Análisis ontogénico del número de linfocitos B: El sorpresivo hallazgo de la 

reducción de linfocitos B periféricos y de linfocitos pre B en médula ósea a una edad fija (6-8 

semanas de edad) sugiere que Ja generación de linfocitos B en médula ósea cst<Í. impédicla, lo 

cual resulta en la reducción de linfocitos B maduros observada en el bazo. Así. :sürgi~ron las 

siguientes preguntas: 
--, ·" ~' :•' .. 

¿Es el fénotÍpo invariable en diferentes etapas·ontogénicris del.rrilon?/ · 
' -- .. . . - ' ' .. , ' ' ~ . . . . . ' .... - - . ..· •, .:.· ' . .· 

¿El defecto 6bscit'.Vado-en ia médula ó'iiea si:i presenta' en l1igacioié'iai? •.... 
''.. .:> ._.: . .i, .·,,.'.,-~"_.,.;:~-~~.~>,:\ ·.;_,~·;.:· ..• -~::-·?.,;.~·:;:.~~<'.'~·,;~·;,:::;-...:::; ~·-;i~f.:~._.,;: ~ ·. ::~ .· ·:.'.>' ;:':' ;.o~; i(:· .·o.:.-';;··~ _:;0

• ):{~:·'.'.',!;),::.; >,_!)-,-,>~'·~~~--.'.::":''.f:_¿.t':; '.: 4

_);;·; ?,: ;_::.: · '::··"' :;" 
. ¿E~1_st_en ~anaciones:numén.cas •• y.anatórnicas •• de.acuerd·~····ªJ?d~d del .• ratón? 

Con el fin -~e ::~~~~i~~Y!:,:1::2t;;:;:t}:1?!:~'~;7~0i¡'c·~Jf l~{ói~JI'J::~~~L transgénicos el. 

número y el grado de maduración de linfocitos a ei:l 'el b~~<>?hígad~ neon:it~l o médula ósea 

desde el nacimÍento, hasta las 32 semanas dccda~L -·~ · ·· 

VJ.2.1. Bazo: Las figuras 16, 17 B-C y la tabla 11 (apéndice. p 139) m~·estran el promedio y 

desviación estándar de las cuentas absolutas y porcentuales de linfocitos B ·.en experimentos 

independientes con ratones neonatos (menos de 36 h después del nacimiento), y de ratones de 2 

(aun lactantes), 4 (púber), 10-12 (adulto) y 32 (viejos) semanas de edad. A diferencia de Jos 

valores porcentuales de linfocitos B, las cuentas absolutas de linfocitos B mostraron alta 

variabilidad, principalmente en Jos ratones transgénicos. 
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En ratones transgénicos neonatos, el promedio del número absoluto de linfocitos 8220+ 

esplénicos fue el doble del obtenido en los controles. Asimismo, el promedio del porcentaje de 

linfocitos, B _füe mayor en los transgénicos (Figura 16). En raton~s 't:ari;~énióos. 'de-dos 
, • • - ' - -~~ ,.·. ;_ •• -~' '. - ,.,,-' _, . - - - J',_, ·_: -

semanas -de_ edacV'eI promedio del número absoluto de linfocitos a· . .fúe·;-2:.veces rnayoi: 'aLde 
. ·;,<:::"··.·.·.:,-.·-": ._.'"" : :_ - ' - :,-\.::.:~:::,~;:_::{~~~.-\.-;"~:«:·::-:;..-··-~:_..,,~;'..,,:'.:(~if-~:>··-.. ·: _,. 

ratones control_(~i~uras 16, 17,B y C). Sin embargo, en ratone~transgé~i~~s~~eA,~cmturnsde 

:=:::=~?~i;~~~~~I~: :::::~~::~·~;~::;ii~l(i!t~~;.: 
adultos, el promedio del nun1ero absoluto;y:()rce?ltaJe de',11nfoc1tos'B'esplen1cos•se encontro 

reducido 25 Y·_ 1 ~-~~~~~~fa,;t~~i%~~~~~~~e.:E~}·!~.~~};~~1~iáÍ~~i~~;~~~~~~:,~~~;~Ji1g~~J~,~~E11~~:-4·. 
semanas, la reducció~;de,linfocito~ B.' en Iós n1ton~s tra~~~énié~s·;füe rnUY. mar~ada: y constan te 

:~:";·.:.::;~~ili'1~~~;;f f~'.i,.~~~~·t1Nrif~~lf~~Ji~~~{~fi1~?i 
semanas de edad, ·el número :·absoluto. de' linfocitos B ,en,rrito-nes_:transgénii::os;fue• eFinenor. de 

... < ~.->·"·',,:¡:· '.¡«>-~·:_::_-~·:--~".:\:.-:-=. .. ~ <·"-'-:·), ... -.~- "',' '" - .• : ' - :.;::~:·~.j-. ·.~~~;,:~~;frf;~~f.:'.i\;(;,/~¡.¿/;~<::';:::. -... ;.:·,\·,··f.~.;.~:;/ ·;·._:.,,~~4_;,-,,:';:'ü;~.,:··,;..~~" :.~.: ,:'- ; -·' 
todas las edades,· analizadas;'. 'sicnd? • 3?ºº _.·veces '';menór,Cqúe 'en '.:C.pnq'olé( dé-~cam~da, no 

t~ans~énicos (Figuraii~·~,·.d)~i·.~~*·t~t;i~i~---~~t2.·)~f.~~~~\~~.~~:~~,f;~~~~~fü~~-~l~i&~~~~~{'~P,:~Jf~e 
d1fic1l contar con. ratones:•·,transgen1_cos:._c¡ue, sobrc:;y1':'..~eran,'¡,tanto~• t1_empo:·-~S.m;j~.mbarg~,':.los 

-· -: :- _ -~ :: ~ ·:.: ~·:,,:-:-;--~:." .:{.~º->·:-:~:·~.>.-.;'; : <.::·::~.~--- ,,~'.-':·. :·~'-::·?'r,.-:;~.+f.ii.~.r:-.:·~i"?:;z,'~:~::;;r'·;:'.~:;~:.~<-.<;~'.:~1;·?: ~1/',.:::·~K{.~-J.~;~~),(.~\;.;·~<-'"'-: .. _'./ · ~·,.: :. · 
resultados de este úniéo experirnénto'paréc'en: in'dié:ar:que: él'.'é::O'rripahirnie1úo):lé'1info_ciios B no 

-- _ ·. ·- :· :-__ ·:: ... ;.>. ·--'. -~-':';-~·:" ~:? .;:/~.~~.c;.:/_;:;~~~';::.$:~:(t:-:? .. -~ ,;-¿.o-.:-::--:',~.~.{_;;.;-¡:,;;; ;0(~~~!.~)~-~---.~:,~ti~.::.:.:.·.:·;-"(?r<:f.'./i.?;,._!:·i~1~::::;:~;:.t,.;,,::_·~.~;{~~1:J,5;.~-:.,'.f~:-:;::: ~-:. < :. ,~. 
se regenera, y que por el .c0onfr~rio:se,c;ontrae ·e:·onforirie:envejeé::c<eL'faión · · · :·", 0 

::·0::::·~~;r.~h!~~~~?;!vr~TJ,~!ifg;~~f~f,1t ~~.:.~«:E:.:~.@l'~7f.bt:: . -_:; -,:-.-· :- · ,;_, :-. "~:.'~ '=-~ ·;~;o_·;:\f;*~y¿{,:~¡::~~F-~~-:.qj~~:'f1f:{~~-.3s.1~b\;t~,~ .. ¡'..:~:~;:<f,~~7;:~~f:'f~f~-:;;;;:f~,,~.~t _._. ., . ; -. .. ro -

compartimiento de_· linf9citos·~ espléni~o~; se ex~a.mte.'grad¡jálmente ~asta,.-alpanz~r un máximo 

:~:=~~ª~~~i~:t;e:ª1~:ih;ft2c~i~i~~~rfi~i~E~~Wf~~~~~~~f~~f.~~~{f f t:::~::::é;~:~; 
máximo en las primeras 2 'sei'nanas :dé· vioa; s~gU:icib 'i:I6:· un~'<<l~aiT.átíéa cofitrac~iÓn entre la 

segunda y cuarta semana, la ctiaJ pe~sis~e prbgresiva,;.,e'nt~ ~ri lo que resta de vida del ratón 

(Figura 1 7 B). 

r 

88 

TESIS CGrJ 
F.A.LLA DE OFJGEN 



Nltonalo 2~ ............. 
10.0 1000 100 

•º 
-~ -~ ~ -º-º--o 

100 ..!!. 
o 

i ~ 
. 

~ º• .. 
1.0 o• 10 m o :· m 

_; _; ~ 
~ ~ 

10 ogo 
º•º '?i 

0.1 

10-12 ........... 32senanas 

1000 100 

-~ 
100 •º ~ 10 ~ 

Bºº .!!. •º 
."!> 10 i :::: m 

1 . . .l!! .. . ~ 0.1 
0.1 . . 

---
0.01 0.01 

Figura 16. Linfocitos B esplénicos l. Número absoluto de linfocitos 8220 ... esplénicos en 

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

Ratones transgénicos (c:irculos sólidos en azul) y controles de camada no transgénicos 

(c:irc:ulos vacíos en rojo). Las barras horizontales representan el pron1edio de cada grupo. 

(Tabla 11, apéndice. Pág 139). 
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Figura 17. Linfocitos B esplénicos 11. Ánálisis citotluorométrico de linfocitos B 

esplénicos. A) Proporción de linfocitos B (8220+) de bazo de ratones transgénicos (Tg, 

panel iliferior) y controles de camada no transgénicos (C, panel superior). Los porcentajes 

corresponden a la proporción de linfocitos B del total de células nucleadas B) Número 

absoluto y C) % de linfocitos 8220+ esplénicos de acuerdo a su edad. Ratones 

transgénicos (circulas azules) y controles de camada no transgénicos (circulos nljos). Las 

barras representan la D.E. de cada grupo. (Tabla 11, apéndice, pág 139). 
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VI.2.3. Hígado neonatal y médula ósea: El estudio cuantitativo de la linfopoyesis B se llevó 

a cabo en hígado neonatal y en médula ósea de ratones de 2, 4 1 O a 12 y 32 semanas de edad. 

En estos órganos se cuantificó el número absoluto de linfocitos B B220+, la proporcfón de los 

mismos que expresan IgM (Figura 18), así como los estadios de maduración según la 

clasificación de Hardy 31 (Figura 19). 

Como se muestra en las figuras 18 A-C (ver Tabla 111, p 140), el número absoluto de 

linfocitos B totales (B220+) en hígado neonatal fue dos veces mayor en ratones transgénicos 

que en controles.Asimismo, la proporción de linfocitos B IgM+, esto es linfocitos Ben estadios 

maduros, también fue mayor en ratones transgénicos (Figuras 18 A-C). Un dato adicional que 

apoya que los linfocitos B hepáticos de ratones transgénicos presentan un mayor grado de 

maduración es el alto nivel d~ éxpre~ióJ1 d~. B220 en superficie (Figura 180) . 

.. -

::.:::~·:;~~:~1~t~i~t~1~~r~.~¡fi~;~-.:~: ::::::::º: ·:::.~":.1r~~jf¿t,::: 
Sin .embargó/al iguaLqüe' Io>:icutjidoiéri h!g~dc\.n.~C>natal, la proporción. d~)l;,fó.;it()¿' B. IgM+ 

füe mayofé~·;~f.:~~~~~;;;~~~$~~Ó~~f;~}'K '· ;·· ' ·-· ··. ;::i:'.~:'.>é~~;'§;;;j~-:'~;;,:''. :; 

A '"' cua...:~L~~,i,i ~;, O:.od. el núme<o abii;1uío ,;# if*,'.;;;,;~;¡¡f f;r~w¡~t!í~ J, :?~ vec~ 
::~:0:d::1:;· ::::::r:ª;~:é1:ic;r:p::c:::c::d~::J~~J;~t~"í~~~~t~~ªZ:~~w~f .:;~:~f :Llf 1 ::s~:. 
linfocitos B220+ que no expresan IgM. En ratones;c::ie.'fl(?.:·a~l2 semanas, el número ab.s~luto de· 

linfocitos B220+ es alrededor de 1 O veces merior:qlle>él c::Íc Íos controles. De igu~I ·ma~'e~a; la 

proporción de linfocitos B IgM+ es marcadamente inferior a la de los ratones .. A la-s 32.·s;;·;,:¡an~s· 
. . c.·· .. ··, 

de edad, el número absoluto de linfocitos B es dos veces menor que en los contróiésY: Lá 

proporción de linfocitos IgM+ persistió siendo nlenor en ratones transgénicos. Aunque es claro 

que la relación entre el número absoluto de linfocitos B entre ratones transgénicos y controles 

tiende a igualarse conforme avanza la edad, esto se debe más a la reducción de la capacidad 

linfopoyética de la médula ósea de los controles asociada a la vejez 226
, más que a un 

incremento en el nún1ero de linfocitos B en los ratones trangénicos. En términos nun1éricos, el 

lúmero de linfocitos B220"' en la médula ósea de los ratones transgénicos adultos jóvenes es 
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Figura 18. Ontogenia de linfocitos B. Análisis ontogénico comparativo de linfocitos B 

en hígado neonatal y médula ósea. A) Análisis citolluorométrico de células de hígado 
neonatal y médula ósea de distintas edades. Los porcentajes están basados en el total de 

células nucleadas. B) Promedio ± D.E. del número absoluto de linfocitos 8220+ en 

médula ósea de ratones transgénicos (círculos sólidos) y controles de camada (círculos 

vacíos). C) Promedio± D.E. del porcentaje de linfocitos lgM+ de linfocitos B220+ totales. 

Ambas gráficas están basadas en la tabla 111 (apéndice. pág 140). 0) Análisis 

citofluorométrico de células de hígado neonatal en el que se muestra la mayor intensidad 

de fluorescencia en ratones transgénicos (trazos en color. n=3) que en el control (trazo 

negro. n=I). 
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aproximadamente 2 veces menor que el de la médula ósea de un ratón control senil (Figuras 

18A-C). 

El análisis de la linfopoyesis B según la expresión de IgM de superficie permite distinguir de 

manera gruesa entre linf"ocitos B de mayor grado de maduración (IgM+) de los menos maduros 

que no expresan IgM en superficie. Con el fin de profundizar sobre el momento de la ontogenia 

de linf"ocitos B en e 1 cual se presenta el detecto de maduración en ratones transgénicos, se 

analizó la proporción y número absoluto de linfocitos proB (B220+/CD43), preB/B inmaduros 

(B220bajo/CD43-), y B recirculantes maduros (B220º 11º/CD43-) por citometría de flujo; de 

acuerdo a lo descrito por Hardy, et al 31 (Figura 19 ). 

Como se describió anteriormente (Figura 18 B), el número total 'de lin'focitos. B f"ue siempre 

menor' eri' ,¡¿~·~ratones transgénicos que en los controles en•'toda~':¡;5 edades estudiadas. 

Entonc~s, n'.~ ~'s sorprendente que el estudio cuantitativo po~. éthpás :~~ve.lar~ que ·ei número 

absol~t;; dci'1Í~r0Útos B, en la mayoría de las etapas estudi;d~~f f~-~ 'tahtbién ~enor en los 

ratories~t'rans)ie,ni~o~. Sin embargo, se encontraron dif"~rcncia~ 'inter~sa~te~: el número absoluto 

de ii~f"~~ltci~ proB a las dos semanas de edad füe _fTi~y sidiilar> aunque rnerior ... en los 

trarisgénicos .. :A la~ cuatro semanas de edad, el número.·. de linfocito~ proB: en ·transginico~ 
disminuyó 1 Oveces en relación a ratones control. A !;s. 12 s'~~anas, estasdiforenclas ~e hricen 

mínimas. y.a' las 32 ·semanas prácticamente desaparecen ... J:,.a ·proporción de. lin.rocitos pro B 

aumentó con la edad en ratones transgénicos, concomitantemente con la reducción 

proporcional de linfocitos preB/B inmaduros (B220boj~/cr:)4j-) y B recirculantes 

(B220º1tº/CD43-) (ver adelante, Figura 19 B). 

De acuerdo con lo descrito en la parte I, la etapa preB f"ue la más profundamente a!ectada en 

ratones transgénicos, ya que en todas las edades estudiadas, el número absoluto de linfocitos 

preB/B inmaduros (B220bajo/CD43') fue al menos 10 veces menor en los ratones transgénicos. 

Esta dif"erencia rue más acentuada a las cuatro semanas, cuando el número absoluto de 

linf"ocitos 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 Ben médula ósea. A) Análisis citotluorométrico 

de la maduración de linfocitos B en médula ósea en ratones transgénicos (panel 

if!ferior) y controles de camada (panel superior). Las cifras corresponden al % de la 

subpoblación enmarcada con respecto al total de células nucleadas. B) Promedio ± 

D.E. del número absoluto (grcijica superior) y o/o (gráfica ieferior) de linfocitos proB 

B220baju¡co43+; C) linfocitos preB (B220baju¡cD43"); y O) linfocitos B recirculantes 

(B220ª110/CD43·); de ratones transgénicos (círculos sólidos) y controles de camada 

(círculos vacíos). Las gráficas B. C y D estan basadas en la tabla 111 (apéndice. pág 

140). 
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En lo que respecta a la subpoblación de linfocitos B recirculantes (B220ª110/CD43"), constituida 

por linfocitos B maduros en tránsito por la médula ósea, encontramos que a las dos semanas de 

edad, las diferencias numéricas entre ratones transgénicos y controles son mínimas. Al igual 

que lo ocurrido con las subpoblaciones proB y prcB/B inmaduros, encontramos una caída 

máxima de linfocitos B recirculantes a las 4 semanas de edad, seguida de una modesta 

recuperación hacia las 12 semanas, para después disminuir progresivamente. La proporción de 

linfocitos B correspondiente a linfocitos B recirculantes es niuy superior en los ratones 

transgénicos de dos semanas de edad, después de la cual sigue una disminución gradual hasta 

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

Es de llamar la atención que en las tres subpoblaciónes de médula ósea, proB, preB/B 

inmaduros y B recirculantes, se observó que a las 4 semanas de edad, el número absoluto de 

linfocitos B cae a su punto más bajo, después de lo cual sigue una modesta recuperación hacia 

las 12 semanas para finalmente disminuir paulatinamente hacia las 32 semanas (Figuras 19 B­

D). El significado de esta observación es incierto pero coincide con la edad en la cual 

normalmente cesa la linfopoyesis B esplénica. También coincide con la gran caída del número 

de linfocitos B esplénicos (figura 17). 

El defecto que encontramos en ratones transgénicos ocurre alrededor de la transición proB a 

preB de acuerdo con Hardy, et al 31
• Sin embargo, los marcadores de superficie utilizados para 

definir estas etapas han sido objeto. de controversia entre diversos investigadores. Por tal 

motivo, fue de interés corroborar los hallaz.gos obtenidos con el sisten1a de clasificación 

descrito por Rolink y Melchers 11
• En este, la subpoblación que equivale a la fracción B y C de 

linfocitos proB B220+/CD43+ de acuerdo.con Hardy se denomina pre B-1 y se define por la co­

expresión de B220 y e-kit (COI 17). A este estadio de maduración le sigue el linfocito preB-H 

grande, que equivale a la fracción C' de Hardy y se define por su gran tamaño y la co­

expresión de B220 y CD25. Como se muestra en la figura 20, en los ratones transgénicos se 

encuentran presentes Ja fracción A (CD24-/Bp-l ·) y B de linfocitos proB (B220+/CD43+) 

(Figura 20 A), así como su equivalente funcional preB-1 (B220-lc-kit+) (Figura 20 B). Sin 

embargo, se encuentran ausentes la fracción C de linfocitos proB y la subpoblación preB 

(B220bajo/CD43") y su equivalente funcional, la subpoblación pre B-II (B220+/CD25-) (Figura 
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Figura 20. Caracterización de linf"ocitos proB. Análisis citolluorométrico de la 

maduración de linfocitos Ben médula ósea en ratones transgénicos (Tg. panel inferior) 

y controles de camada (C. panel superior) mediante dos sistemas diferentes de 

análisis. A) Resolución de linfocitos pro8 8220+/CD43+ con anti-CD24 y anti-BPI de 

acuerdo con Hardy, et al 31 • B) Identificación de linfocitos preB-1 (equivalente de 

linfocitos proB CD24"/BPI· y CD24+/BPI") con anti-8220 y anti-e-kit en células 

nucleadas totales. de acuerdo con Rolink y Melchers 11 • C) Identificación de linfocitos 

pre8-ll (equivalente de linfocitos proB CD24+/BP 1 +) en linfocitos B220+ en células 

teñidas con anti-8220. anti-e-kit y anti-CD25. 
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20 C). Entonces, mediante dos sistemas de estadificación basados en el uso de diferentes 

marcadores de superficie, nos fue-posible comprobar que Ja subpoblación ause_nte en ratones 

transgénicos es funcionalmente equivalente, y corresponde a precursores de li,¡focitos B'-~n los 

cuales ya se completáron Jo~ iea~eglos V 11D 11J11 y se expresa el receptor'~reB-en1'1'sÜp_:erficie -

ce) ular. _- '°t'->;-;¡;J;:.w;;,, <;•:.: :,;> 

Con el fin de correlacionar el fenotip~ de superficie ~ _ !~-E~2:,,i§,;!.:;~-{~~if'éi~~~'.~;;:j,~~~~ 
celulares afectadas dentro del compartimiento pr?B CJ3220,,ICJ?43;\);•¡¡s ºfip~ron' las 

fracciones A, B y C de linfocitos B220+/CD43+ ~e ~ii~.'-~,é~~!I~0'.1~{~~~~:~}~!!~,~~fü~'~-~j/~us 
controles de camada mediante FACSort. Las ;célúlas:'-pürlficadas ,de:;cada :;:fracCión'if'ueron 

: .. :-:.' · .. :·· ;;,/: .. ~~~~~:~:~ .:·+:i~ -'~~:;:;~.;· ~r-,;:~"'¿~:\;ti~t\:i'.~:~,~:~::~~~~~~~~:":ff!h~r.~--:-~¿:.-~~~?iai.\:.:; ·i~:: .. ,-~- ._'.·: -­
analizadas por citotluorometría en cuanto --~ J~s,fases':deLciclorcelülilr:~egünr~gc:~ntenido 'de 

ADN .. L.ª figura 21 mue~tra que las c~,1il~~_'\~~Jj,~~~I~~~$f~i~~:t~;~r;i.~1~,~~¡~~~~{~~~;{~~tre 
transgemcos y controles. Sm embargo, en la fracc1on C:cierat~nestr~~sgemc?s, se encontro l1na 

:::::ó:·d:,::::~::.:·d:·:'.~;.~~{~~~~t~~~~:$it~~~fr:i"Z!~7lfü~: 
y coincide con la etapa en la cuaUos;)infc:icitos~proB 'ic'b~~iu'y~'n 'ci1 'ré~rregló de Ja cadena 

pesada, proliferan y son seleccion~~~~-1~~F~ii~~tif L'..>;; ''·º . -· _ 

La mutación nula de ~D~Ó ,i!'i;_t'i;;_lf1ª11,te ;;cif>re 'el _fen~iipo -rii~<llado po~ 'el -transgén, sin 

embargo no permite aciárá~' 'el: i;;~(:~;¡¡5riiQ' por, el -- cual , Ja - activación -del - receptor CD40 
. . .. . . ··-··. - ~ - , ' . . - - ' - --· - ,. :._· .- - -: 

condiciona la ausencia de'liii'i'ó6itÓs'' B.en -ratone~ t~ansgénicos ~-clt'.iltos. Con el fin de definir si 

los precursores ,linf"oides'ia'_en hígado neonatal y médulá--ósea_--cle:rato,,¡es adultos pueden 

interactuar con otros linfocitos B a través de CD40 y CD154, se evaluó por citometria de flujo 

Ja expresión de CD40 y CD154 en ratones normales y transgénicos. La figura 22 A y muestra 

que CD40 se expresa en linfocitos B de medula ósea de ratones adultos nommles en todas las 

etapas de su maduración definidas mediante la expresión de B220 y CD43. De manera análoga 

a Jo observado en la médula ósea, Jos linfocitos proB B220+/CD43+ de hígado de ratones 

nconatos control y tansgénicos son también CD40+ (Figura 22 B). La expresión de CD40 en 

linfocitos ProB B220'.'/CD43+ normales sugiere que el fenotipo de Jos ratones transgénicos 

puede deberse a una interacción homotípica a través de CD40 y CD154. En apoyo a esta 
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Figura 21. Ciclo celular en linfocitos proB. Las fracciones A (CD24º/BP 1 ·). 

B(CD24+/BPI-). y C (CD24+/BPI+) de linfocitos proB B220+/CD43+ de ratones 

transgénicos (Tg) y sus controles de camada (C) fueron purificadas mediante FACSort. 

luego teñidas con ioduro de propidio y analizadas por FACS en el canal FL-2. En la 

izquierda se muestran histogramas representativos del contenido relativo de ADN para 

cada fracción. En la derecha se grafica el promedio ± D.E. de dos experimentos 

independientes. 
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hipótesis encontrarnos que en ratones· transgénicos, CD154 se expresa en linfocitos B de 

hígado neonatal y proB de médula Ósea de ~a¡Ó~es aduJtos (Figura~ 22 C). 
• - • • . ' • o· ':o- ~ ·- -

_- ,_--.-- ·;·· ~ . 

::p::::e:u:é~:: ::07i~f::~~:*;~:i:~se;~:~:~:: ·: ·:ea:0sr:s::::::::n::.a~s;n:~~=:~1:; 
detectó que la proporción."'de';üñf"ociÍos B que expresaban marcadores fenotípicos de 

maduración, fue tarnbién:rr{(ÍyÓr·~Jt·ratones transgénicos. (Figuras 16-19 y Tablas 11 y 111. 

apéndice, pág 139-14~)>E~~¿;;·:i¿~uÚados sugieren que la activación de CD40 en linfocitos B 

durante etapas ontogéni~di ~-~i.ii~;a~as (Figuras 22 B y C) resulta en un estímulo que promueve 

su expansión m.in1éric~·.·;;~~~ti~~~iÓn fenotipica . 
... :. ;> :,.-.• ~~?:_·:~~~·:·{:.i-_:_'~i'·' 

;~~~~si;~1§l~J~1~~~:~~;~;É~· ;~~7~~~~~;J~~:~~f ~l:ª~: ;~ 
maduración, y contracción numérica del repertorio de linfocitos B ;cri:;órg~rios ~linfoides 

. . · __ . ,-_,)>\'.· \:.¡f;;: .. ~~:: '.:.;~: .. "'.·-:"--~:::.:::-~.:.: .. ' ~~~/-:·'-::<" ~;; .. ; ,' 
periféricos. El momento ontogénico en el cual se define· la ,dicofoñlíá•: Jex:pansión · :·vs · 

contracción) observada en ratones transgénicos, coincide con el c
0

~~~~*'·1~0}l~~~~1{1i.:~:~~';¡,ª . 
linfopoyesis B de hígado fetal/ bazo pcrinatal hacia la médula ósea;">.órgano:•'definithio:·de · 

linfopoyesis Ben el ratón adulto. .·· ... · '.J~~4~i~t.," 
"·· '\;t'.:?,_;~ 

VJ.:Z.4. Caracterización fenotípica de linfocitos B esplénicos: Con"'la_. _ a ·, c. li'f1'11i'r\;1 
· . _ -.·:.t~:-:,-~"}.~:i'.'~,\;~;.:.;ti~.:;~~~)2:-f;~~~'li.:-:e~:.¿~~\·~:1 .. :::_.; ·_>-: , 

estado de maduración y funcional de los linfocitos B esplénié.os:'cn~ratones';'triln-sgénic.os---se 

determinó el fenotipo de los linfocitos B esplénicos con una seri'e~~~')';f~?i~¡;~~Wti~}~ú~ii;'ficie 
relacionados a diferentes estadios de maduración y •·otro~ :';~jí{~¡~~'~{ft;i!fi'.~6~'?'c~~i~<l~s de 

activación. Entre estos, CD23 y Fas (CD95) se expr7sa~; ~:n·,~µ~~rf,ici~. ceJ;.Jlar' como 

consecuencia de la interacción CDl54/CD40. 

99 

TESIS CCN 
FALLA DE ORIGEN 



A 

B 

e 

Pre-B 
r:201enue /C043·) 

B recirculantes 
(B22Qbnllante/C043-) 

lli__ . 

Hígado Neonatal 

ProB 
B220+/CD43+ 

C040 ----------------

. 

Hlgado neonatal 
8220+ 

. 

CD154 

Médula ósea 
(6 semanas) 

+ 

. . 

. 

Figura 22. Expresión de CD40 y CD1S4. A) Análisis citolluorornétrico de la expresión 

de CD40 en linf'ocitos 8 de médula ósea en ratones normales (C578L6XJ29)tl de 6 

semanas de edad. Se muestra la lluorescencia de CD40 (trazo punteado) en 

subpoblacioncs seleccionadas con base en la expresión de 8220 y CD43. Los histogramas 

sombreados representan la lluorescencia de células de médula ósea de ratones CD40·1-. B) 

Expresión de CD40 en linfocitos 8 de hígado neonatal de ratones transgénicos (trazo 

azul) y controles de carnada (trazo r<ljo) de subpoblaciones seleccionadas de acuerdo a la 

expresión de 8220 y CD43. El histograma sombreado representa la fluorescencia de 

células sin teñir. C) Expresión de CD 154 (trcco punteado) en linfocitos B 8220+ de 

hígado neonatal (izquierda) y médula ósea (derecha) de ratones transgénicos de 36 h 

post-pano y de 6 semanas de edad respectivamente. El histograma sombreado representa 

la lluorescencia de células sin teñir. 
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1-Ab (MHC clase 11): Como célula presentadora de antígeno, el linfocito B expresa MHC clase 

U. La expresión de 1-A se incrementa paulatinamente conforme avanza la edad del ratón, 

siendo mínima en la etapa perinatal. Así mismo, los niveles de I-Ab se incrementan en estados 

de activación 73
• Como se muestra en la figura 24 A, una alta proporción de linfocitos B de 

ratones transgénicos expresan niveles altos de I-A b desde las 36 h posnatales. Los niveles de I­

Ab en linfocitos B de ratones control nunca alcanzaron los niveles encontrados en ratones 

transgénicos. 

transgénicos será tratada con detalle más a'd;;'la~~¿' ·' ., 

. . . 

Fas (CD90): El receptor Fas pertenece a la familia del TNF-R. No se expresa en'linfocitos Ben 

reposo pero si en linfocitos B activados en los cuales es un importante mediador ·de apoptosis 
155

•
156

• No se encontraron diferencias en la expresión de Fas en ratones neonatos. Sin embargo, 

en Jos ratones transgénicos se encontró expresión de Fas en una elevada proporción de 

linfocitos B a partir de las 2 semanas de edad (Figura 23 D) 
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Fit:ura 23. Caracterizacittn fenotípica de linfocitos B esplénicos. Análisis 

citofluorométrico de la expresión de A) 1-Ab, B) CD23. C) CDS y O) Fas, en linfocitos 

esplénicos de ratones transgénicos (Tg. circulos sólidos) y controles de camada (C. 

círculos vacíos) a las edades señaladas. Las gráficas de la derecha representan el 

promedio de la intensidad media de fluorescencia de cada marcador en la población 

8220+ de un mínimo de 2 ratones de cada edad. 
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La sobreexpresión de 1-Ab, CD23, CDS y Fas sugiere que la interacción homotípica entre 

linfocitos B de ratones transgénicos induce su maduración temprana y activación. Otros datos 

que indican que los linfocitos B de ratones transgénicós· están activados es el incremento 

persistente de 1 O a 1 S % de su volumen con respecto_ al _deJinfocitos B de ratones ·c:cmtr:o_I de 

camada, evaluado según su valor en FSC (Figura 24A).'frf1t~resantemente, el volumen delos 

linfocitos T (CD5+/B220-) en los ratones transgénlbos"~e:{si~fuan~s dé edad ta~bié~}~~\~~~yor 
que en controles de camada. Sin embargo, esta di·f~r~n~i:~·de tamaño· tendió a disminuir eón la 

edad (Figura 248). Así mismo, contamos con d~to~ aislados ~btenidos de prog~nie derivada 

de los fundadores 4 y 22 que los linfocitos B de ratones transgénicos suprimen la expresión en 

superficie de L-Selectina (CD62L), fenotipo asociado a estados de activación. 

VI.2.S. Análisis de las fases del ciclo celular en linfocitos B esplénicos de ratones 

transgénicos adultos: Para determinar si el fenotipo de activación de los linfocitos B de 

ratones transgénicos correlacionaba con la inducción de proliferación celular, se analizaron las 

fases del ciclo celular de linfocitos B220+ y 0220- esplénicos de ratones transgénicos y de sus 

controles de camada a las dos y a las ocho se1nanas de edad. de acuerdo a su contenido de 

ADN mediante citofluorometria (Figura 25). 

A las dos semanas de edad, la proporción de linfocitos B220+ en fase S o G 2 /M fue 2 veces 

mayor en ratones control que en transgénicos. No se encontraron diferencias en cuanto a la 

proporción 'de células 8220+ con contenido sub-diploide de ADN (células en apoptosis). En 

cambio, a la's- 8 semanas, la proporción de linfocitos B220+ en fase S o G2/M fue de más del 

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

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

:ZSA). 

En el caso de Jos linfocitos a220-, se encontró tanto a las dos corno a las ocho senianas de edad 

un pequeño incremento en la proporción de células es fases S ó G 2/M de ratones transgénicos. 

El significado de este hallazgo es incierto y su interpretación resulta complicada. pues la 

población B220- en ratones transgénicos y controles no es del todo comparable ya que en 
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Figura 24. Volúmen celular de linfocitos. Análisis citofluorornétrico del volúrnen 

celular de linfocitos By linfocitos T esplénicos en ratones transgénicos según la edad. 

A) Promedio± D.E. del porcentaje de incremento del volúrnen celular relativo (FSC) 

en linfocitos B 8220+ (circulo.,· sólidos) y linfocitos T B220·/CD5+ (círculos vacíos) 

de ratones transgénicos con respecto al volúrnen en la subpoblación correspondiente en 

ratones control. B) Histogramas representativos que muestran el incremento de 

volúrnen (FSC) de los linfocitos B (gráfico izquierdo) y linfocitos T (gráfico derecho) 

de ratones transgénicos (trazos azul y verde) de 2 semanas de edad con respecto a su 

control de carnada (trazos negro y r<ljo). 
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Figura 25. Análisis del ciclo celular en linfocitos B esplénicos. A) Análisis del 

contenido de ADN celular en linfocitos esplénicos 8220+ y B) 8220-, en ratones de 2 y 

8 semanas de edad. Las gráficas de barras (panel izquierdo) representan el porcentaje 

de células en cada una de las fases del ciclo celular. Los histogramas (panel derecho) 

representan la proporción celular según el 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, 11=3 de 2 semanas y n=3 de 8 semanas) y 

ratones control de camada (barras rcljas, n=3 de 2 semanas, n=I de 8 semanas). 
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Vl.2.6. Análisis de linfocitos B de cavidad peritoneal: Como se mencionó a nterionnente, 

una elevada proporción de linfocitos B esplénicos de los ratones transgénicos expresaban CDS. 

Se cree que los linfocitos B-1 son derivados del hígado fetal y se mantienen por 

autorrenovaeión en Ja cavidad peritoneal rno. Ya que la cavidad peritoneal es ersítio nornial de 

ubicación de linfocitos B CDS+, se decidió analizar este compartimiento én los ratones 

transgénieos adultos de 12 semanas de edad. 

La celularidad total obtenida por· lavado perltoncal fue och6 'ye~es merior en los ratones 

transgénicos: Por su parte, el número absolut~ de linfocltos B i-322~.;_• fue 180 veces menor en 

los ratones transgénicos, lo cual concuerda con lo observado en médula ósea y órga_nos 

linfoides periféricos de ratones ad-ultos de -la n~i~n1a edad. ·sin embargo. no hubo mayor 

diferencia en la proporción de linfocitos B que expresaban CDS (Figura 26). 

Vl.2.7. Análisis del estado funcional de linfocitos B niediante la detern1inación de 

inmunoglogulina sérica: La consecuencia final de la activación de un linfocito B es su 

diferenciación a célula plasmática, capaz de secretar inmunoglobulinas. Como se describió 

anteriormente, los linfocitos B de los ratones transgénicos tienen un fenotipo de superficie 

sugerente de activación y en ratones adultos, una proporción considerable de estos se 

encuentran en fase G 2/M del ciclo celular. Para determinar si la interacción CDIS4/CD40 

induce diferenciación de linfocitos B a célula plasmática en ·1os ratones transgénicos, se 

determinaron los niveles de inmunoglobulinas séricas en ratone~'tra~sgénicos:y 6n controÍes de 

camada a las 2, 4 y 12 semanas de edad._ 

En ratones. nonnii"Íes; Ja-IgG materna -~~;~i~t~ hasta las 8 s6~anas- de. edad. Las. subclases de 

IgG que ~enb~ atra~ies~~ l~ barrer; ~J~ce~t;;i; ~~kI~G:{~é,IgG~~;~~or e;t~ razón, en ratones 

de 2 sernan~s-'cie.edad solo se determinó lgM, IgA, lgC'2~:c;;'iia2~/É~:~atones de 4 semanas de 

edad, el .pro°i:>lema de la transferencia materna se miniriíizó-'_'utÍlizarido-progenie de hembras 

transgénicas a-LG (ratones MD4) que ~olo tienen lgM p'~id:'h6·í~O en el suero. En la figura 

27 (ver Tabla IV, apéndice, pág 141) se resumen 1 os ¡_;•it;'~í~';i::;-~Í~iivos de i nmunoglobulina 

sérica determinados por ELlSA. 
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Figura 26. Linfocitos Ben cavidad peritoneal. Análisis de linfocitos Ben la cavidad 

peritoncal de ratones adultos de 12 semanas de edad. A) Número absoluto de células 

nuclcadas obtenidas por lavado peritoncal. B) Número de linfocitos B B220+ totales y 

C) Porcentaje de linfocitos B CDS+ del total de linfocitos B, determinado mediante 

citofluoromctría. Las barras representan el promedio ± O.E. de un experimento. 

Ratones trangénicos (barras azules, n=2 ) y ratones control de camada (barras rojas, 

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

inmunoglobulina a las dos y cuatro semanas de edad, seguidos por .. una marcada 

hipogamaglobu!inemia, al menos desde las 12 semanas de edad. A IÍ:ts '2 semanas de. ed~d. los 

niveles de IgM en ratones transgé'nicos se encontraron JigeramenteeJ~"íiciCiS-blJ1{résJ°,eciioaI~s 

~;;:·,::.::y~:.:: i!~~%~~j~r~~;/;?.~1~~3~i~t~1~~li~~1~~:~;~::.: 
hallazgo resulta incierto;· puesfo 'q.tie,:es'.muy. probable· que 'gran'•panc·'ae·'es:os'.rinti~_t,1~rp.o.sscan 

de origen materno. F :f!~~J~l . ~j!;.fé~t}~;J·f ;~J~);~~,J;·,·~,~íi~;~~1{;~.~T~~~J!~~;q;;J;ifo <;' ;.~:·::; ;;/~\'l\i\:\:;:; . 
A las 4 semanas, Jof ni',,~J';;~··' e todos. los 1sot1pos•evaluados;J"ucron ·de dos a tres veces menores -

... · ~- ·:.' .... , :é_:~!:~:~;,/¡.:~?.._, ~~~\;~, .. ~;·.::u/f.~T::.-é~t~;-32?i:'.ft*'*'·::~::~~:.' .. :.:,.,..:::::::~;;·~r;,t;~·!~::~ ;-::~ ·:~;~~:::-;;;-::.:"~:· ·~,"ff ... ·. :; ·. ~:'~r..:~:'...._, .. _ .. -,_ ·,:,. ·.;:: . · ·. '. _ .. 
en los ratones transgemcosque en' los c~nt¡-ole~;::A\las"12 semanas;· el 1sot1po menos:afectado 

en los ratones transgénicos' fÚe JgÍ\.1, 'e:liy<',<;i¡~~1+'íj~·~¡;.¡~c, veces meno~ qu~ en los :controles. 

Los siguientes isotipos con menor afect~cÍón "ru.~r~;; lgG 1 e lgG3 , cuyos niveles fueron 

aproximadamente 1 O veces menores en ·.·~~tones· transgénicos. Por último, los isotipos nlás 

afectados fueron JgG2., lgA e IgG2b, cuyos niveles fueron 30, 40 y 90 veces menores 

respectivamente en los ratones transgénicos que en los controles (Figura 27). 

Vl.2.8. Producción de lg en respuesta a la inmunización con un antígeno timo­

dependiente: La activación de linfocitos B por el antígeno depende de la señal proporcionada 

por el receptor de antígeno (lg de superficie) en respuesta al antígeno además de diversas 

señales co-estimuladoras entre las cuales se encuentra CD40 y/o JL-4. Debido a que los 

linfocitos B de ratones transgénicos ya han recibido la señal de CD40, pero los niveles basales 

de inmunoglobulina se encuentran bajos, se evaluó si la estin1ulación antigénica era capaz de 

inducir la secreción de anticuerpos antígeno-específicos. Para este fin, se inmunizaron ratones 

adultos de 8 semanas de edad con eritrocitos de camero. Después de dos semanas se tomó el 

suero y se evaluó la capacidad de lisis de eritrocitos de carnero del suero en presencia de 

complemento exógeno. 
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Figura 27. Nh;eles relativos de inmunoglobulinas séricas. Se analizó suero de 

ratones transgénicos (circulo.,· sólidos) y controles de carnada (circulos vacíos) de 2, 4 

y 12 semanas de edad. Con el fin de evitar sobrestirnación de los valores de lg por la 

transferencia materna de IgG. a las 4 semanas de edad se utilizó progenie de hembras 

transgénicas MD4. las cuales carecen de lgG. Las barras horizontales representan el 

promedio por grupo de la dilución necesaria para obtener una D.0.,4 <>snml= 0.05 por 

ELISA. La línea punteada representa una dilución de 1 :50 considerada como punto de 

corte. Las gráficas están basadas en la tabla IV (apéndice. Pág 141 ). 

109 TI:SIS LJ]:] 
FALLA DE ORlGEN 



La figura 28 nos muestra que los linfocitos B de los ratones transgénicos fueron incapaces de 

1nontar una respuesta de anticuerpos a los eritrocitos de carnero, un prototipo de antígeno timo­

dependiente. Esto sugiere que, a esta edad, los pocos linfocitos B periféricos remanentes, 

aunque tienen un fenotipo de activación, son anérgicos e incapaces de diferenciarse a células 

plasmáticas. Una explicación alterna de la falta de respuesta a antígenos tin10-dependientes es 

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

con el antígeno. 
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. Figura 28. Respuesta humoral timo-dependiente. Producción de anticuerpos 

hemolíticos en ratones control y transgénicos de 8 semanas de edad en respuesta a la 

inmunización intrapcritoncal con eritrocitos de camero (EC) al día cero y a los 7 días. 

El suero de colectó a los 12 días y la producción de anticuerpos hemolíticos se realizó 

mediante la incubación de suero de ratones inmunizados y no inmunizados con 

eritrocitos de camero a una dilución de 1: 100 en presencia de complemento humano 

( 1 :50). Se midió la liberación de hemoglobina mediante absorbancia a 45 1 nm. 
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Parte 3. Influencia del receptor de antígeno sobre el desarrollo de linfocitos B 

en ratones transgénicos para CDIS4. 

En el capitulo anterior se describió con10 la interacción entre CD40 y CD! 54 en precursores de 

linfocitos B en hígado fetal/neonatal resulta en expansión numérica de linfocitos B durante las 

primeras semanas de vida, n1ientras que en precursores de médula ósea interrun1pe su 

maduración. Estas alteraciones linfopoyéticas tienen como consecuencia fiiÍal una marcada 

reducción del ~lÍ.ll1ero de liiÍfocitos B en órganos linfoides secunde~ios,:hipogan1::igl61:iulincmia 

y falta de respuest~deºanticuérposcontra antígenos timo-dep.éndientes en ii_niinales adultos. 
--,--. ,' .. v_~;.;:-/·.-~:·L~-., ·--. .: .. . ·:~1·.:· 

· ._ ' ~ : ·--:e'..; '~ (_.~~~~-~~::,.;~~~~~;~~¿~~;,i~·-;_~0:'..,7-:;·,:~:¿;,:, '. < .. ~ ~- · :·. ··)-' ·<< ~~-~~.-~. ~·;··.J .. : .. -·-,:~-.\.'~-'..,.'>.,~:~~;~f;J~;~;.::3¡,~-~I~~;;~.Yi~{¿;;~~J~~~--~:-~>~:~>-~~·:.:~;~;-<?~':·)<-: i:' ,:- :" 
En . este • punto:~ ~ur_gen (dos pr~gu~tas ' fundainental es~ de~ va das/de; I~ •· ~bservado en nuestro 

model:~.}~ªá,~~~~i~~4~~~~~~-~?-~t~:~~~~~~C1~,~:~r.et/i:.lf}~~~~l~W§~;~f;J,~~~~1~~{,~~~g:,~f.lºi•ii~·fo.citos 
B en. medula;()s.ea,. dur:a!lt.e ;Ia trans1c10.~ ·de; proB .ª preB::·¿; el: efecto,obse.rvado .·esta restnng1do a 

: ,~. ~3·-~· .. ·/. c:·~:·~''t','.'._!:)~';.",,,~:,t;:~,;:;;t'-.~~'.'~'·'~(;,<::_ ~ .~.~~/:·~- -:-> ... ~,:_:_.;;~;-;.'.¡'.·_·;. .. ~ ... - •• <'~~ .. :-:·~'?O~;~.¡~-"':'.??;:;<.:_: ::-~:·r~:~'~ ''/(7)\;'f.:';~·.~;;c;:·~-,'. '.,';,': .. ~,·~-~ :'t· ;'·:~::-:··~. )· .' • '.. .- : - .. 

·la transicióh'proB·a·preB ?, Lá'.segunda pregunta tiene que v~rcon·la .elevada proporción de 

linf~citos 8 ciSs:.:>obsé:V~da en" .eí . ¡;ª~º de rai~~~s i~~n~genÍ~os después del nacimiento: ¿ 

Estos e orresponden a 1 a s ubpoblación B -1? De serlo, ¿El estímulo de C 040 en precursores 

linfoides B promueve su diferenciación hacia el linaje B-1? 

VJ.3.1. Efecto del transgén de inmunoglobulina rearreglada sobre la maduración de 

linfocitos B en médula ósea de ratones transgénicos para CDIS4: La interrupción de la 

maduración de linfocitos B en médula ósea de ratones transgénicos coincide con la etapa en la 

cual ya se rcarregló la cadena VH y se ensambla el receptor prcB. En ratones transgénicos para 

genes rearreglados de inn1unoglobulina con especificidad determinada, se previene el rearreglo 

de genes de lg endógenos por exclusión alélica, y la maduración de linfocitos B ocurre a partir 

de un precursor pre-proB a linfocito B inmaduro, obviando las etapas de maduración 

intermedias (proB y preB). 

Con el fin de detem1inar si la eliminación de los linfocitos B en los ratones transgénicos ocurre 

exclusivamente durante la transición proB a prcB, se cruzaron ratones transgénicos de CD154 

con ratones MD4 117, los cuales son transgénicos para una lg de superficie con especificidad 

para lisozima de gallina (LG). Debido a que el transgén de lg está rcarreglado, se previene la 
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recombinación de genes endóge.nos de inn1unoglobulina, lo cual resulta en u na ausencia de 

linfocitos proB tardíos (fracción C) y prcB. Además provoca que el 95% de Jos linfocitos B 

periféricos· reconozcan· LG. Si sólo· Jos' linfocitos·· P~oB · tardíos/preB son susceptibles de ser 

eliminados mediante la activaciórÍ de~co4o,"en"l~ci~ibl·~,qÚeen ratones dobles transgénicos no 

hubiera eliminación de linfo~liósÍi'clebld.;'ri•J;;.'~~i~;¡:cÍ;;¡:de Iits fracciones C y D, determinada 

por el transgén rearregládb:d~i~~~i51ii%~Hti~if'éf;~{~;_'l_<::f.· . 

~",.:" · -~ ~,~ ::·~s.~J~~ :t~~~~~~~~~,t~~~;~~?.}'..r~i'1;~~\~L:~.--... ---

~'~º:-:: ::::~;cº1f{¡~J~~ªthl~~lli~~i~~~:~:·:f :.;;::;;:;,~~ ::: 
ratones dobles transgemcos,pa~a;.CD.IS~0,cilg'.sf.ant1~LG·de 2.scmanas de edad, el num!"ro de 

· +- :..- · -,.;i·:;·~:.~.y,~;¡1:~'::-' ,.,;.¡--~ :f, ·::f':";\t:.~.;-.~;:-,;::~z~·;,:.i_·,,:<f:-:-··~;.~· -~~;1~< i':~f,~í:.:; .. ~e""~-,-~ ·e'··:,. -::.-:: .• 

linfocitos B220 és' f11uyJsip1ifar/al ';d~ !Josir~tones\~"T.gCD 154: Si. bien,· no contamos con el 

número de/i~~~~.i-~~j.i.~,3~~,~;~if~~~~~i:~~}t~~~¡~:~.~fsJP~e~·Cie~.;ia de I; curva de i~s 4 a la~ 1.2 
semanas, se)puede,,mfcnr:;que·:,elcnúmero·;absoluto tjje· IlrÍf.;c,itos 8220+ e~ ratones MD4 de 2 

, •. _~,:;:.'.~;1;'~·::_:,_~,~:1;~·,:;:g'i·~;..¿.~~1-1·-:~:1 -.??~;:1;-;_:~;¡·_-\~~'::f<;;;i_~·:.:_"'.:~~~:-J3:·_. ;-~~~/~·.vp-::~-.~71.~ ':> _ -. ·;_ '., · ~ ·. 
semanas de edad es iguar; o meí1ór''qüe'el :obsérViÍdc) en dobles transgénicos. 

,,. ;·:.,:t~jf'.,~~J~~~i\f; . .. . . ?~Wt{~}1~~:,~BK~;?~~·~. ·,. . .. + 

A las ·4': semanás'~de'.i.eda ,;: 1ero:•absoluto .. de linfocitos 8220 . en los. ratones· dobles 
-. -:--:- :-;·.e· --:::~:~-~':t:;,/;:: ~":)~f-::~-:~,'.;'i::::>:·t;:{_,_:~::·;:~W;:>,~;;~.~·'.;:t·~:'.·~;:·;: :._~ ·t;_<,_:.~:;.;¿,·-;~:::;..;~-. -·:-:"~.--':- .. _:, · · - · ~ . " " --:· -· , · -_: .. -~ > ' , --: :-- : · ':' : . · -:.- -

transgénicos decr~c.1ó :con :,respecto al:;obscrvado. a·:ias :2 scmanasdc'.cdad, y sin· embargo,. es 

~:'~i"~;.?f ~i!~f if ~~~:if~~!ifi~~¿~;úE~.'.~1;'~~~~~4f:;r:~,c!~~: 
transgéniéos,cayó· notablemen,tc J1asta llegar'a"I<;>s:ni~d es 'ob5_eryadós. én' r:ífo(les :Tg CJ? 1.54 ... 

conforme •. ;.·;0,·:~•iKi![~:;~'!'~¡~~i,::p. (l~~i:!~,·: ..... ~;~'.¡f~~!:f~é~;~º~ 
TgCDI 54/MD4; fue·. muy,: .. elevada•·:cntre'las•.2:·'.Y'A 'semanas:¡de.;edad;'•: Sm,: embargo, a las 12 

. ·.: · ·: · :) ·«;~}~~;y_:·~:i~ ~"·,:~~·~-~¿~:itft:.,;::~~~~-~~5 .. ::f.~,;~-'.'~".::-:¡":;;-~::t1/~-:~\:¡~~~'~;~- o:,[':{.;;f,r.;;-fE~\·:'~S:~~r~t-y~;:~: .. ,~:;;~~\;~~ti::·,,:;:~;-~~:::-.. :-~<-~ .-: -~<;~" -':,:~{:\;~::: ~:.~~-r.-2 :. :_:.~-.. '. f -:_-, '.·~ ·. ·-. 

semanas esta ~ropo1:'.c1on'decrec10.hasta:el•n1v.el .observad()cC:n .raton~s TgC:l:)I S:<i:f~(). contamos 

~:d::~::~!~~~~~~~?~~!~l~~~~~~~~ig~,b~:t::.:t~:;:z~::·: 
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Figura 29. Linfopoyesis Ben ratones CDIS4Tg x MD4. Análisis cuantitativo de la 

linfopoyesis Ben médula ósea de ratones dobles transgénicos de RL8 a.LG y CDJ54. 
A) Promedio± D.E. del número absoluto de linfocitos 8220+ y B) Promedio± D.E. de 

la proporción de linfocitos B (B220+) lgM+ en progenie F 1 de ratones TgCD l 54x 

MD4. Ratones no transgénicos (C. círculos vacíos); ratones TgCDl54 (Tg. círculos 

sólidos); ratones transgénicos de a.LG (MD4. cuadros vacíos); y ratones dobles 

transgénicos de CD 154 y a.LG (2Tg. cuadros sólidos). C) Análisis citotluorométrico 

representativo de linfocitos 8 de médula ósea en ratones (Tg CDJ54xMD4)FI de 4 y 

12 semanas de edad. Se muestran los porcentajes de linfocitos 8220+/JgM- y 

8220 ... /IgM+ definidos por los cuadrantes inferior y superior derechos, 

respectivamente. El histograma incluido en el cuadrante superior izquierdo muestra la 

fluorescencia de linfocitos B220+ teñidos con LG-FITC. 
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Los resultados mostrados en la Ogura 29 evidencian un retardo en la eliminación de linfocitos 

B de médula ósea en los ratones dobles transgénicos con respecto a los ratones· TgCD.154. Este 

retraso se reflejó ~n 'el n úmer~ de linfocitos B esplénicos de fos rnismos ratones:. A las dos 
•• • ' • • • • "' e •'•"•••" •o• • •" ' 

sernanas;eLfiúrnern• de Iififocitos B esplénicos. ~n dobles t~ansgénicos Tu~ sifu.ilar ~) de.nitóncs 

;i~tf ~f ii~!~1~J~~l~~f ª:;.1;;~[~~~~1~~1t,~~~~~~ 
observados en·los.ratones,TgGDIS4 (Figura 30). :,'2·· 

' • ' .•..•.. e 
1.,': .• :~:~·::~m:;¡}·.~t;·;·¡.~·j;:~'..;~,~~:~ ' ·~_;' ;, ,_; ' •.... ·. ' 

Estos resultados•.sugieren.que .la ~litTlmac1~n ~e linfo~itos s' ~e l11édula ósea inducida por la 

activa~1ºf1 •• 1:~~5,9~~h~;~.~~~:~[i~5~j~~~C~~:,7~~~P~~·ci~.m~durac:Ón ~n chJ~de ric;i c;ist~,ª~~.·.Ig~ en la 
superficie,< ¡:íües)a·::·preseitcia':dec'úna\itununoglobulina de superficie que omite la etapa preB 

- . ,. ;··· -. ,_,.:.'~:,,::_~:>:~?:'.·.:--<~~t-·~,:.:·ú,;.z:·~ ~:~<;;".~t:~~~;:;_•<;, '.i~;¿/1('<t- :·~.';i{.> ·~'. -. ·, . . . . . .:' ._ ·: . -, . . .' -: . ~- :: -,< • ••• 

también previene laeliminabión7 de;Iil1focitos de médula ósea de ratones ~obles tran~géniCos. 

:::::t:,':".:5i;;~JJ~1~~,~~~;,t ~T.;~:~::~:~:~·:·.::". :~j:.;:-:k1~.1f r~~riLº:: 
semanas de edad; El hecÍ~\o a~:~Üe ~las 4 semanas de edad, el número abs~>'Iutci cici li~focit~s B 

esplénicos en Jo~: i~~~ri~s'.·<l6B1~~ t~ari~génicos sea comparabl~ con . el de ~iatb~cis ccintrol y 

superior al de lo; ¡:~~6n.;;~ Tic'b1sd de Ía misn1a edad, s~giere que en lo~ r~~b;,~s dobles 

transgénicos, los linfocitos B también son eliminados en el bazo, de tal manera que a las 12 

semanas de edad, el número de linfocitos B esplénicos está nluy reducido en ratones TgCDI S4 

y dobles transgénicos. 

Vl.3.1. SigniOcado de la expresión de CDS por linfocitos B de ratones dobles transgénicos 

para CD1S4 y receptor de antígeno anti-LG: En el sección anterior (Resultados. Parte 11) se 

describió que los linfocitos B esplénicos de los ratones transgénicos expresan diversos 

nlarcadores como 1-A, Fas y CDS, cuya expresión en la superficie es inducida por estímulos 

activadores 73
• 

155
•
156

• 
227

• Además de la linea 28, la expresión de CDS por linfocitos B fue 

consistente en otras tres líneas evaluadas (Figura 31). La gran proporción de linfocitos B CDS~ 

resultó de gran interés puesto que se ha sugerido que la expresión de este marcador define 

a la subpoblación de linfocitos B-1, la cual secreta IgM e lgA autorreactivas en forma 
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Figura 30. Linfocitos B esplénicos de ratones CDl54Tg x MD4- Análisis 

cuantitativo de linf'ocitos B esplénicos de ratones dobles transgénicos CD l 54Tg x 

MD4. A) Promedio± O.E. del número absoluto de linfocitos B220+ en progenie FI de 

ratones Tg CD 154 x MD4. Ratones no transgénicos (C. círculos vacíos, linea 

punteada); ratones TgCD 154 (Tg. círculos sólidos. línea pzínteada); ratones 

transgen1cos MD4 (cuadros vacíos, línea continua); y ratones dobles transgénicos de 

CD154 y MD4 (2Tg. cuadros sólidos. línea continua). B) Análisis citofluorométrico 

representativo de linlocitos B esplénicos en ratones (Tg CDl54xMD4)FI de 4 y 12 

semanas de edad. Se muestra el % de lintocitos B220+ definidos por la región 

rectangular. El histograma incluido en la esquina superior izquierda muestra la 

fluorescencia de linf'ocitos B220+ teñidos con LG-FITC. 
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Figura 31. Linfocitos B CDS+ en tres líneas trans~énicas diferentes. Análisis 

citotluorornétrico de csplenocitos de ratones transgénicos F 1 derivados de cruza entre los 

fundadores 4. 16 y 22 con CS7BL/6. A) Gráficos representativos de la expresión de CDS 

en linfocitos B 8220+ de ratones transgénicos y un control representativo. Los F 1 de la 

línea 23 no f"ueron evaluados en cuanto a la expresión de este marcador. Los resultados 

correspondientes a la línea 28 se describen en la figura 24C. B) Porcentaje de linf"ocitos 

8220+ que expresan CDS en ratones no transgénicos (barra r<lja. n= 3) y F 1 de ratones 

transgénicos (barras azules} de las lineas 4 (n=l}. 16 (n=l} y 22 (n=l). 
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independiente de linfocitos T. Debido a que la linfopoyesis B de hígado fetal/neonatal se 

encontró aumentada y lalinfopoyesis B de médula ósea suprimida, se consideró la posibilidad 

de que la interacCiónde.CD4Ó con CDIS4 en linfoCitos proB de hígado fetal podria sesgar el 

desarrollo d~ ~iéd~i~Üies liAf¡,ides B íi~cia ~¡ Iin::Íj~ B~ 1: 
-:--:·:·~ --;..., - -- ~'"-~:--º - "~-~~;..;•>'o-' ,.'-_.··- ·,·~··--~~:~'.'~:, :• 

.- .--::':c:·:::/X_~~-~-:~~l!<~~:\~·-~:::_:~~~::~~-~,~L<:,·l':~~~-~::·"·._.· .,_.<- _;>>: (·" ;_:\-.--'- . -
Existe evide~cia expc=riinental·qué sugierc:qúeia especificidad del RLB determina el linaje que 

::.::::~~~~i~&¡it~~f ~.~f~~t~~~~~~:~:;~:~':::::.~.:~.~;+r;.1~;:~~:·:: 
el caso deé lós,'rritórlii:s,'.MD;4;';favoréce\é1~desi:n'roll0Jrncia .linfocitos a~2~7 ;· m ierítras que en 

.. _. -. :· _._,:,::.<: ·;_;~~~) .. '>_: ~:-~.;)--';"\~i.~)_::Y,·~:'<~2'i:<~~'-'.;~~:}i,;~-~:;,'~:,::c::., ··/:.-· · -.."-\".: ::· --~~;-_:.' :_ .-~· · •. ·'.:. _·-. ~ ., . ·- . _,. _ /,.: -·:- · ·_:-:-, -_:·· '··: .· .-, ~-~,· >~-: -:~ ;_J-~:, .'·, ~ 
ratones trm1sgemc()s para Ig rearr7glada con·espec1fic1dad .para anu¡;;enos .fosfoh¡:>1d1dcos y 

polisa~arldi.~~t;;~¡:;:~~if6~~;;'i;~cid'0ri~iri~rireni~n;~ ;i li~ro6itos s~i· 1; 1 ~229:;;';.,'' ·'~· :'.'C.'· · · 
, .... .'}.-:$·'1(:::m~~·~f~S ....... ~>.· ~,. ·;.;:-., Ó' · ::t>·;.···:.···""~.· •• 2, .. :~ •. :;;\, .. ;:2,.·· •. fLt,,.;,;.-,.:\~;;(\;.}~/:'.· . 

Para deterrmnar s1 lo~ lmfoc1~.os B, CDS , de ra~ones tra?s~emcos son en ~eah~~d. I1nfo71,tos B-1. 

:::v::::.:;,'~;;i~~~K~ii~~~~~:ii~f lf f {i~l!~f~,~;~f~~~~f~k: 
linfocitos B .. expresanélo: . CDS:.'• r.\(]os[',rratones·;~·.dobles;,,,, transgemcos;-::cepuesto;<:· que·. la 
• .' ~·:'· _::. -'..::-.:·;:;]~::~,;~~,~,.~+-;:~~--: :r~~-;-:- r·;;~::~ , : t:;.t:;~!~~;~;~~~i~\~¡;~'~"0"Y~?:~.!Af;.¿:: !f5~:~~·::~_:-7\~f::lj'.;~4·i~-4:;::::~·t:·1."1~~~~l"i:~.<~-:,::-;;.,t~t;j;~'.:\~:·--:~:· :::z<}, -.->. '.;·. 
tnmunoglobulma. transgentca. rotollptca i 8~2).:detcm~tnarla; la• d~ferenCl:lCIOn· de los• lmfocttOS 

hacia el linaj~ B'.~:~1~ti . Í~~itt~11~iflliit~(~l~lt&~:ii Y 
En la figura 32 ·Se•mÚestran. esultadós'tdeffonálisis;detalládo'·:(le: , xprestón .. 'de''.CDS en 

:~~~=·d: 00-='.~~~i(~~~~~1~~r1~t~~~~,~~l~f f~~1i~1~~&~~~· 
B220 de ratones no transgé~icos (C) y transgénicos J\1D~ fu~~on 1nuyis·irrlilar~s en .todas las 

::::1:: ~s;u=::::;ó:u:=~~~::ü:j1:i:~:~~~j¿:~r~~~~fü6if!if f 1~i:~~~'f :t1~~:7; ;~t~= 
fueron muy superiores al de ratones control Y.'JV!D4, pero .infork>res a ratones CD1S4Tg 

(Figura 29 A). 

Independientemente del nivel de expresión de CDS, la proporción de linfocitos B que expresan 

CDS en los ratones MD4 fue menor que los ratones control. De acuerdo con lo ya descrito, los 

ratones CDIS4Tg tienen una elevada proporción de linfocitos B CDS+. lntercsantemente, en 
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Figura 32. Expresión de CDS en linfocitos B del bazo de ratones CDIS4Tg x MD4 

Análisis de la expresión de CD5 en linfocitos B esplénicos de ratones dobles 

transgénicos C0154 x M04. A) Promedio ± O.E. de la IMF del canal FL-2 en 

linfocitos 8220+ esplénicos. y B) Promedio ± O.E. de la proporción de linfocitos B 

8220+ COS+. en progenie FI de ratones Tg COl54 x M04. Ratones no transgénicos 

(C, círculos vacíos); ratones TgCO 154 (Tg. círculos sólidos); ratones transgénicos 

a.LG (MD4. cuadros vacíos); y ratones dobles transgénicos COl54xM04 (2Tg. 

cuadros sólidos). C) Análisis citofluorométrico representativo de lintbcitos B 

esplénicos (Tg COl54xMD4)FI neonatos y de 4 semanas de edad. Se muestra el% de 

linfocitos s220+1co5- y B220+1cos+, definidos por los cuadrantes inferior y superior 

derechos, respectivamente. El histograma incluido en el cuadrante superior izquierdo 

muestra la fluorescencia de linfocitos 8220+ teñidos con LG-FITC. 
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Jos ratones dobles transgénicos CD1S4xMD4 de cualquier edad, la proporción de linfocitos B 

CD5+ fue muy superior a.la encontrada en los con_troles y en lo~ MD4, pero inferior a la de los 

ratones CD l S.4Tg. ; 

.-----·-- ... , .... _:_.;_,_~:: . ':·~·~-_.L:o..· ::-:'. e_:·-~_·.~'-'----'"""~-··-=~-->--~ __ -;.--_-~-'::·· 
- - =~:c-:o-c-7': .'"°"·-.-.~- ~ - ;,. ~ , _:. _,._.,,, - . '. 

En _el_ ··ra~~~-;~~,~l~~~~~~~ti/,(~~'~;;,l,1,~~~~~-~;:1:!~E~f,~t.?i:_~:~~.~7~ij~~~~~~ie~~;''~~';I~~ivamente en la 
médula,. ósea,~''mientrá-sFqüe '. lc:ís'~B~FCson ·¡gi:iñeráaos]''etú la';, cavidad f-peritoneal. 'Ambos tipos 

, . · ,. :.;· -~,;. '/ ·:-::(:ih::"<:':'.rfr}óE,c;;0;~::j·¡:,'~:~c.:>:~:;1:~'.;~f,7_~~~-.:~:Y:.~l>.:.;r-~-;:,~~:;~.-~, -~-~- ;•.'.·S,~:? ··ir~i::::}};~~ ~':~_·}?{~:·~?~-,-~::- -.-{\~:-s:-~;f' (/~-,;.o..:::_:;-.. .;:·>.;_:. - ::.-:: · •. 
celulares· se; ong1nanla-p art1r,,de';precursores<d1ferentes'y:(exclus1vos''de cada ·JinaJe; Por esta 

r ··:- ..... ;: .~.;;,~~ ::, ·-..,.'"::,.;.' ,,;;,~~-.:;.:.·s+:';"'...-,.r.'-1' :~::.:;::~ .. ~~:.;,~~;'.t-~v.:;~,~.~-:':::s;:.;].~ .b'.;~~;':.;;~;:i"~~7~~rl.,:~-,.~:;i;:-}c·~,,:,,::¡:;;..;.:,.¡~~"~·':~'.'.:¡1i;:'J:;:yi<c.;:.";.::''''-~'·;::!J'1'f'"::;::.··'--.. ;··: ··:'. , . 
razon, extendfrno·s:eJ•análisis de_'Ja·expresión:·decCDS 0a·:Jinfocitos:B·de'méduia·ósea.:de ratones 

· : ·_: · ; .: .. :-·~: ·,_:;~ !.;·.,·(~~;.~~,:1~·>;~;~.~,,~~.~'::f~~;~.~~!~1:/~~~~:.t~\í~'~(¿;~~"!:;·;'.~it};~~::i~<~:J{;:}:'),'J,;:~!.7J:{{~iit~J;ff~ '.'.;;';:;~; :~~~H..:'..:;:/::,:;2-.~~.; ~::,::·~;:.'.f· ·. r:.; ·_.-.:. ~ ,y~:<··_::· i. .,_._ 
(TgCDI54 X•;l\1~'.'l)á:·~e,_;dos.'Yccuatt;o se~anas:,d':';,c;id_ad;~_Cpmo~~e_puede_aprectar en la figura 

. ·. · .-. ,.. _ .. '..('.,;j·.::t.::;;:;,1)i':"'~~·~:,t1.\';Z-:,-;,:.~·~.:.;-~-1''!"\f.'.':~;:,f'~·~'<+.1:::-·;·,·i"":,\~"''-~\;s;._;~·~::;;;-.. :r,·:'t"'-'·:E·.::_9.¡;;;-,;·~·.::.¡-;;..f, :r>\''.:-.: ·'_ -~ ,;: '::.~~:;;·--:::·_· :>. ~--.: ·_ ~ .. ; . ., :. ~ 
33 A,: la proporción''éleJirifbcitó'S'B :cDst :en' lós' i-üic:íí'íe's TgCD 1 54 y:en los dobles transgénicos 

, . .._e· "' · .-.;,.':~~:,:-:>~ .~:·;:-., s:~'~,;:~~:~:.--:~:,:-'."~-.~J?i~~-'.0 .. ~~~,~~~~-.~~M~,¡~~.~~;;,;:~%~f:.::::. :~-~~~1v~~li!,~(;f\~~~·;:~~?::~,-r;~._,1:-t:r:i~;3;;5::-;:'~: 5S;:;;::·;:'.' ,,_: ·.;;: .~-:,:, : ". · ~ .. _·, · -. 
TgCDIS4xivi:D4.dedossc;:'.'1'an~s-~e edad;fue mu;Ysupe~1ora la.encontr~da en los controles. La 

proporéi~'.r.~i€J[!~{i~I~~t~¡~ggJtt~:{~~~~Í:~~~~f~i~~~J~~~~1~~~~~}~~;1;.~~~i~··)~~.4 semanas de edad. 
mientras •·que:en lós riitoriesó,TgCD fS4'tendi6 a\disminüii'; Lá ·expresión de CDS en TgCD I S4 y 

.~ - ~ -· · ~· · · '·:,._,,:} ."·'·~:;'"'~~. :: .. :~;.s>:~i;!~:~'~:i:.t::;:;,;:;_:.~-.z~:,~.~_i'·r·,·i'-f:'.·:'7·_:: ;:;~:~~::'.-e, I!°':_!";:0". ~/~t~:,~._~ ~.o5{ ~,;·'iif.'::~:~:-T'.::-°:f'.",0 :'i-::1~. ·::?,-,f ;¡'/:\.'.-~:-·', · --: . ,;· 

TgCDIS4x.::MD4~ocúrrió';á,bajos•.niveJé5;eri''Jiiífocitos\B220JigM· (Figuras 33 B y C). Sin 
. · ., ·, ·.. . ; : : . · .: ·~·;;'. :.~ --::-~-~--.~~-~'.::.'-·(:;~~:·-'.;e·~*~:·~>-::;¿'~i;-~/.?·:':~~ <...~:_<~;:,~~?·~;~,'~~ :f ~:;.0,:i:•'": :·~:i¡¿.'f~~.'..~<<f~·'. ;-:{t;/J,·'.~:'.:t ~..,; i:· ~?2·~:?-/~,:~'·/: ;_· .. -.-.': 
embargo~·los·lirifocitos'BJgM,,expresan_CDS".a'.m.ayor:ae-risidact,··. · 

. .. _· · ·> :·s~:s:~;~~'.~tf,.~:i~'-·:,r;:·?·_:~?~rt'{t:,:,~~~:~r.:·:J·~i:}~~H.;~:t,j;·.-· + 

Debido a que 'encoriframós :expresión'de'CDS_enJa j)obl::ición:B220 /IgM· de ratones TgCD I S4 
· .·, ·: · __ -:·-·, ,_;.; -:~:.::c:.;:·;:~·\:::c~~'~:~1)'.·.;,..>·--'·:i)::,\.::.'- -."f:·U~~-\·:':=r"~::\}:·:;:~::;~'-.:-~"',i'·;~.:;~.~ :-~;":-~~-:.-«R;·:-~~,:~/ :~·~·: ::~::-:.: ':._'-,· , " 

y TgCDl S4x·;I\1l?'4;•,ari~lizaip()s'. co~:: mayor/~~t~lle -la, expresión de_ CDS en las etapas de 

=::::~17~~~Y{S~ll~~~~~i:i~~li~"f i~Zj;.º,~J~ ;~s:·;::::::":~:;,~~ 
CDS se expresó ,inténsarnente.;.:en·'.;linfocifos'c;:proB"B220 /CD43 ,·, de;-ratones TgCDIS4·.· y 

. . : ::_':;:~~~-;,',<·~;.ii·;~~~!~:,,k~:tá/·!:.::~;·'·~:-~·~~·;:::_~i--~~?,----:~-9~7:.:.,.:~~/~,~.-~;~;:-·-'·_ --:';:",".-----. ~ .-.'-"'. ' .= . --~ ~.--·.---:·': .. _ • .-

TgCDIS4/MD4, pero',tamb1en•eni'lmfbc1tos)proB:de;·1os ratones ·control, aunque con menor 
" ,._:'o .-, -;·~~;~1.},-'•./o.'"~f:".<:'.,.\",.::'..,'.:;'.~:~f:i-J.i-,::>~:~,:~--:_;c::;.1.:'.:~·:.-·_.,¿':':[_: • ·;~ '.::.\ ;''~> ,·.' .. .;'_':'; ·:'. ·/_:;-·- _ ·' ._, . , -

intensidad (Figuras 34 A'.:C):;La'expresiónde'C:J?S persistió en la etapa B220+/CD43º en los 

ratone.s TgCDI;4 Y .. 3.~~~{~#l~~~á~~~q~~~:t~·~~~~-.iJi~~~~~en~e. Los niveles de CDS en·· 
linfocttos B220 /CD43':en¿Jos'ratones·control;fueron muy bajos (Figuras 34 By C). Mediante 

,. -~:r'~·-,-::,;?\-'}'::l'~j~~:;,\<~.~{i'~"-,:~¡~\t~:;C{/:';~':;':,\~,;/o~j' "'~<;,:;;, --~ • · .. ' ·-
citofl uorometría de.·cüatré>!;:colores';'fu:eiiposibfo-,definir que en los ratones TgCDIS4. los 

.. .. . + -,·.·:,/,· .. -:o;:.:-~~--:~i· ~:.::. ~~:::;: ... ~·¡;~::i~~>r;::,.-;~\::",:r:·:.-., ,_. .. } ~.-.'~-':":,,/.:_· · ·:: . · , ·+ • 
lmfoc1tos B220 /CD43:/CDS: son tanto"IgM~como,IgM . Sm embargo, en los ratones control 

: ·.:' ·:-.·:..·''.~ ,:- .>~;: ".'··:_:.-·.~~~':, ·"-'.:··:~;~, .. ·.e __ ,:,.'_-.,' • • 

solo los linfocitos B220 /CD43º/lgM; expresan CDS (Figura 35). 

120 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



B 8220+/lgM- e 8220+/lgM-

~so 

A 
o 
u • "• 

100 25 .. 
D 

~ 
s¡¡: ---;;ir 

:. 75 o 
C> e Tg aLG 2Tg u 
m 

~ 50 

~ o B220+ngM+ 
:::; 100 

E 8220+/lgM+ 

""' 25 

o 
~ ;:.; -.-- -.-

o 8 
2 4 '-' 

Edad (Semanas) • 
25 

~ --o 

e Tg aLG 2Tg 

Figura 33_ Expresión de CDS en linfocitos B de la médula ósea l. Análisis de la 

expresión de CDS en linfocitos B de médula ósea de ratones dobles transgénicos 

CDl54x MD4. A) Promedio± D.E. del porcentaje de linfocitos 8220+/CDS+; B) IMF 

(FL-2) de CDS en linfocitos 8220+/lgM·en progenie Fl de ratones Tg CDIS4 x MD4 

de 4 semanas. C) Análisis citofluorométrico representativo de linfocitos 8220+/lgM­

de médula ósea de ratones (Tg CDIS4x MD4)FI de 4 semanas de edad. D) IMF (FL-

2) de CDS en linfocitos 8220+/lgM+en progenie Fl de ratones Tg CD1S4 x MD4 de 4 

semanas. E) Análisis citonuorométrico representativo de linfocitos 8220+/lgM+ de 

médula ósea de ratones (Tg CDlS4xMD4)Fl de 4 semanas. En A.By D: ratones no 

transgénicos (C. círculos vacíos); ratones TgCD l S4 (Tg. círculos sólidos); ratones 

MD4. (<XLG. cuadros vacíos); y ratones dobles transgénicos CDIS4 x MD4 (2Tg, 

cuadros sólidos). En C y D: ratones MD4 y dobles transgénicos (líneas punteadas); 

ratones control y TgCD 154 (líneas contínuas). Las etiquetas están ordenadas de menor 

a mayor lMF (en sentido de las manecillas del reloj). 
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Figura 34- Expresión de CDS en linfocitos B de la médula ósea 11- Análisis de la 

expresión de CD5 en linfocitos B de médula ósea de ratones (TgCDl54x MD4)FL A) 

Análisis citolluorométrico de tres colores que muestra la expresión de CD5 (FL-2) en 

linfocitos proB B220+/CD43+ de ratones de 2 (panel superior) y 4 (panel inferior) 

semanas de edad. B) Análisis citolluorométrico de tres colores que muestra la 

expresión de CD5 (FL-2) en linfocitos B B220•1co43- de ratones de 2 (panel 

superior) y 4 (panel inferior) semanas de edad. C) IMF (FL-2) de CD5 en linfocitos 

s220•1co43+ y s220+1co43- en ratones de 2 (panel superior) y 4 (panel ieferior) 

semanas de edad. En A y B: ratones MD4 y dobles transgénicos (trazo punteado); 

ratones control y TgCD 154 (trazo continuo). En C: ratones no transgénicos (C. 

círculos vacíos); ratones TgCD 154 (Tg. círculos sólidos); y ratones dobles 

transgénicos TgCDl54xMD4 (2Tg, cuadros sólidos). 
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Figura 3S. Expresión de CDS en linfocitos preB B220h•j0 /CD43-. Análisis 

citofluorométrico de 4 colores que muestra la expresión de CDS en linfocitos B 

B220+/CD43º de médula ósea de ratones control y TgCDl54 de 4 semanas de edad. 

Los cuadrantes superior e inferior izquierdo (cuadrantes lgM·) corresponden a la 

fracción D de acuerdo con Hardy 31 (B220"ªjº/CD43·/JgM·llgD·). mientras que los 

superior e inferior derechos (lgM+) corresponden a las fracciones E y F 

(B220bªjº/CD43º/lgM+/IgD· y B220ª1"'/CD43·/JgM+/lgD+. respectivamente). 
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Vl.3.3. Evaluación de la producción de anticuerpos anti-fosfatidil colina en ratones 

transgénicos: La producción de anticuerpos anti-fosf"atidilcolina (anti-FC), los cuales son 

producidos únicamente por la subpoblación B-1 99
• En ratones normales, Jos anticuerpos anti­

FC constituyen un gran porcentaje de los niveles de lgM basales y su secreción aun1cnta en 

f"orrna incspecífica en respuesta al lipopolisacárido (LPS) 230
• Para descartar en forma 

concluyente que 1os1 infocitos B C 05+ en 1 os ratones transgénicos fueran B-1, se evaluó 1 a 

producción de anticuerpos séricos IgM e lgA anti-FC. en respuesta al tratamiento con LPS in 

vivo. 

Como se múestra en las figuras 36 A y B~J~~--,i~~~I~j~'.~~!~filrffli~f~f::i~ .. ·~~ero (~xp:c~ados 
comci · i~Í:e;J~idÜd media de fluorescencia).·· de·. losi'ratones·:~·control '·no; tratados :con LPS, es 

. _ . -< .,: . .;,.,.~:..:•:«;'.,_>:.:·<{o::.::;:~;,?;·;~-;;.,,i,-~:i~;;.:;,_7,:u::5:-:!":~~-z~-j,·é-~\::~-t'.j°r~".-:~;"~' :~-:.:·-- - -::. '_:_· ·· :~ .· _:: 
aproximadaniente 30 veces mayor que el 'dí:i:.briffócitós~hrornclin.iZados .. :.inc.ubados únicamente 

· · .-, ·· · ·_ ···::·=<:;:?:;:;:"';"n'.~~:t:.~:~~~i::,l::'Y~::;-r._:_~~~~:f·:.--t-1~'/:::2" -~');::;.~~-::y;::-·:--;:~c:~_~.:~- ~--> >. -
con anticuerpo secundario (fluorescencia bas·a1;';1inca;püríic·ai:la<erC1ií figura .36 A, histograma 

:_<}:;~·~;if;:;_~_;,;,:.J}~;:::;;'t:,~~;-~~-/~~-;h~~'.·::::,~:.·t~-~~;-:~;;);f('·;:[:·,~:;.·:"·" __ ,,;- : -;~ ; - - . ' 
(B) en la figura 36 B). El nivel de JgM:anti7rC ;eri-'stiero;Cle;Jo·s riito.nes control tratados con 

·-·" ';, :_¡;,·."::;.~~:;::i:~}-~~--,?~t::'~\~'.::_~.:._,,;,:r::o~.;;~.,'·4~·,_'.¡.;~~-;r.)~;,>::::,;;':·:~:': .. ~.-- -' ,.-· .... ·':-.', -."·: .. , · -- · , 
LPS fue aproximadamente 300 veces mayór/qué'cér:valói'ide:nuorescericia basal. Ei'i el 'caso de 

• • . ,_ ,_<~~~~-~·'.'-?:.:tí-.~-~~~j,;_~.~:(,0 ·;:~~"'k1.f¡/~t~~{:·:i;p:~~:t:~~·(iP.<~?:';};:-:.-¿>.;>.¿·:~· . -.,.: : .':·- . ·· --, .- , ·.· · ·· .>:"'.·'. :· ·. 
la IgA, los niveles de anucucrpos.ant1-FC'.detectados: .. fueron;menores que para'.JgM,:pues' se 

.:: : .. ~::~·:¡:~0~:~:;~~4\:::c rf;i";:·1~-,·.,·<-~<~s~~~,-.,~;;::Jú\ ,~{ .L·,~·,_:¿::7'~;-J ~- \':./: '~-~ :.;_::_- :- ; :·-~- ·: ;~:-:. · / ~: \ .'··:~·.: ;:-, . · .. <~y:c.:~: ·'. ~: 
puede detectar un nivel basal (3 veces superior.'a 'la''í1uoresc~ricia' basal)y'.un·'auniento de . .Ceréa 

. . :·· · ~'>~t.~fi(~:;-~~·.;l{.r;~t,fl.t·:)~f~:,_~::.-"_~~~~''Yf~~t(~.f:F~g;5/ !:'fN'.f·:.: .;~~{~:··" ::-~·/:··:!l .. _:;·:-··.· 1:':~ :i; ;,;,~~~:-,·;~~:;;:~~:~~ .-. :-:)(l; ~.:. °:~~~" 
de 20 veces su valor relativo· en''respuesta;;a'iLPS¡¡(Figura)36 C):·,sm·:embargo;\'cn,.ratones 

· : >- , '->'·i:+~~<-oi.'Fft~.::;,;,1~'~.fJ;;:'.f .. ,~;-.(;X:;_~ :f·:~~}!.::o-:;,,,f-:4'->""· ~~ ~~,.-~'.7.::1;'.!-_~_,;;::·.<·~. -~:~:< ~f:r 0=·;~ ~'~{-:,~_ ,:,,_y:;s,-.::.:/~_~,;,_: :-.·:'.·-·, 
transgénicos para CDI 54, no se deteéió la,. réserida:ae':'anti~FC~clás'es:,J· M riiJgA~en;stiero de 

ra<ono• •in •rnb< o ""'•doo o•~;t:~~li ~i;Jjk;l)J:~' i'i~iij; (.'. • . 
Las figuras 36 A-D muestranZta111bi . . . , . : . eles:;'d. ··· C·c:en'::-,ratones 

transgénicos MD4 Y en do~I~~:t~~t~~~~~~:~~:r,~~L~~r~gi~~:~c;•t••:,'R~k'~~'~'"'·'::';<Jti.~*0~é:~;~1~E:~~~~f~~ .. · 
niveles de lgM anti-FC basales .. y e~,respuesta0 ~~-LJ>S,:oe~i:r~t():nestMD4-i'seve11c~ntraron;por 

debaj 
0 

adelorsatnon1· veeslecsondter011gAn.octnr~rna. ~tgo~'en:·ne, .isi.' ... ~M~.'~.).;D-.f .. ~~4í ... ·u.~ ... :.;.n .. :_-s·.·.:.~e'~ .. _·.·.·;_~o~bC,~s·:,1e.~~rv~~.~aJr~oin~j.~en~}1:~v-;nei·<I,~efs2·~t~4;~(~~é'~'ri,~;i~~~~~J<~n 
cuanto . . ·. _ basal.es fn':1Y req~1cii:lo~ )i 
prácticamente no se detectó incremento en r~spúé~t;a 'i:L:t;~;';:.~·rÍ._Ios ratones dobles fransgénicos, 

al igual que en los ratones transgénicos para·co:1s4,' Io·~·-niveles dé IgM e IgA anti-FC fueron 

prácticamente indetcctables. 
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Figura 36. Producción de anticuerpos anti-FC. Determinación de anticuerpos anti­

fosfatidilcolina (cxFC) por citotluoromctría. A) Determinación de niveles relativos de 

lgM cxFC en suero de ratones control (C). TgCD 154 (Tg). transgénicos cxLG (MD4) y 

dobles transgénicos cxLG/CD154 (2Tg) tratados(+) o sin tratar(-) con LPS. La línea 

punteada representa la fluorescencia basal de eritrocitos bromelinizados. B) 

Histograma de la fluorescencia emitida por eritrocitos bromclinizados incubados con 

suero de ratón de cada genotipo y revelado con cxlgM murina de conejo biotinilado. 

seguido de una incubación con estreptavidina-PE. Como control negativo (B) se 

utilizaron eritrocitos bromelini7..ados incubados con algM/EA-PE. C y D) 

Determinación de lgA cxFC en suero de los mismos ratones que en A y B. La edad de 

los ratones en ambas determinaciones fue de 6 a 8 semanas. 
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VII. Discusión 

En ·este trabajo se estudiaron_ lás consecuencias de la expresión constitutiva de CD154 en 

linfocitos B por n'iediC:Í de transgénesis en ratón. El propósito general füe defirii~ 'si ¡; seflal 

provista pofC[)l 54 · (s~fiii(2{6r~ cap~z de activar lirifocitos B autorrc:'actÍ-yos ciu."'_~.ºhn~Irn¡:rítc 
son t()lerizac1osal 'recoh~cercl'á~toantígeno(señal.••l) e~ et.apas.ternpranas.de•I desarrolloen _el 
~rga~o ii~f~id~-P~-~~~Í~;g;í,i~~;·~~~-t"e~ ;;,áclura"s·en1~·.¡je'rifé\:ia.X·' · • : :; ' :¡:;;'.: .+/.·);;•·:•~:~ ' 

:;::,.;',;;·:.-:>?. ;·::f,~: ··.·. ···'- .,'.,)··· '.6,_~·/;,) :;•,:· 

~=::;:;;~~t~~1;~%(~,r~:~~i~~i~~~pi~r2?"~:;::;::·;:~~J!i~~~,~~~1~0:: 
mostraron , ~~rc~dore~,:fe~ot1p1fos'-'.de:;~act1y~c1on; sm embargo,· Jos :"'rat~nes:•. presentaron 

~:?.~:~~~~I~~~!7i~f t~~~tJ:Kti~=:d:;:::::~:··:::;r~:~~~i.i~~~~y;: 
linfocito ~roB B220+/CD43+/co24+ ~ linfoci¡o prcB B220+1co43·1rgM·. ·E~-~~A[;¡st~ ~c:in los 

hallazgos encontrados en animales adultos, ei número de precursores cte linrocito~'.B'cte _hígado 

fetal se encontró elevado. Adicionalmcmte, ~e encontraron infiltrados inffo,miíc:,'rió~: en: diversos 

tejidos. 

Vll.1. Validación del modelo: Aunque la_ transgénesis ha sido -amplia~enÚ;;, -utlliztida en 

biomcdicina para el estudio de diver~o~ fenómenos biológicos, en ciertas ocasiones pueden 

resultar fenotipos aberrantes no · atri_bu_ibles _-.al transgén per se. Estos efectos no deseados 

pueden ocurrir debido a que el cxperlrnenta.clor no tiene control sobre el sitio de inserción ni el 

número de copias del transgén que se insertarán en el genoma. En el mejor de Jos casos, el 

transgén se puede insertar en una región no codificante transcripcionaln1ente silenciosa, por lo 

que no se alterará Ja expresión de genes endógenos y la expresión del transgén estará 

determinada exclusivamente por el elemento regulador seleccionado por el experimentador. En 

cambio, si el transgén se inserta en una región con alta densidad de genes, se puede alterar el 

patrón de expresión de los genes endógenos o bien, la expresión del transgén puede estar 

sometida a elementos reguladores endógenos 231
•
232

• 
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Por tales razones, es conveniente obtener varias líneas transgenicas independientes (por 

probabilidad, cada línea representa una inserción en diferente locus), con el fin de corroborar 

que el fenotipo es debido al transgén} ~~ al ~f~ét<lae la in~ercióh. 
_:: ~-·:;</"-·~ - ". ·'.:-~-~ ... : . -,~:,_,:---.-;-- . ,. -~ -;. <·:: < < 

~~:~::=.:~::.::~ff i~l~~lll,iR~1k~r~~::::::::~::::::~::o= 
Dentro de las cinco líneas 7stú'dia:dá~ s7'.:ericOntr~rÓn lig~rásvariaciones en. la intensidad de la 

;7::~::r::.1 ;::;!Zit¡l~érJijf ~ttTu~~:.~~~~~~~~~X'f~f;~~:ci~~:t~:0 :::i:Ii~n:::·1~y;~~n. 

~:::~~~=~~~~::f;r-dtt:n,::":~A~~1í.:z: ~;:::·:::"~;::;~! illt~1t~~::: 
la técnica no pernúte una. gran resolucióll~ NCÍ füe posible descartar que hayá'habido e~presión 

:::::: ::;~:~~~,:· :;::::::;;k~=F.~.~:~:::~Ñ;&!~ll~~l~~~· 
mensajero de CDI 54 ta~poco permiten cot1cluir si en I~ línea trat1sgéllfoa utiliziida"rio (>~u~ó .· 

expresión ectópÍc~, e.~ •.• 0~ip~~?~~~!~/§~f;'1a~· s~~ales. ~e. ~~~I~d~~~·f~.~écg~;~t~I~~{.[~i(~f ;P.cR· · · 
en hígado, riñori, .O pulmón reflcjiin Ja expresión del transgén por finfocitÓs irifiltranies!';j{'; . • 

A •º""'. d• '"'. ~~i~:,~~~,~~i~i~*s;;f~~'~;,[~i;ii%1~if i~'- ¡.,.~;,~,;~*'.~.~· 
fono variantes aisladas, ;1;i~not1po. obser-vado en Jas hi:i.eas 16;' 23 y28 11º p<Jrc:".e ~:pem~er de el. 

sitio de inserciÓn dbtit~gi~~;'·Asi'~l~~o?e~ ·;J~'en~i; d~ 'c[)4o, ~I fe~oti~6 n.; :5i; ~~¡i¡'[-¡~~ta, 
lo cual demuestra qJC! el ien¡;tipo no e~ resultad~ de toxicidad del transgén por altdr;cióri' ~n la 

regulación transcripcional del linfocito B por el uso de un promotor quimérico compuesto del 

enhancer intrónico de locus ic con el promotor Vic, o bién por el uso de secuencias heterologas 

con10 el intrón de la globina 13 humana o la región 3' no traducida del gen de la queratina 14 

humana. 
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Vff.2. Efectos de la expresión de CD154 en linfocitos B y sus repercusiones en el 

compartimiento de linfocitos B: La consecuencia más notoria de la expresión de CD154 en 

linfocitos B fue la marcada reducción del número absoluto de linfocitos B periféricos que se 

observó en animales transgénicos adultos de entre G a 12 semanas de edad. Tal reducción no 

fue constante a lo largo de la vida del ratón, pues el número absoluto de linfocitos B esplénicos 

en ratónes transgénicos se expandió a más del doble durante las primeras semanas de vida, para. 

luego decrecer rápidamente. 

"·.·· , ..... ;:.; '. 

Nosotros proponemos que la causa de la expansión del compartimiento de , .Únfo~iicis · B 

esplénicos ob~erJ~c:Ú1 .enratones transgénlcos én;l~s. pri~~ras semanas de.· vid~ pos~i:i~~al se · 
-- -. ._;~··:~~~/J.;{-:•~~,:'.:\fi-'.:->'.;~:_:;;:~>:'-·j,:.;,:!-~;::-:: ;··.. '·. ,~-.·>-:-C.:··'-/,.,:::·:_-,,:('.>~.:_,: ... ;:.·.: -.·.- :-_ . :_:_ .. , <-:';,-- .c:,c<,·'' 

debió al••estímulof;pr~liferativo inducido por•Ja•'estimulación de CD40 en conjunto:con 

estí~~!¿~j:,~,~~,1~]r~~,_!!.:i~.;?e1iz~.;¡~~f 1.1~~'.sst~.•~uposición. se basa e~• 1f ~i;~~+,~~if º.de 
que los' linfócítOs'B:ae·ratones tránsgéniéos expresaron marcadores de activación asóéiados a la 

..• -.- !. ?t'?\~~;_{;;'.: .. :t_;~·:,l.:~·f!~;.:;~::::i}''>!:',j-;.·: :·.::;·:· -¿ :-:::·: :. -~-- -'.· "'-:~ ~ ;. '·' ,~-- ->·: ·- - <·-·. '. .. '·· •/:,:,~-.. '-_:5h-.'·'~/'.~:'.,.::· ';_ . ' -
activación '..vía'~cci4o:•;'(MHC{Clri:S'é··u y CD23f desde las 36 h postnatales; .y a qué~dui-antc .el 

periC>do; ~~8~~i~)~Sf'i'i~~hl~~~~tj~~rte·:d61 '.· ~~~~i~orio de 1 infocitos .B · .• ti~n;Ú ~~ri~t¡~·ict.ricÍ . con 

ª utoal1;t~611~~ ';ij~~:5fltJW#~~a~:f~(jf g;i~':~~6~~epto, •.. se encuentra·. :In 1~:J;1:rt~~i1~~ii~1~szt:n::. 

::;~:\t f~lmi~~~~fi!l!~{~~~~g{t·~:·!f i}tj~"{º,?'"'ºd'º' ª 
Las causa.s~,d.~>Ia.idramat1ca•',~~ntracci~n,.-,del ·i~mnparthl1ientoXd~I :Oinfocito~>',ª• esplénicos 

obseni~~~·~ef~f,~i}~~1·;~,~~~~~'ii,~~g!f~~-~:~~~~~~~f;~f~g;·~~;~~~;~·~'.~.~~?sii1}<=.~i~.~e~•dóricÍ~una 
explicación·•., sriti_sfact_ori~:c;}I:.os .'Jinfoc.itos C. B.'thc;::pát!cos. / Y:Lesplénicos : de.· ratones · CD l 54Tg 

-. : .. _ --~~:~ +·';_:'-"::·:·,~-'-~,;1't:7·'4i~t.:.:;~r:;:~~?.-,\,q~;~:'~ '-\~"f~;~t? ,-:·~ :· ·~:~:"'.',/;/:'~:~:;~ :'.'_i?;·~~·.:-.:·~,-~::;:·-,~·:~;,-:;_>;>:r;>.:,···:.·:¿':-. ;. ·:::.~~~_,;; .,-,~'.' ·-; ~:-:~· ~· ·.- :: ·: '· .·.· .. :~-: ,-.;;-_, ·: :. _, .. .-, ·.' _,._._ ~~: -.. · 
expresaron CI)Si'.pero{~o •Fas:· al 'ITienos<36 :h dcspues deL nac1m1ento. Sm embargo, los 

linfocito~ ·~·;s~iélll~;;; ~i'~r~;ri~~it:;~;1~6~ -~i~~I~~ de Fas e~ su s~perflcie a partir de las dos 

semanas de edad, ~omento en e(c~al·_;;e e:ncont~ó la máxima expansión del compartimiento de 

lin.focitos B. 

Dado que la activación de CD40 en linfocitos B los induce a expresar Fas y los sensibiliza a 

morir por apoptosis 155
•
156

, 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 estímulo de CD40 y la .consecuente expresión de Fas, para ser finalmente 

eliminados por una célula FasL +. L~s linfociios T eliminan linfocitos B autorreactivos en el 

bazo mediante un mecanis~10 ·dep~ndiente 'de la int~raéción. Fas-FasL 112~ 113 .' AsÍrriisn10, ·la 

t}.~~f~{ll~~lflllillllilil'''~ 
probable que los lmfocttos; ..... toncs::CD154:rg;activados"~v1a:,Cp4,0.''.sean;:e111riinados·por 

:~~::·;:;·;~;;;;~~~¡:i~illf ~i~llf ["!li~ii{~~¡;ndo 
semana,. se' explica: por el, hecho,': dé:; que '.durante ·.et;;periódci''pennrital~no.. ;. núrn'ero. de 
• . • . .. " .. ,... ..-.-. :, . _,;,." -__ ::-.::.:: ~--·:='~>"· -·:);;-:;.".,: ~;:,·:·t·<<'.-~.:~i~-~~~=~f4:.:::t~}~'i~;)i,-t,"{~,~~::Y.f"~~~~'1'~~~~J;~;;;:;:;;~{f.'.>~):?~';iJft~~{'.Nl~f0i{H5i -~~:~J.(;:::::=t-:.)~-:,:: ;~--.-.- -

hnfoc1tos T esplemcos: es .. · muy,baJO .. y.s,e mc.rementri::paulat~n_amente.:.hasta)as. oc: .m,_s<:manas .de 
· · · :,-' ., · ·:· ~-:;-:: · · .:~:-~c,<.",_;~!~::3:~»¿n_: :-\~~~~-;o,:.f.;:;?:·-~,~4é-· ~~p.~;>.~~f::::~<::{·r.:;,i}:;~3;¡:s~·-v:cf!!~;~:~~}E';,'j?'.,_~:::~~;'{,~;4;;·~t0~~¿:5~~1r::t8W'Y,~~~~·~1-~~.\~:~.,i,:·¡: 

edad, momento en et.c·uaLa lcanza·s u·.n 1vel..defimt1vo.~;¡,,,,;;E.J.papel · 'hnfoc1tos·,T;een 1.a 
· - ·:. ·_. ... ,; ~-.: -: .. ~¿(.:~ .;:f~~·;~é~:<)~:-: /:.~~~~;.,~~',*:.i.'·~!~·~~f-1t;; ·~t~:Z,~:~~~;.éy':~~'.Y~1i· 1;:.:;·'·-f:,:: , ~.'.~?'J'?}·~,~~/~,~~\'>.,·:~:f-~-'::-'~ ~·, 

contracción deJ· companirniénto'.'ae;:Jirifoc" ... eiürató.í1es/C ,. odriai'fser~·définido 
. .· , · :·._ ·:,- · ,. '.: ~-).;.~~:~·;~·~-~:::•.!~;~;.~\;~:~:;~>~;;:y ·~'fli~-.~~\~~!::·~ :::~JSJ~'.-A::_::[~~~l::~?'.~4>J.?¡.;;,:{t;i,~~;~·?~:t;~::'g'·:1~{~\~\~~~'f:.?1J·>-'';:-'.:«\·, .· · 
mediante cruzas de•CD154Tg·;·con',ratoncs .. e .1c1entes;deéhnfoc1tos',T~(TCR·'P,n,.}io;mediante 
. ~ .~ .. ;' <: :-·~·:·,,;<{;~;,,::~· ~~{~~,~-ü;:(~;i\'.-~1!.'\:.f;:~~;::qt{¿;4J.1~~~-:,:z,t{*i~~~~~;¡~}f1~~ét,.~:1::J3,~YJ?6t·~t~~:1?·~;.;f::~~-:¡:~:~!f:~2,:';t¡;:~h~f ~i~-s:1~f:;;r~-{r:~'-{d·:':~~-. 

t1mectom1a neonatal. de, rat_ones;.CD 15.4.;Tg; 'mientras.;quecla:• part1c1pac1on .de: Fas :y de,perfonna, 
~ -• - -_ ._ -- . -.: :· .. ',':f_:o:~ . :º;;·?~~ :-::-'.{~1:~::~:·~;-5~¡~:'}:-~"":,·~}~~:~·~,.ir~~:~~-;;;;.*~-~-:f;:<ol'~¡{.~::-i?:"~ ... ,~-;-~~:'-~~~}.::;.'-.':~\~~:~;~:Z·~~'.>) ~~~;.·,:;¿;,;~~;;,} ;:.;y:¡}<!ti~Z::·~ 2t";b-Lt;./~-~ ,,'.:'. f~;f.~~:\ ~ ;~~~·', · :.: . 

se podna disecar. me.d1ante.Ja::ci:uz:;iAe·,ratones:.CDJS4::Tg con•ratones',deficientes~de'J'.as:(g/do · 

;;~;~;;;~~:~f iiltl~~i~~~~~i~·;l~;"::}~;;L~=~~~t~ 
provenientes de médul~,c ósea':(.;-er ,~bñjo),'ido.?'é:üal 'podría: ocurrir si ·1~' ti';i~:::;~~dj~'.·'~'r);Ó~·· 
linfocitos B esplénic~~ a ~si~·edacIÍu~r~·~-G/~'~::i~ cdé días a un par de se~anas):s'i~ ~~,b~rgo, 
los estudios de marcaje in vivo con BrdÚ~~:~s/.como' la supresión total de linfopóyesis B 

mediante inactivación condicional de Rag 2 ~·partir del nacimiento, revelan que la vida media 

de los linfocitos B periféricos murinos, ya séan foliculares, de zona marginal o B-1, es de más 

de 4 meses 241
"
243

• Entonces, la contracción del compartimiento Ben ratones CDl54-Tg parece 

deberse a un proceso activo de eliminación, 111ás que a una falta de ingreso proveniente de la 

médula ósea. De cualquier forma, es n1uy probable que la ausencia de ingreso de linfocitos B 
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de médula ósea contribuya a la ausencia de linfocitos B esplénicos después de las 4 semanas de 

edad, lo cual requerirá de estudios de marcaje in vivo con BrdU para estimar la vida media y 

velocidad de recambio de los linfocitos B en nuestro modelo. 

VU.3. Efectos de la activación de CD40 en linfocitos proB de médula ósea: El hallazgo de 

una deficiente maduración de los linfocitos B durante la transición de linfocito proB a preB ·en 

médula ósea de ratones transgénicos acaparó nuestra atención, puesto que sugeria 

consecuencias novedosas derivadas que la activación de CD40 en linfocitos proB. 

Previamente, Castigli, et al 167, reportó que CD40 no se expresa ,en linfo_citos_p~~.B ,de médula 

ósea de ratón. Contrariamente, nosotros y otros 244, .describim(:;s 'qJe'''co4() 's~' e;_p;esa en 
. ·+ ~ ···· :+·- ·· ':.:c. . _ ;• , -··;::.··,<·~'·:·:~··:~" . ."º·o:,.·:>;-; .• :;~-:--.c.- ·:-~~:;,--,'. <"-··-·;.:,-~ ._,·_:•., 

linfocitos proBJ:J22,0 /CD43 : Un~ expHcación probabl~ d~ estadisc;:repancia ~sque los ratones 

~:~~2~~~l!j~f ~2f~i~~~t~fli~~t~~~i~;t~~:~~].~;:;1i 
ca220+1co43:;./cÍ:>24~1áf.1 ; .. 

. ' ' . ~ ·. . -:_ -

Por su p~rte,Io~Hnrocltos proB CDIO+Íco34+/µ~ 1-i~lllan6s expresan CD40. Estos linfocitos 

proliferari en respuesta a JL.:. 7. efec;:to_é¡ue. es"inl~ibidoj,;;:,r Ílntic1.H~rpos agonistas anti:-CD40 in 

vitro 166. Los mecanismos· por los: cuales ,ci;o40: inhi¡;6 lf(proliferaCión de linfocitos proB 

humanos sé desconocen hasta ~1}ri~ó~ici';;~§./y,•¿;;:;1:6~!'6'.c~t~dl6 n~ se estudió si la. faifa d'; 

proli feracióri estába. a0soc;:i_ada, ~ Ai;)~t~t:'.~·, ~ ;,·;·, : :~."; j:._; . ~< 

Hasta el ~;,mento deséono6'emos .;1 rileeani~n~'~é=~~-JI~o'porel cual el desarrollo linfoide B en 

médula ósea es interrumpido durante la tr~riii~ÍÓ~·'dv~:1'i'rifbcito proB a pre B. Demostramos que 

los linfo~Úos prÓB normales expresan· CD40 '·;.:~~~h::~-,:_b~ones. transgénicos, el transgén se 

expresa en la misma etapa, lo cual resulta inesperd~ój;'-~i;'~-ido ~,que en condiciones norrnales, el 

inicio de la transcripción en el locus K (transcritb'~i:i;i'iérií~~) ocu~e en la etapa preB 245
•
246

• 
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Independientemente de las causas __ que __ p_romueven_ la expresión temprana del transgen, la 

eliminación de precursores linfbides durante la transición proB_a preB puede deberse a p_or lo 

menos dos mecanismos diferentes: El primero es uri mecanismo direcÚ>, en .el cual la -

activación de CD40 en .el Ii~r6eifo-pr~~ rc-s~l-~a én-_l~. elimi?acióJ1 de la céluÚ1 que redibió el 

~=-~~~:clt~~~~t~#~!f l'tJ~~lt~i~i~Fi~¡~¡~~t¿~~~i~~~.ÁJZf Zf ::~ 
algun~~ :~?.;j~~l}~~~f ~:ª: __ ,ii'~;~~T:;'.; __ .. ,. :¡;:••''~;~''.?,~Jj;'.((·~~f t{j~~~i~;~Í(~",:'..: ,:~;·~~-~\~"'.'_r:c·?/{/'····· -~ ·_. _ 
Es posible·:queJa-·señril''de, CD40_ en'linfoé:itos· próB-_de:·rnédulri--1faéa'ejerza·_e1cctos positivos tal 

:-,,. . ~ ~".:'.:~' .··,' ;; .. -;:A-:.:JEj~:~:r,·~\i~V'¡';~.:;;:.:;.::,;,_.::-'·i:~ji:.~r:.·;·o.-;';_;>,:-~·~.~!.'·L~:.:.o..~\:'~,,.,_.,.:;:,~~/'.\~.;--;::.·~:;:--·:: .. :~;· ... :'. ~:~'.';:,.::'b¡ ;:G\,i;:~:<?-:I--~'~Y·/J;:-{:.--« ~;>::·,:: :> \i_:'.·:·~,;. :'.':'-~ -· - .-. ",·:: -: .: _· '-~ 
como -Jo• hac_e-~n-Ia_'.periferia.:Lac.a~ti~aéión ·a .·través'de·•_CD40iá~ti~a'las'.vias de'ERJ,OM.t\_PK, 

~2~~~~~~ii!1~~!t~f~~;~Y!:r~;~~i~~~~if.~~!i~~1~i~~~~·t 
activación concó~itanté d~ CD40, -resulfandocn sel~cción negativa, tal· có1no· 1ó hace. úh aÚH>-

~~:~iR~ft{~~t~i~~~~i1~~i@~~r~~;;:;f ~~;~:·l;::~::~t!.t:~f f ~:: 
microambiente el e Ja inédúlaó 'seil r e~ul ta11•c:n a poptósi.~ p ~r sobre~estimulació11. en 1 ugar d c 

:~::i:;~~~~~{1if!fi~i{fJt~~~~ffi~c®~~:.":~·::~,:::,::~=~~~~~~~;;;•. 
son 1 a defic1encia·'d·e,S HP,_O:ICCratón:motheatcn·.;viable);-C 022, y de CD72, o en ratones que· 

sobreex~~.~~~~~5B~!~~~~l'.S!I~~t!~~:(!~i'~~~-~~~i'.~~~-~f?i~6 ·del c:omp¡¡rtimiint¿ -ci~.I!~lf66i;6~ B 
periféricó'S:y, bi'o'é¡Uee:> dC~Ia"~riliidürUCf6ñ:"Cíé!1'.liiító·értO~(B'Cii n1édula ósea 75•78•89.. _ ·~,:~~-·:;.,-_, '.\'<:'~::'.~·:·;:·,, - ~ 

··--- ~~ ?r'.!~;";~~·:;~;~.c~~~~'. t --- -- k F=;:r~~:;~-'x)~~?~H ~ : ····-·-····· · --
Esta p~opuesfa,esp¡:¡rtiC:1:11armente i nteresarite, p"ués:estáde acuerdo con e 1 papel centra! del 

RLB y-.~~1~6fü~~~~~cÍadas en la detem1Í~ri'~i;.,,x·:él~(d~stino del linfocito B. La expresión de 

CDS en' lin°focitbs B depende de señales del RLa'. pero no de CD40 247
º
249

, sin embargo se 

descono~e si la señalización del receptor preB iriduce la expresión de CDS. Hasta el momento 

se desconoce la función de CDS, pero su asociación con la fosfatasa SHP-1 se ha implicado en 

la regulación negativa de la señalización a través del RL T y RLB en linfocitos T 250 y en 
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linfocitos B-1 251
• 

252 respectivamente, así con10 en la selección positiva y negativa en 

timocitos 253
-
255

• 

lnteresantemente, nosotros encontramos que el 1 O% de linfocit()sprcB-B220+/CD43"/Igr\1- de 

:;~~~-~::~;;:~~t::::~:¡~;:°c;:;:~lf !~~~~t.~f~t~~ti~:: 
preB sujeta a selección:Epósitiva::~ En:.cambio;·- en· los ,ratones_\trans-génic'ós'~'tla~.'áeñalización 

::...: .. ~:;;,.~¡::-~ .. ;:'.!-.~·;::~:;if..'.~i¡¡·}', 0\1,:.'.·[•.-; ·~~.~;}<:·_--; :;:; ,::~·: 2.: ·: .- ,-_ -' . ·, ·, :: .· ... -·: : ·\:. -;-~~;\':.' ,[':.:'-~ '.»':~·-:'.}_-~'.·~-,;-··,;,~ :. ~::;-:·~ .:: .. ·:¡,>: ·~.=::t;;.~},,i? .:,::~.- !'_:,:::.:· :; ~:·-~·,,- ·. :, .. ;~. ' . . .. 
concomitan te a trá_véséfdek'CD:<J,<:>.'.. pciteni::í a\ la: señalización\ del ~·recciptór.., preB{: seléccioríando 

:' ... · _,, '-:.::, '.:::~~:.:...::::'~~¡~:;_:;}~:\·S'.:"·°'¡S;:.":.:>:f{:';;:.,~: .é.·; '·::i;:-:.:. ': · :-· ;. ~~ -<- ·_: · :::'.·:·_·• · ... / \, _::;_.:-.:· .t, ._: .. ":-~: :· ·: :i':!: ,~---~;<-~<-~·_;:-~'-'.;,.._; ~,..;·_~\ _~, ·7.~.: ·e·-~.~'··,··. - . ···e:":.' ·· - :. · : 
negativamente a la'ri1ayciria 'dé-Jos· linfodtos preB; y iuirnentando'·tanto'Ja proporción de· células 

CD5+, coiriC>1:í~~á~'~%i~ii~ra~f~;f¡;'j~~'j~'~,7~~,-,<:;5g,gJ 1~, s~~erfl;ie ~e· }6's linfoclt~~ :~reB que no 

fü=n :··:0~~!~~l~~~Wtl,I1t~i:;tf. f' ? ··· . • •• ·••• .. < 
Apoyo adiciórial';:aiJa;'.propúesta';de';'cjúe' CD40 '.'potencia I~~ señales derivadas del preRLB 

-·< . : ' ,:·:- ·.".>';;'.:::~;;./:1.;,;,f'f.\.:>;:.:-!.;,_:;r:t~~-·i·{:<::~·,_·;~./~\i/~·-~ }-7..-l:,~_t'·:~~-.;··.j.'.~/:.:~ ~-~: ..:~~~:.~ :,:·:<< .·~ "•{' .-,,:<:, -;-, : , __ ·.. '. ~' ·-·:' < ''·~··-::: ~.J.:·~,::: ... · .. :·;; :: .. _· ::.·-
proviene. dé estüdiói( en' ratóries"doblés transgénicos CD 154 x MD4,"cn. los cúáfos se detectó un 

:::::::·~.'[~~~~~~~ii~J~~r~~j(~fririf2l-~i:~~t~o~f]~ºl1!Xia:s~::~qf~~~:::1a~~sc;;:da~ 
'.• · .':· ::·.~ :·. ~';:';:i;\~~~:::;·~;f;~;:·;~¿~~~;:;, f; .. ~t:;?t"l.!;~~ ~:'1:J; ... ~"::,/-';"::;~: :.:~;._·~~:;:~ C/T/{ -~,?~-~):~-¡~·.:,·_./ </-~_,;:~ ~::~]~ • L;c:';·::~~,':~·;,~.'<·~;{;~f~'(j·:~-'.::.fi~~:~t~~:. ·' ·;_~~:,::."' ',;: ·~ .. ·-_:; ·_:~_;." " ,;'. · ._ .·' 

con respecto,a;l,de;_ratones·;f:::J::),1_54-Tg,:)o,_-cual:mterpretamos-_como'.un·aumento:_en.la_selecc1ón 
._:_, ~ ~,: :~ ,:~ ~-~ .~1·~\~,1:~~;~~4E'.\;~,~~~~?t;-~¿_:fi..~--.J:~Y.::º.:,-!\(r;t~"":~:~~:")~·-,, ~~:_.~:.:_~-}~::::::-_.,-¿.·Y;.:}'~:..¡_:·;,;\.:~·~::-:/ .. ··~:~'-,-/~~:.:~:··1~'.·/·"~(t~\:: /:·o::•,.:.'·.~~)~~:~.'i'~::?.·~ <:;::.., .-:.\''.'.·:~S:':: ::::;.-: .; :· __,~,: 

pos1t1va ·promovido ·:por< la', potenciación •"de\la".señalizaéión :_del,; receptor;:cxLG 'en 'aúseríí::ia del 

amÍgeno ~~~~~Ie.·:;_-.~~~.~-·~w~·s~~~i·:~~~~:~~~, · .. ., .... , ... , · ~ -~--~~7··~~}c{f/"' ;. ~,- · · :ii~~~-~i~ij~~; .. · .. ·~f~~~~~; .. :~~;~~ ·~ :.: ... ~ .. :_; ___ -:. . '-:·.·.~. > .. ·: . 

. --- ., -,_ ._,_ · ~- <:7'~r::·:f:-···" ·<. •:;:< ., .. - .,., ' -- · 

La hip~t:i.i¿i~~~~;~t,.,~~:, :.~:;:.~,i,~,!d.~~;~~;j";,;;~i~. ;~!W~~~tJe~~¡~•f'~-~,,~;,,~,~l~WI~J~;~,~~4"i1f~~-• pro.~B ···~ ·• p~e-B _ 
observada en ·ratoiíes',CD f54cTg'se_'élebe"'ª · uria-,'.~serisibilizaCión'.', del ,receptor preB requerirá de · 

~-: -~:;~·'.:.~~e:~ -[ ::~ ,~ ~é:·~-~~,~0_'.~E;:~·~'.:;¡~'ií';jS~i~~\ t¡::o_~~~~.,--t~1~~~~~~~YI,·.3~~~~~~":: ~~ ;\t:::~f$~-;!,~r·~::,(::':~J cf:/1·,H .. S.!~y~~:?~~-::)\~;~,-::.r!::·.:..r':-.. ; . :. -- · · · "' 
experimentos ;:;·futuros \~'para ::•ser"iconfiini::ída',Ji\Un''(':,enfoi:¡ue··::•.intcresante seria determinar la 

: ,_, ·: ~::· é;..•:- / ,;-\.-.:-"":"''~,,..::-;:', ..-:-'.~:::-~: .~---~-.,~- -~ :-:; ':'(º·-':: ~--?·ie:.<:~~r,~,;~~~f-¡E"~-(:_~:!f{3;L:0;;;.~-::-;;-~:~:;,,:;~p;::;:~:~7::f--,~;:~' ~~:7(~·· ·, , 
consecuencia dé mutaciones en los cC,mporienti.is'del rec~ptm' preB asociadas a un aumento en 

el u~ti;al pa;~: su activ~ción. Í::os rrito~~~ c1;';fi~d;'ii~~}<l'tsj1/presentan una interrupciqn en la 

transició~ de linfocito proB a preB 44·4 5. \~j ~~~~;-¿;{;~Q~ Syk está implicado en la activación 

de las vías ERK/MAPK, JNK/ SAPK y Pl3 -Í< .. Ent;,nc~~. podriamos hipotetizar que el defecto 

de la maduración de linfocitos B observado en ratones CD154-Tg podría ser corregido por la 

ausencia de Syk, o bien, que el defecto de la maduración observado en ratones Syk_,_ podria ser 

compensado por la expresión constitutiva de CD 154 en linfocitos B. El análisis de las cruzas 
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de los ratones CDI54 Tg con ratones n1Utantes xid 256
•257, Btk _,_ 258

•
259

, BLNK -1-
76 o lg¡3 -t- 43 

podrían contribuir a validar esta hipótesis. 

Un mecanismo alternativo que puede explicar la-eliinh1ación de linfocitos proB en cis, es que 

la activación de CD40 mediante interacciones.h~hi~típic:as entre linfocitos.proB 0 des~nc-adenc 
señales pro-apoptóticas. Sin embargo, eí.rg~epthi CD40 carece· de . dc:mirii6s d~ muerte 

característicos de ot;os receptores de la s~p~;¡;¿f;;iiÍ~ºd~J TNF.:.R; Ío C:Ú~l· há~~ i'il;'p~~l:i'rih1~ csia _. 
- -. ·--· . ·· .-: - -. ·- - - " : -· - ·.~;·-, · .. :.'~".;,;c,::-):--:-~';:-·.·:·:?.~fs?.:¡¡;~::-:-:~~;7·~;·.''~::::: :;;_:;·-~--:·\~·~ .. ..,_:. :·,_:·::·-.:'>·~;.::r,~~:~::{:·;~-[,:·;;;~:~\)-::""'}:;;_-~r;·;·'~->~~- ·,:. · ·. 

posibilidad ..• No_- obstante, .•. la indu~ciónd e~ap~ptosis·;~·t rn'.'és•··clé CJ:><iO ha~sido.1descríta; para 

~:::.:::·:ti~~-t~i~i~~K;~~k~~f~~~€~f~)1~~ii~~~¡J~~j:f~~~f~~~; 
dilerenciació·¡.;· ieri-nirial {deFlinfOcitos ·.·aeTcenfró',--gérinin-aL' hacia ;•célula; plasmátic::i'.'. • -. ;~ii-iduce 

- - , - ·- -· --- = -~ ... ;_i;,,;,1-"' __ -._ -:,)i:·~;,.;.::,;;_ ;).-~.;~~:'-:·>:. \1· --''.~ .í~l~~:;~~.:i~-:1 .. : ;~;;~y ;~~'~:~~~(·~;.J~:\¡-; i:~s~;~.Z~-!~q:..:.:]i?'r.t:z~~:tf'f2;~f!~,-: f{0,r ,, '~:·.~,::;:.:;~~ ::.:_~,~?"~·::'..'..:;;;;:_~:.o-:-,:y-. "·;::;:Y;"..·. -. -
inhibición de ,la{próliferacióri/en··}linf'o'citós:tBí~.fonsiliircs_~liiuniniós;·•,asíc?cómo+.linfocitos·, B. 

rumora)~ ·~t7~J;~l~;~{,J!%~)Jf~Vi(t;:e~:,~rf~~rt¡k~ ;~~· 
Otro mecanismó;pi-obabie qúe:podría •explicar.¡ a '.eliinin'aé:ióriide1 linfoeitós}B .·en. medula'ósea, 

.. :- '_ :-; ~ ·.~ ~:;:;:.)~;; _. _:-::'/. :;,~ .. -,;;¿~:}; ::~-:~~:;f ·/· '<'::~ :~: '&:,~:~::'..::, ~;~ ~ :_;;:::~;;,~:~· -\~y;_; ~T·~JJ_~:: :~1*~\Á{ -~ s;~~~~c~~{<~~;s:i/·.~)\·;:-~~{;~~'~:~ ~:·f>,.c-/ ;:,:~;~·"~~;-~;::.c1;··'i·~·~i~~ --;?:,.:!::.; t:: ;., .;~'.:'!-~~~ -,~·{·>: .-
sen a que;: :de:· manera_·~analoga •·a• ló :.·que_,••'se i ha ·::propuesto Spara•1losi;!mfo·c1tós"cB7penfericos 

. . ·'. /-.' .. ~.-l ·\; ''.t'. » ?-."; '.3 ?~, ·.: ·; ~-~<s{:¿:~, '":'· ; ' -, .f ,· -/' -'.~- :~:,:-;,'~ :,~ \ ·> .. ~:.::.~>~-\ <:~-J.-.;/f-k~~1~:;::_"-;'.f?{>.-: :'/f ij ;:;c.:~~-<:!:~~-::'.-~~:;~:~;:'.; ~;~~;:_',:' i~~;~~-~;-·i;;i~~}fíf11t~~-~y;;;:i:_:,: .. i·: 1;·-.:~.:. '<':... ; . 
autorreactivos~c la .señal "'de_ CD40 •mduzca·'fa,'expres1on' de'.Fas cen'.•el'.;lmfoc1to, proB,,de; medula 

·: ·, -·-: , ·· ·;/.;_=; H-;;, ·--'.~·~;~r::/':~:~:~:1 · ¡::;:.~::: ;"\· -..:.~:::.::~'.,~·->::-:-, ~--:~·[f··~;'<:'.'~~:~:: )f?~~;i}~;~-¿..:: ;{:::;;.~~"-G:~::~~,';:r.-1~.i{:·;.;¿~:J~ .. ~¿;;:.)_5 ::';-/::i:;;~:;,:.: ,,:~-:· :::::)·-::.;~~'~<\<'.~"-~::·~· ?:f,~'!.;s.-:~ ~?:::::;1/~.~&-;· · .. : : __ .: 
ósea, pudiendoésté_serelimimido'por_algünaj:élulá~que·;expre:s~~FasU;~,;~,(inclu~pió,'ri de111uerte 

-.· . - .~· > ··-=··:::::·!·,·:;..~{t-;~-;'""'·'.:~\\~.'{,'.--::'.'.: · :;~t;!:::.--: .. ::_¡_;,• ·• '. "'.'.;'--::::·;~-. ~,::·~ .. ~:,_::·:.-:~;· /:. ·-~-:;~<· .·;:::'-°::'._.;::: .::.~~~'-':-)f 1~,;~~~;>:~"''·:t'~~·t~~i~?f.~~) ~~'f~~::~y-·!:~·};.: i:<.:;,~~."~:;:5;;~· ,X~ -:;-.?~J1(~" :}""': :< ·~1 .• --,·:...:·t·."/· . , . ·' · ·. 
en trans). ·,Por e 1 ·momento- desconocem~s ~si ?lc>s:.'mecamsmos'.'de·:·,e11 i:ninac1on;:de;'. l mfoc1 tos:, B 

:;::.·::::~:::ifü~~:~,~::~~~r~m~1r~~]'~~~~,{~~r~1\~¡;~4"'· 
Alternativamente, la señal de CD40 _puede ser'récibidá por'. células• del• e,stro.ma o~ d~l.~ndotelio 

vascular, suprimiendo la secreción d~ f;ctor~~-líAf¿~'6téti¿i2~ blb~n i~~~~-iénci~"'l~·;f~~;~¿j¿Ü de 

factores supresores de 1a1 infopoyesis B c;n;o ll'N':Y :?
65 

; TGF-13 266 o c Úotóxic~s como~ 1 

TNFa. (inducción de muerte celular en trans). Estudios' de expresión de múltiples citocin~s por 

ensayo de protección de RNAsa no apoyan esta posibilidad 267
• Sin embargo, para descartar 

efectos en trans, sería necesario transferir precursores de linfocitos B derivados de ratones 

CD40+t+ mezclados con precursores de linfocitos B derivados de ratones CD154-Tg CD4o·'- a 

ratones irradiados co40·1
- o CD40+1+. Si el mecanismo de eliminación de linfocitos B es en 

rrans, podríamos encontrar linfocitos B CD40+ maduros en ratones receptores CD40 ·'-, pero no 
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en ratones receptores CD40 +i+. Si el efecto de eliminación es en cis, no encontraríamos 

linfocitos B CD40~ madúros en ratones receptores, independientemente de la presencia o 

ausencia de CD40 én el ratón receptor. 

-· ---.-~-- ,.,_~:-~~.-:. - '----;~-- "·- ~~---> -·<·.'·_· __ / .. ··.<:·: .. ·.-- ---~, 
¿Porqué los linfocitos .. preB de ~~dufa. ó~~a'. $()~·eJi.l11in'tidos; nÍi~;..t~a;,:qu~;los de hígácl~. fetal 

son expandido~?· Existe evidenci~'s~~~J.i~~~ff.:~~t~~~iÜ~;l~f·~~t{~~-;rnv~r ;~~f:~.hi;:'.~<~e, hígact6 
fetal es diferente a la de la médula óséi:{'en"'éJ;',·aduJtó:·~ U ria •diferen'Cia ···crúciill 'parece· ser la 

. • • ,. · .. -. :·:·: --~:-'?·--~Tt';~-::~~~2.:;7-~:::~+"~::~.1~~:i•:-.::.:\::!::qiZ!:tA~j:~i~;.:'.¡~-::;~-"'T0J?í.1f-~:::~'i:i:i-Z~.~~2,·:wJ·!;}. -;~\¡"-~ ~:-: --·i .-:.~:-, ': ~ :." 
ausencia de expres1on de TdT en precursoresjfetales;7'Jo·_cual')muta:la'd1vers1dad.del repertorio, 

:.::.::.q:~:.:::::::":::::t:~4i~t~~líli1f 1~~r1;1J~~[~~t:·:. 
origen fetal, también denominados 13.:1 ~-s?n séJeccióitridos positiváménte p~r áútó~ntígenós ·y 
son resistentes a apoptósis mediad;:; po/ F~~ 26ª·269 ?E:~··¡;~'iit;J;.- ~·~.¿· J~ ~~;~~jci';::{ d~·Í&s ll;,f~Citos 
de origen fetal de ser seleccionados positivamente- por ·autoantíge~os, en 'combinación con el 

co-estímulo a través de CD40, es lo que promueve una expansión inicial del compartimiento B 

perinatal en ratones CDJ54 Tg. 

VU.4. Implicaciones de la expresión transgénica de CDJ54 en la segregación de linajes de 

linfocitos B y la tolerancia inmunologica: La motivación principal de este trabajo fue 

determinar si una señal ca-estimuladora como la activación de CD40 podía salvar a un 

linfocito autorreactivo de ser seleccionado negativan1ente o anergizado por los mecanismos 

naturales de tolerancia inmunológica. Irónicamente, no pudimos documentar autoinmunidad, 

debido a los bajos niveles de anticuerpos séricos. Sin embargo, el hallazgo de que una elevada 

proporción de los linfocitos B de ratones CDl_S4-:Tg _expresan el marcador CDS en superficie 

llamó nuestra atención, puesto que CDS. es.uri..ma~~a'dor ele linfa.citos B-:1, los cu~l~s secretan 

anticuerpos que reaccionan con auto-andgenos (aut(,::anti~i'i";rPº~·riaturale~) 69
'.
91 

( 

La especificidad del RLBjuega un papel determinante en la segregación de las subpoblaciones 

de linfocitos B. La expresión transgénica de RLB con especificidad prototípica de cada 

subpoblación favorece la diferenciación de la subpoblación correspondiente 228
• Dentro de este 

contexto, si los linfocitos B CDS+ de ratones CD 1 54Tg fueran verdaderos 1 infocitos B-1, la 
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expresión transgénica de un receptor de especificidad prototípica B-2 impediría la 

diferenciación de linfocitos B-1. y no seria posible enconttár linfocitos B CDS+ periféricos. 
- - ·, 

. . 

Nosotros encontramos una alta proporció-n.~dé~_l}~focltos' ,B·,c:;os+ específicos para Ja LG 

(antígeno prototípico B-2) en l:Ja30 ;y;-·rnédula'ósea:C1é:l[10's_'ratones dobles transgénicos 

~:~~~::~Ma~:~::.I :~:s°. -;~f~~;t~¡~It~~¡~~~~ls[~i~~i~-t~~:.;~:;s.-:g~i~;:c~~:D~ 
foliculares y Ja presencia de linfocitos'Bfcon,:feriotipo'dé'áctiváción :y,marcádores de linfocitos 

'.·~', • ', ~<r-·'.:'•'. \~';~.:,·;:~,,~~-.~~;7.:;:-~:t;_\;•:;':~'?:~ ~:':._".··:·,;; ~:'1;'\;_:: :.f'i ::::.-",·' .·:·:._: :~~- '. .~~: ,". •''_: 0
' • ~ -_, _• : ': <·:· V •: 

B-1 también ha sido desáitá 'ei:i.rátonc.s<transgenicÓs.;MD4;.cteficientes de. SHP-1 (motheatenv 
, - ·: ... -;.;¡;-fC.~::~.i~":':·¡ú.'~F:;:.;:~;,':'--".:.::.:.,·:-:~:~:;y;J·.:_~:!.i:~.r:·~~~~-~~~·-::~-,~-~~~./~,~:;/;\·'~::,.,..;·"-·. -~:--· '· .. : > .. - - . - . .. 

MD) 270
• De manera¡ similar;':." lcis\linfoC:itcisfaútorreactivos ·anérgicos · de· rufones dobles 

transgénicos anti-LGiLp:~~Ít¡;¡~~g;gg·V~'g"~~;~Íl¿·~ú~¡~~j¡;~~"J~'cos en_ s~perfic,i~, i 1'a.'defldiencia 

de CDS revierte ;~i-~;~~~~~*J;~~-~-~~B~~~7~'/:'~~J~~~"~~}'.~~~}-~j~~~s_u,lrnd?~ '1~~a~:.{~~.;f~1ent~. la 
noción de qúe da -exp.resión":deT,CDS\es.tá :reiacionadá níás .:'al estado. de· activación; que. a la 

• .. . ~ .-., · ,·~-~·.s:·_-<:.r,~:~Y!f:~;t}r":~:.< :>-:~~/.:-Y.::)'"~~:':J:;;.,:~:~ .. :'r:.~:;¿~s:~~:-.;,1,~~~-~-:,_:\:/~~~·t::·:~~~~ .:;>· '. '~'-' _: ... ·'.:. :- .. : l>;.::.::-_,.:·. ::.'.: ,~>? ·=:~ \;\;)"-~~~-,_~¿-·::. "~-· ;~~---·= · ·_. ;: -.·; -~ -
d1forenciac1on hacia;;;un~lmaJe det~m1inado·:y :que :'.CDS'esta ·-.1nvolucr'1do,en'; 1'1 ~egulac1on 

:::::::.~1rrR~~if~~¡~~i~ltil~t~~~~;~~~~~;;~~!J~lfí· 0" 
linfocitos Bi""Estos· ratones,'::a:'di fe-ren·c_iri-~d~: n_uestro :niódelo.'' p_resentan 'tÍtulo_s; al t~s;_de} IgG ; an u-

- -: -,. ' ::- :~ _..~-=~-,';.- -: ~ :1\':~ ':-~.:1Wk.;i-~5:~'.'2~~~:~·, ';;--;~1:;?~·:,;·2;_:;;¡;;.~ ~~ '":>~'.;:t',Xf··;;;;,J:t'.\~ ;;-r~,;:~:'_;fY~ -::··~--~-~1,;~;i<:f-\-::;·,;_;;:s~x ,-~}~~-~ ~;y:'.~!~t.-~·1:~~~;,t\'lft·t:::*\1~~\:f?~:,::·:2~~,~··'.?·'.f"i• .. ·: ·.· .· · 
ADN, ·asoctadcí a··depos1to:de;;compl_eJos:mmune:S'•:Y•glonierulonefr1t1s,",caracterist1cos:de,L:.ES. 

Jo cual· también. ~s "ci~~~'.;';át~~t~~·Jilf:'.i'~ri~;~~W~'Jj~·'.:~%:72í)~92ifi~~¡'~~f~;;{;¿\g3¡¡'f~~~'~b~~~J~f~;¡;~cer 
contr.iclictorios _co~····i;:,:~::~~~~~~~{~i~~~~~gf[i'~#~~EX~:~Jf~~~l8}:,:~¡dr;~~~F~~~;~~~t.]j~~¡';¡~~{~J~_:_· l~s 
diferencias fenotípicas entre' hn1b'os rnodélos'ise dcbán·•·a ·e1 ·.· monienio•'e. ¡;.}tensidád .de' Ja 

expresión de CD154, debid~ aq~c -~e· ~~ilizaron eleme~~os. reguladores diferentes en la 

construcción del transgén. Adicionalmente, la expresión de un nuevo miembro de la SFTNF 

denominado BLyS/TALL-1 en ratones transgénicos bajo el control transcripcional del 

promotor de actina. tmnbién induce expansión clona! de linfocitos By autoinmunidad 279
• 

VJl.S. Papel biológico de CD40 en la ontogenia ten1prana de linfocitos B: No nos fue 

posible demostrar que la presencia de ARNm de CDJ54 en Ja médula ósea de ratones 

norn1ales. Jo cual indica que Ja interacción entre CD40 y CD 154 no es un mecanismo que opere 

en Ja selección negativa de linfocitos preB o B imnaduros autorreactivos en condiciones 
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normales. Creemos que el valor de los resultados obtenidos mediante la estimulación de 

linfocitos proB vía CD40 es que apoyan, en fom1a indirecta la idea del papel fundamental del 

Ufllbral de activación del RLB en el destino de los linfocitos B. 

Si en la n1édula ósea de ratones normales no hay expresión de _C"I)154~'lcliái'-~S;·~~l.~:Í;_¡j¡c~do 
biológico de la expresión de CD40 en linfocitos proB? E~dlve;s:ri~ ciÜre:in6d,~d¿s inf~~éiosas 

~5::::~:.~;;:::·~:~::::?~I5~lt~~~~4f %tl~~{~f :t¡I~irJ~t~:. 
El bloqueo de la maduración de linfocltós B p~'d;:f,;\~~¡;;~s~·nta~ ~ri~'~oris~c~en~i~ ~~ri~;jos; en .. - ···- -·.'"·' -.:;:·' : ,. ... - .· ,.,· .. ·-·· " .· 

el caso de infecciones por virus linfotrópicos/al ~educir ei m1mc~o. de células qu.e ~on ~(61anco 
\ ~. ~~ - ~ . 

de la replicación viral. ~;:·:'·:: 

Por último ¿Cuál es la aplicaciónpráctic¡i'de los hállazg9s c)e este trabajo'?:Co~o ~e .~e!lcionó 

la interacción 

clínico podría ofrecer 

beneficios terapeuticos importantcs'en'pai:ientes 'qiíe'sufrén~de,EIC.H; 

.··. . ·:~:,~i;~fü~~~~tS,§i~t:'!L ·.·.· .. · .. 
Por otro lado, resultaria muy interesante evaluar.él,'.:efecfo··~e)a señalización a través de CD40 

en linfocitos B leucémicos. Pensamos q~~ p;;~:~-~~¡~¿¡;;c~:~·l:Í etapa ontogénica, los linfocitos 

derivados de leucen1ias proB humanas podri:a'~ ;;;;:f:rirtÍc~lannente sensibles a ser eliminados 

después de ser activados a traves de CD40. Este c';)~'c:ic:'imi.ento nos podía llevar al desarrollo de 

nuevas estrategias más selectivas de erradicació~ tÚmóral. 
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VIII. Conclusiones 

1.- Los ratones t.ransgénicos de CD! 54 presentan un fenotipo consistente,· dependiente de 
CD40. 

., . . 

2.- La señalizaci§§,~ t~avés de CD40 en precursores linfoides B de híg~d&:n.eon'atal:promueve 

su expansió~;·mierifra~,que en· precursores de médula ::::é1~:t~fb~~~J~1~~~f?.~f:~~tf:;: 

~~~~il111í~~i~~i~¡¡~~;;ºt~~1~:~1::rfu~~f i~BL:7~~:~~;: 
B activadcis:antes ae··5-u diferenciación a éélula'.pl::isinótiéa: ···;)::;.•, :·: : ·.; 

4.- La.··ex~riii~2:'~f~:~; ~21i~t~r)I:i}~5~-(~i:'~~;1;:'.1\~,iZ'~ó~·:s::.º;:;c~·· .• ~n.1osénico .Y por ende 
no es caracteÍ'ístÍéo 'ele 'J;.¡ii subp~blacióri :en especia!. sli expr:esión 'c;orrelaciOna con el estado 
de activación celular,: próbable~ente ¡:i;;fl.iari<lci ~on~o un ~égüÍador negativo. 
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IX.Apéndice 

Tabla l. Anticuerpos 1nonoclonalcs• utilizados para citon1etría de flujo 

Marcador clona Origen lsotipo conjugado Dilución 
FITC 1:200 

B220/CD45R RA3-6B2 Rata lgG,,,K CyS-PE 1:500 
PerCp 1:100 

lgM R6-60.2 Ruta lgG,.. IC FITC 1:100 

CD43 S7 Ruta lgG2a• K PE 1:300 

CD24 30-FI Rata lgG,c. K biotina 1:200 
LySl/BP-1 BP-1 Rutón lgG,,." FITC 1:50 

CD25 PC61 Ratu lgG 1 .;>. PE 1:200 

CD40 44986 Raw lgG,,." PE 1:200 

lgD' AMS9.I Ratón lg02bb•" biotina 1:750 

lgo• 217-170 Ratón lgG1.1. K biotirrn 1:750 

CD19 103 Ratu lgG,,. K PE 1 :500 

CD95/Fns Jo2 1-hunstcr ;.1n11cnio lgG,.;>. biotina 1:200 

1-Ab 25-9-17 Ratón lgG, •• " FITC 1:200 

CD23 B3B4 Rata lgG,,." PE 1:200 

CDS 53-7.3 Rata lgG, •• " PE. biotina 1:1000 

co9orrhyl .2 53-2.1 Rata lgG,,." PE 1:500 

CD4 GKl.5 Rata lgG2b• K biotina 1:1000 

CD8a 53.67 Rata lgG,,. " PE 1:500 

CD3e 145-2CI 1 Hurnstcr am1cnio lgG,." APC 1:500 

CD! 17/c-kit 288 Rata lgG, •• " biotina 1:250 

CDIS4 MRI l-la111stcr an11cnio lgG_hK biotina 1:100 

CDI lb/Mac-1 Ml/70 R~lta lgG, •• K FITC 1:250 

Ly-6G/Gr-1 llB6-8CS Rat::t lgG, •• K biotina 1:1000 

•Todos fueron proporcionados por Phanningen. San Diego. CA 
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Tabla 11. Análisis del compartimiento de linfocitos B esplénicos 
Controles Transaénicos 

Edad Exp# 0220+ 
0220+ (%) 8220+ (x106

) 8220+ (%) n 
<x106

) 
n 

1 3 1.2± 0.3 25.8±3.4 2 0.5±0.4 25.6±13.6 
Neo natos 2 1 0.9 33.4 3 3.4±1.1 55.7±6.0 

X± O.E. 4 1.1+0.3 27.7±4.7 5 2.2+1.7 43.7±18.3 

1 3 43.5±19.3 70.4±0.9 3 78.6±42.3 60.5±5.9 

2 semanas 2 2 10.3±1.8 59.9±1.6 2 23.6±1.2 28.6±0.1 
3 3 7.6±1.9 43.9±2.7 3 29.7±24.7 60.1±10.3 

X± O.E. 8 19.1±19.2 55.8±12 8 46.5±37.3 52.4±16 

1 2 34.2±10.4 67.2±0.9 1 5.8 29.4 

4 semanas 2 2 45.9±4.8 71.3±2.8 2 2.9±0.4 33.9±6.8 
3 3 34.9±17.5 63.8±2.1 3 15.9±2.9 27.5±9.2 

X± O.E. 7 37.8±12.4 66.9±3.7 6 9.9±6.9 29.9+7.3 

1 2 87±28.2 68.7±0.4 2 7.4±7.4 8.5±2.9 
2 2 84±13.4 63.6±1.6 2 0.7±0.4 2.3±0.2 

12 3 2 29.3±10.5 62.1±1.9 1 0.3 6.2 
semanas 4 2 31.6±8 58.6±1.6 3 0.2±0.1 3±1.4 

5 2 32.9±5.9 41.3±5.1 1 1.4 1 
X±O.E. 10 53±30.3 58.9±10 9 2±4 4.2±3 

32 
semanas 

1 2 35.8±1.4 57.8±3.9 2 0.01±0.006 5.4±4.5 

Tabla 11. Análisis cuantitativo del companin1iento de linfocitos B en el bazo de ratones transgénicos 
y controles de camada no transgénicos a diferentes edades. En cada experimento independiente (cxp #). 
el número absoluto de células nucleadas se calculó en hemocitómetro a panir de esplcnocitos en 
suspensión obtenida de homogenado total de bazo. La proporción de linfocitos B220· se detem1inó por 
citometría de flujo. Los valores representan el promedio (X) ± desviación estándar (O.E.) de cada 
experimento independiente. X ± O.E representa el promedio y desviación estándar de todos los 
experimentos independientes a detenninada edad, Jos cuales se encuentran representados en las figuras 
16y17 A-C. 
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Tabla 111. Análisis ontogénico de la linfopoyesis 8 en híqado neonatal y médula ósea. 
Control To 

Edad #Exp 
022o·cx106

) 
%1gM 022o·cx106

) %1gM (8220•) n (8220+) n 

1 3 2.5±1 17.8±3 2 3±0.6 19.8±0.9 
Neonato 2 1 1.6 31.875 3 7.2±4.8 45.3±2.8 
(hígado) X± 4 2.3±0.9 21.3±7.4 5 5.5±4.1 35.1±14 O.E 

1 3 4.3±0.8 26.7±3.4 3 0.9±0.2 45.6±7.5 
2 semanas 2 3 1.2±0.2 18.8±3 2 0.5±0.01 45.1±17 
(M ósea) X± 6 3±1.8 23.6±5.2 6 0.7±0.3 45.4±10 O.E 

.. 

1 (2. 1.2±0.9 32±3.3 1 4.1 7.4 

4 semanas 2 .: ~;{;; .. .3.6±0.5 22±4.6 2 0.18±0.15 7.7±1.5 

(M ósea) 3 .. 3.8±1.6 33.8±28.6 3 0.1±0.1 29.2±9.3 
X± ·7' 3±1.6 29.9±17.5 6 0.15±0.11 18.4±13.2 O.E 

1 2 3.4±0.09 37.7±2 2 0.5±0.1 20.2±14 
2 2 2.1±0.6 29.4±0.7 2 0.05±0.01 18.7±0.8 

10-12 3 2 1±0.2 44.6±5.8 1 0.01 18.7 
semanas 4 2 1.4±0.02 27.6±0.5 3 0.2±0.07 5.5±0.9 
(M ósea) 5 2 2.2±1.1 36.8±3.5 1 0.1 9 

X± 10 2±0.9 35.2±6.9 9 0.2±0.1 13.6±8.5 O.E 

32 semanas 1 2 0.5±0.1 54.3±4.5 2 0.19±0.2 14.7±4.1 CM ósea) 

Tabla 111. Análisis cuantitativo por edad de la linfopoyesis B en hígado neonatal y médula ósea de 
ratones transgénicos y controles de camada no transgénicos. En cada experimento independiente (cxp 
#). el número absoluto de células nucleadas se calculó en hemocitometro a panir de células en 
suspensión obtenida de homogenado total de hígado. o bien de células de 2 fémures/2. La proporción de 
linfocitos 8220- se determinó por citon1etría de flujo con respecto al total de células nucleadas 
definidas por FSC y SSC. El porcentaje de células IgM· se determinó con respecto al total de linfocitos 
8220-. Los valores representan el promedio ± desviación estándar de cada experimento independiente. 
X ± O.E. representa el promedio y desviación estándar de todos 1 os experimentos i ndependientes a 
determinada edad, los cuales se encuentran representados en las figuras 18 A-C y 19 B-0. 
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Tabla IV. Niveles de inmunoglobulina sérica en ratones transgénicos y controles de 
camada 

lsotipo Genotipo 2 semanas 4 semanas 12 semanas 
(1/titulo)/100 n (1/título)/100 n (1/título)/100 n 

lgM e 44±4 3 275±245 4 415±79 4 
Ta 66±8 2 136±88 3 88±40 8 

lgG1 e NO NO 249±156 4 889±116 4 
Ta NO NO 73±32 3 90±62 8 

lgG2a e 10±0.1 3 97±57 4 765±55 4 
Ta 5±2 2 31±13 3 23±10 8 

lgG2b 
e 1271±82 3 422±223 4 2629±355 4 
Ta 952+85 2 164+61 3 28±8 8 

lgG3 e NO NO 562±342 4 889±102 4 
Ta NO NO 321+238 3 90±62 8 

lgA 
e 4±0.4 3 44±20 4 553±66 4 
Ta 4±0.1 2 23±15 3 13±4 8 

Tabla IV. Determinación de Ig's séricas en ratones TgCDl54 y controles de camada a las 2, 4 
y 12 semanas de edad. Se muestra el promedio ± desviación estándar de las diluciones 
necesarias para obtener una D.0. = 0.05 X 1 OO. 11, número de ratones analizados. ND, no 
determinado. 

141 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



IX. Bibliografía. 

1.- Bumet. F.M. The clonal selection theory of aquired immunity. Vanderbilt Univer.sity Press: Nashville. 
Tennessee.' 1959 · · 

2.- p. Bretsch~r and M. ,CC>hn. A theory of self-nonself discrimination. Science 169 (950); 104~-1049, '1970, 

3.- K. J. Lafferty a,:¡d A.; j; Cu,:¡~in~ham. A new analysis of allogeneic interactions. 'Aust.J.Exp.Biol.Méd.Sci~ 53 
(1):27-42, 1.975.--:;:-;. __ -_.:<¡; -"·o-.-~-:-:.----~·;: ·s .. :·,- :.: •. _-,::.. 

:::·:;,~iilii~l'~~~~~~~t~il~i1i~~~lflt 
6~- R .. Schwartz·.·1<· lrÍlmi.moIO.G,ical ~ toleranc"e/; ~ Iil ::-~Fundammentiil_..:_: Immunólogy:4th ~~cditio'.n:~ De~--·:>',\Viltiam Paul. 

... · ... ·.~'.pp.,i.":c~~;~tr~t:!;:'.~~~:)i';{;i~',,;~~?~F;:'tFI:~'\,{f Bé:;~~~·~i;"¡;:;S;f";!:?i~(~;~{::·fr(;~i~;;~~~~;~f~~i~0~'.~i~~~}\,~~~\:q¡;~"\"i<'i••· · 
7 .- K. Rajewsky.' Clonal selection and leaming in the antibody system. Namre 38r·(6585):751;, 758;• 1996!· :: 

_ :; .. _ ,~~: - -::·~ .. :,.- !' -.,,,:~ ... ; ~;~:;Y:;\ ~r::(:·~~~(·::\ .. ~':-~~~~?~~.'.~:~:0 ~'.c;;~~:,.~~~f'..:.!(~·~f·}~;,~r~:--'..-':>; ~ ·1-.. ~~:. ~·\'-~~;'. ;~· ·~·.::~ :' ... -·:~,~-~·'.;:~~;::...~x:~:.;.-s,~~~.~~.i~f.f~-~+~~1;.:_;~~:.~,'.~:~\;:~~~:~··: ··. ;~: . 
s.- s. ·J. MoITi~on;·· o.:;·E.·>-~~ght~·;s.-:1.~.<cheshier.\an~ J.:;·L~ \~~is~m:in. Hc!m~t.~.P?i~~-¡c·.~s1~m:~·c~lls:'~'~h.S1tc!nges to 

expectatio~s. ~'.~tC:f.i,~g:;[~;!~~}~;~·:}~Mf ~',~,1 ~;f~~\ 1997. . · ·.· . •· ·~ ~2 ',;,·;J;'.:;lf¡';~~~f0~~!,-{~f[:fü\;i~J~ .. , ... 
9.- S. J. Monison &ind·: J. :»L::~~~~~~s~·man~ :_ThC ·_lo!1g-te~1 repopulatin~ ·. subse:~~(~f;.h~ri1.~_t?pOi_eti.c:~.:st~!n~ cells ·is 

detenniniStic an~. i~ola,~~~l~~-,'.?-~~-,~:~~~nOiype. ln1111111iiry. 1 (8):,661.-6_73. 1 ~?4::,::;.;~'.·:-:~:;t:~~:~\'.:·:¡B,f/¿:/j;;~~j\;f;.~:,.;:~~'/·;-

1 O.- A. Wiesmann. R; (;; ~hilli;;s;;:M;'Mojica, L. J. Pierce. A .. E, Se~;1:~;'!::i'.fi:<~~}¡~·;::;;;~~:(.;;.¡~·}:h:.~;c;:.;~chka. 
Expression of"CD27.,0n' mútinC he~&itopoietic stem &iiid progenitor'cell_~;/;,Jin'u/i_ity~:12~(2): 1 ~3-) ~.9~'2000 .. , 

>.:-: ,- ,~,~f J~~ :,;"::~:.:::. ~.~~;-.,~:::<-':--· ' ... _ :· -· : . . ·.: '_~ .. ·~:: ·~ :~::~ :fr~;~~.~::~t~t{;':::b.v~;~_'.E.~:f~~:c2~-,,:~~,1:~rf:.;/·'.;/, · .-. .. " ,~.:, 
11.- A.G Rolink,. And F.,,.Melchers.'B-lymphocyte development and biology;;_ln'Fundamméntal.,.lmmunólogy.4th 

edition. De. Willia~~-~;(J··SE~·~~cott-Raven. 1 999 '. ,,, ·•·· ;j'.~;';;~·,:)?1~t~is~:i~f~¡\,:¡~J;;s~:~;fif~·-;~. :··· ' ' 
12.- M. Kondo •. ~-:L. :~e:~ssman.~.and K .. Akashi .. Idcntification ,of. clonoge,n1c_,_c0:m.mon_.Jymp~oid progenitors in 

mouse bone: marr':'~' .. Cell,9_1 (5)i661-672, 1997. . . ·· :·.·c:,c.;:,:,~; ,: . . ·· .. -:e, -"<~·. • · ._,--

13.- B. L. Kee and -·'C.'·:Murr~: · ... Tra~sCriPtion -factOr regul3;li0n · of-. B ·_.-1fn~~ge .. commitment.· Cu~r.o;,in.:b~1111Ú~10/. i 3 
(2):180-185. 2001;·, :'. '. 

14.- E. W:'- s~~~L··:·~~··.·":;6:·~~·s;i~~-~-~ J~_ ~n-astasi._ &in~-~·H·~· SinSt/_··~equircment of transcription factor PU.l ·in the 
development ofmultiple hematopoietic lineages. Scie11ce 265 (5178): 1573-1577, 1994. 

15.- E. W. Scott. R. C. Fisher, M.C. Olson, E. \V. Kehrli, M.C. Simon, and H. Singh. PU.I functions in a cell­
autonomous manner to control the differenti&ition of multipotential lymphoid-myeloid progenitors. /111111u11iry 
6 (4):437-447, 1997. 

16.- J. H. \Vang, A. Nichogiannopoulou. L. Wu, L. Sun, A. H. Sharpe. M. Bigby, and K. Georgopoulos. Selective 
defects in the development of the fetal &ind adult lyrnphoid system in mice with an lkaros null mut&ition. 
lmnumity5 (6):537-549, 1996. 

1 7.- K. Georgopoulos, M. Bigby, J. H. Wang, A. Molnar, P. Wu, S. Winandy, and A. Sharpe. The lkaros gene is 
required for the development ofall lymphoid lineages. Cell 79 (1):143-156, 1994. 

142 TESIS CON I 
FALLA DE OF:JGE}{__ 



18.- G. Bain, E. C. Maandag, D. J. lzon, D. Amsen, A.M. Kruisbeek, B. C. Weintraub, l. Krop, M.S. Schlissel, 
A. J. Feeney, M. van Roon, and . E2A proteins are required for proper B cell development and initiation of 
immunoglobulin gene rearrangements. Cell 79 (5):885-892, 1 994. 

1 9.- G. Bain, E. C. Robanus Maandag, H. P. te Riele, A. J. Feeney, A. Sheehy, M. Schlissel, S. A. Shinton, R. R. 
Hardy, and C. Murre. Both El2 and E47.allow.commitment 10 the B cell lineage. lmmrmity 6 (2):145-154, 
1997. 

20.- H. Lin ·and R. Grosschedl. Failure ·of:B-cell differentiation in mice 1 acking the transcription factor EBF. 
Nature 376 (6537):263-267, 1995; · 

21.- P.' Urba:n.ek; Z~-Q.c.Wáng,:i; Fetka}i3.{~.-·Wagn~r; and M. Busslinger. Complete block of earl/~ cell 
differentiation and altered patteming .of the 'posterior, midbrain in mi ce lacking· Pax5/BSAP:· Celr.19. (5)i901 -
912

; - 19;9:~/:c:;,:' '};:; ~'~- ';¿0f' l\&i5(t~~1'.}'.j ·: > . . ··. .. . . · · .-• . J .•.•. · ·,· /:Y~;F''·:t'.'.·_~ .. . . 
22.- Z. Ko~~ik~~ ~~·2wa~g~ P~. ~o.rfle~ .-:A-dams;'3J:ld M. BusslingCr. The promoter ofthe C~l ?·~e~e.}~ .ª ,target for 

the B-cel 1-~peci fic t,.añsc;ription füC:tor. BS~ P. ~ol.CeU Biol. 12 (6):2662~2672, .. I• ~92. ;~i:·~;:::f{ >'. , · 
23

.- ~;,;~~~;a~~~~~t~f if f f ~f~~:~~~*t~ <~f:~¡ :-~~~;~1~9~?e·~:i~~;~i,f ~f~it~~iT,;x-5>. targe• 

24.- S.' L;·Nutt; R<Heavey;''A,;G; Rolink;'a~nd M. Busslinger. Commitment to the.B-lymphoid Hrieage·dcpcnds on 

,, -;:¡#?~f ii#~i·&;#?,¡;J~;:,,:::::::·J;t·~,:¡1\l~I~~-='-~ ... ·· .... · 
26.- M;·~. GhiaJ?ig_and ~· 9. Monro~ .. Rolc:= _for.transcription PaxSA:~act<?r._in maintaini~g ~omm_itme~~ to the B cell 

JineagC b:'y.- selectivC · inhibition ~ f: gra~_~Ioc~e:~r:nacroph~ge. "Col_~n~~- S _ti~ÜIÚti~g ~;iCior. Téceptor __ e xpression. 

J./mnzuno/;:166 (l_O):f?~~-~1··:~·6098;200L __ - , -~.~-·,' :,·L-_·· .'}•:· ~-:~'.<·'.~~;~~:~·--~·-·~ . {i~J~~:-f~h~~~-:~~-?t?~:·=··_- , 
27.- A. Henderson and K. Calame. Transcription:il regulation_du'ring'B:;cel .:.deyC:IOpmerlt~':An11rl~Rev./n111111110/ •. 

28.- ~ ~'~~~~.ºf~ ~::~e:.,arí. i<; H~Yª~~~~i-~:d !l),~;.'íÚi~~:·:~~i~~]f.~~r:~:fl~l2~!;~l~~r;;;JCa li~ease ~1age in 
mouse bone marrow.lmmwri,Y 5 (6~:527-53~i· 1_~?6; "/.• ·. ::>. • f;'i'-"'··" . · .,.,.:::· , '.:'~-· ,- · ·.· 

29.- A. RÓlink~9·~ E::-t~n ~ Bo~k~l, --~; · ~~l~h~;~/:~:~-~~'·; Felli~~-;i~1-:·~-~~~1p;~::·3n~~~¿-. ~-i·'.:~~r5sOn: .-A·-~ub·p~~,~;a~-i·.;~ of-8220+ 
cetJs in mu-rinC_bone má'rrow does nOt exPress CD19 3nd contains.natural killer_Cell progenitors. J.Exp.Me<I. 
183 (1):187C194; 1996.' . . . ': ;;. •· · 

30.- K. S~-~~~of(K~-:i~-P~yne .. V~:Yamashila~'-i'ind ~.:'.·w:_Ki~cad~.::FunctÍOnal assessment ofprecursors from murine 
bo1_1~ Í!l~n,-O~_suS,gests·a s~quence of~arly B l~ilerige differentiation events. lmmunity 12 (3):335-345, 2000. 

3 J.- R. R.:Hardy; C. E: Carmack, S. A. Shinton; J. D. Kemp. and K. Hayakawa. Rcsolution and characterization of 
pro:B ánd pre-pro-B cell stages in normal mouse bone marrow. J.Exp.A-led. 173 (5):1213-1225, 1991. 

;-~- .:--· . ' . ' ~ ' 
32.- A. Rolink; E. ten Boekel, F. Melchers, D. T. Fearon, l. Krop, and J. Andersson. A subpopulation of 8220+ 

cells .in murine bone marrow does not express CD t 9 and contains natural killer cell progenitors. J.E.-.:p.Med. 
183 (1):187-194, 1996. 

33.- A. E. Namen, S. Lupton, K. Hjerrild, J. Wignall, D. Y. Mochizuki, A. Schmierer, B. Mosley, C. J. March, D. 
Urdal, and S. Gillis. Stimulation of B-cell progenitors by cloned murine interleukin-7. Narure 333 
(6173):571-573, 1988. 

143 r TESIS CON 
FALLA DE ORlGEN 



34.- T. Nagasawa, S. Hirota, K. Tachibana, N. Takakura, S .. Nishikawa, Y. Kitamura, N. Yoshida, H. Kikutani, 
and T .. Kishimoto. Defects ofB-cell lymphopoiesis and bone-marrow myelopoiesis in mice Jacking the CXC 
chemokine PBSF/SDF-1. Nature 382 (6592):635-638, 1996. 

35.- D. Toksoz, K. M. Zsebo, K. A. Smith, S. Hu, D. Brankow, S. V. Suggs, F. H. Martin, and D. A. Williams. 
Support o f human h ematopoiesis in 1 ong-tenn bone marrow cultures by murine s tron1al cells s electively 
expressing the membrane-bound and secreted fonns of the human homolog of the steel gene product, stem 
cell factor. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 89 (16):7350-7354, 1992. 

36.- U. Freeden-Jeffry, P. Vieira, L. A. Lucían, T. McNeil, S. E. Burdach, and R. Murray. Lymphopenia in 
interleukin (IL)-7 gene-deleted mice identifies IL-7 as a nonredundant cytokine. J.Exp.Med. 181 (4):1519~ 
1526, 1995. . . . .. 

37.- J. J. Peschon, P. J. Morrissey, K. H. Grabstein, F. J. Ramsdell; E. Maráskovsky, ~'. ~- Gli~i~ic/2~~fff~~~; s. 
F. Ziegler. D .. E. Williams, C~·B. Ware, and. Early lymphocytc expansion is Severe.Jy impairedJn_interleukin 

38.- ~ .r:::r_-:::~~n; '.m~~e~~=~=:~· ~ ~: ~
5

~,~::1~~ ~::~:::~~ .T;·¡¿d¡~~~~~?~{;~f ~t~~~~~~~~'it.~~ ~. 
Springer.. Jmpaired :.: B-lymphopoiesis, myelopoiesis, and derailed·~~~·cCi-ebClliir}.OC'Uróri ~:-:m¡g·ratiOO·::¡n _-. C~ 

:~:t~~~~~~~~~~~~~~~~~~~j~¡i\Íl~:~;: 
mi ce have no mature B ~nd rl~~~~cre~. Cel/ 68 (5):869-877, 19.9~:. .~/'~~·;:·{ ~;~yi,U'C: ... · ... 

42.- v. Shinkai, G. Rathbun, Ki P.:Ciím; E: M .. Oltz. v. Stewart, M. Mendelsóhii;:1::·c M:'oau:i;• F .. young, 
A. M. Stall, and . RAG~2~deficient.miée:lack mature lymphocytes 0Wingi10'.foabilit)';:io.'initiate::V(D)J 

.,_ ~7;~·;;:;~~;v~~~~~~ri~·:·'·· ~:y d •• .,:~2h~~~~l~~~1~~~%~;., 
44.- A. M. Cheng, B. Rowley, W. Pao; ·A:: Hayday; J .. B. Bol en •. and .T.-: Pawson~·Syk\tyrosine. k.inase required for 

mouse viability and ~-C:tll~~~C:~~°,p;7~~t:'.·JV~~~:e ~!8.(~5%>?.'.2g~.~~?J;(~~fg:t,r·~;?~tú!;;~;;;;:::::·y .. ·.· .•. ·.. . 
45.- M. Turner, P. J. Mee, .. P •. s. CÓstelló, o.:~Williáms; A:·;··A:iPriée;'c':p;•:oudéty;'M:'.T:·Fúrlong, R. L. Geahlen, 

and V .. L._Tybulewicz .. · Perin3ta1 JethalilY Ünd,btockeét B-cCll 'deVeJO¡)iriCii't in~ffiiCe lacking the tyrosine kinase 
Syk. Namre 378 (6554):298-302; ¡995; :' · .: · >,'-'•·•:,:;::· ···. ·· ·· · 

46.- D.· Kitamura, A. Kudo, S. Schaa1;·\v.· Muller, F. Melchers, .ánd' K'. Rajewsky. A critica! role of lambda 5 
protein in B cell development. Celf 69 (5):823-831. 1992. · ·· · · · ·· · 

47 .. - Y. S .. Li, K .. Hayakawa, and R .. R .. Hardy. The regulated expression of B lineage associated genes during B 
cell differentiation in bone marrow and fetal liver. J.Exp.Med. 178 (3):951-960, 1993. 

48.- A .. G .. Rolink, C .. Schaniel. J. Andersson, and F. Melchers. Selection events operating at various stages in B 
cell development. Curr.Opi11.Immunol. 13 (2):202-207, 2001. 

49 .. - D. Kitamura, J. Roes, R. Kuhn, and K. Rajewsky. A B cell-deficient mouse by targeted disruption of the 
membrane exon ofthe immunoglobulin mu chain gene. Nature 350 (6317):423-426, 1991. 

144 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



50.- S. PiJJai. The chosen few? Positive selection and the generation of naíve B lymphocytes. bnm11nity, l O 
(S):493-S02. I 999. 

SI- ·A. G. Rolink. T. Winkler. F. Melchers. and .1. Ander~son. Precursor. B cell rcceptor-dependent B cell 
proliferation··an-d OífferCntiation does not requir_C the boñC_ mari-C)w_ or fetal Ji Ver environment. J.E....:p./vled. 191 
(1):23~32; 2000. .. ·:;_:-·(; 

S2 . ..: P. 1.:.Fi.nk¡;¡;~;I\.1. 1: Bevan. Positive selection ofth'~~cYt.;,,;;·:.4<fv:Jii1;_;1l11ol.·S9:99-l 33. 199S. 

53.- c:_T~~~~ .. ~~~¡;~~ri-:~Lemonrlier. B. Peramau. ·A~'~;:r~;~~{í·~>~~~~'·B~-- R¡:;ch~:: Differen~ia1 requi~~-ments for ·survival 
. . .: and proliferation of CDS naive or memoryT.·cells:Science 276 (S321):20S7-2062;. l 997.···· . . ·.·:.::.··.•: ··. . · 

·:·.:_: ..... ~;_~f:~<<~f/}-T;;;;~::;:.:-'_·:·.~:·,: -. : .- . ·. . : :· · ;. \:_ ··.:,:·,~~~;:,~\;r1):,r.:-:tf/~;;~_.:..1f~~:-:~ .. ~'.I;~;:'. ,:'_ .·_: ~-.'::::'::?:-;.::_:::/-~<·'.:;:;'._ :-._~ ·,.·,,:_~_:: -·,_-->-'.::- :----.,x ~~ ... ;.··.;:;; :·~.:::.-· ·· 
54.-.o:·L~ffen;'--A:':Ehlich. W. Mull~r, and:.~· Raje_"Y:5kY.~ !?l:i-~?g~t~ light 'chain e~p~e~si~n ~s:_required to esta!:>lish · 

ímmunoglobulín h eavy e haín a Jlelíc 'e xClusioil d uring- e arly B e ell d evelopment. J 1nm11nilY 4 :, (2): 133-1447 

1996;' "-··-,··_ ·-·.... . . .. , • , •. "; .:;~f ~;t1;·i};-~L"~ : ... -·.. . , e. . •. •. ·.·.... • . . 

55.- c .. · Mun.dt •. s.- L~c:ence. T. S~ímí_zu.' ~ .. ~Melc_J:lC:rs~'.-ªnd_ l.· L. Martensson. Loss of precuTsor B cClt expansion but 
nót,aHelic exclusion inypreBl.0fpre,~?;;~.';'~~l.~~~efic::ient mice. J.Exp.Med. 193 (4):43S-445.2001. 

S6.- F. E. Croriin. M. Jiang. A: Í<. Abba~;:•:,i,;~¡;c~(::Á·/arupp. Role ofmu heavy chairÍ in·B c:.;,u·dev~lopment. l. 
Blocked B ce)J maturation. but _compléte 'allelic-'Cxclusion in the nbsence o-f lg alpha/beta. J.ltn11u1110/. 161 
(1):2S2-2S9. 199S. ..,·.-

57.- H. Cedar and Y. Bergman~ ·Oev~J-~p..;,eOtá.J rcgulatíon of _íminune ·sy~t~m-- ge~e !"ea~·ng~ment. 
Curr.Opi11.lmmu11ol. 11 (1):64-69, 1999. · · · · · · · · · 

ss.- N. Motoyama. F. Wang. K. A. Roth. H. Sawa, K. Nakayama. K. Nakayama.L Negishi/s'.s~nk·; Q; Zhang. 
S. Fujíi. and .. Massive cell death of immature-hematopoietic ce_lls_. and: neurons~-iñ .Bét-x:. ·deficient m ice. 
Science 267 (5203):1506-ISIO. 199S. . ,_. . ' ;,::;,·,,._ .:,>.·· 

: ··'. -'_, ., ' ~, . -. ·.. '.·.'·.,:·:e;_ .. _ .• ,_(/:~ .:_.:.,:;:~ '.-::;-~~t-·:-'/.r\;~~,·-~:~;~~~.;, . .' ;]:_:·-~ -'::-:. ;>;'.:" ·.' .. 

S9.- W. Fang. D. L. Mueller. C.A. Pennell. 1. 1: Rivard;Y. S .. Li. R. R; Hardy<fVl·ó.só:S_chHssel;'aridT.'W.· 
Behrens. Frequent aberrant ímmunoglobulin gene~ rearrangements. iñ ', pÍ'Ó-B(c'CllS\1-eveali:d :3b)r.-.á '-.bCI-xL 

transgene. J111n1u11ity. 4 (3):291-299. 1996. ..' .· .. , '. : __ ·_ ·. ·, . : . -~---.~.i-·:-\.:_: . .-·· :.-.~-·~'.:·}~~ ~;.{~~{~,.-~/:;}~~:~~~~~~~~~J};.?~~*~~~J~~~'.[)l~~P.:,;~~--~ · 
60.- E. ten Boekel. F. Melchers. and A. Rolínk .. The status of Ig.locí rearrángenlentS.íit 'siñi;te:Cells'.fro'm ·a¡fferent.-

" -;;~o~~:~~;:;;;:;~:;~~;;~;:~;;;:~\i:tf ~li~~l~~r.::~ ""' 
62.- J .. R. Gorman ·and ~· --~-·-.A_l_t.· ~egulation'c·_~f immunoglotJ:ulín light C~a~rí,:1S'otfPC"~CX'¡,res_Siorl~-;,dv.lmmu110/. 

69:113-ISl.199S._ . . . . . o ,·<:'':~],;::;-· '> . 
63.- A. G. Ro~·ií'tk~'-,~~7.AO'd~Í-s~on. and F~-.Melé:hers. Ch~racterizatíon ·~Íim~at·~·~¡;·~9:·¿~·it~·.·by á novel monoclonal 

antibody, by turnover and by mitogeri reactivity. E11r.J.fmm11nol. 2S (1 1 ):3738-374S; l 99S. 
' : ·:"!', >·':::-.:·.:·-.-,' . . .' -· 

64.- N. R.·_Klinman'._ ThC "cloilal selection hypothesis" and current concepts of B cell tolerance. /111m1111ity. 5 
(3):1S9-19S. 1996. 

6S.- D-. M-/~Uman, S. E. Ferguson. and_M. P. Cancro. Peripheral B cell matur.ition. l. lmmature peripheral B cells 
in_ adults are heat-stable antigenh• and exhibit uníque sígnaling characteristics. J./111m11nol. 149 (8):2533-
2540, 1992. 

14S TESIS CON 
FALLA DE úRIGEN 



66.- D. M. Allman, S. E. Ferguson, V. M. Lentz, and M. P. Cancro. Peripheral B cell maturation. 11. Heat-stable 
antigen(hi) splcnic B cells are an immature developmental intennediate in the production of long-lived 
marrow-derived B ce lis. J.Immrmo/. 151 (9):4431-4444, 1993. 

67.- F. Loder, B. Mutschler, R. J. Ray. C. J. Paige; P. Sideras, R. Torres. M. C. Lamers. and R. Carsetti. B cell 
development in the spleen takes place in_~iscrete steps and is detennined by the quality of B cetl receptor­
derived signals.J.Exp.Med. 190 (1):75-89, 1999.· 

68.- E. P. Bowman, J. J. Campbell, D. Sol~r.i~{ ()~ng. N. Manlongat. D. Picarella, 
Butcher. Developmental switches -_in --chein'okit:Je_ response profiles during B 
maturation. J .. fap.Med. 191 (8): 1303-1318, 2000;. · · 

R. R. Hardy. and E. C. 
cell differentiation and 

69.- F. Martín and J. F. Kearne~~---;, B-1,-:_._'~~~,_l_~~-;~~:-º:·~--~~j-~~-~ies··.and_ dif"ferences \Vith other B ··cell _súbSC.ts. 
C11rr.Opin.Imm1mo/. 13 (2):195-201, 20<!12'' .. ·,e•.:.:.:~· •. :::'::,'..•.•· .. 

70.- T. Kurosaki. Genetic analysis of B celi·:~~-,¡~~~-:·:~~'6e~t~-~:~:ig~iilin~~··;innu~Rev.bn~1111110/. J 7:555:-592~·- ! 999:-. 
~-~., •. , ·;:·'·"; '. ::,::.:·. -,-,ú f -~ '- . ·~·~<· .. 

71.- Campbell, K.S. Signa! trnnsduction ITonúh~ B 'ce U a~tlgen receptor.• Cu;./op'Jmm;m'dt,: 11:256~2(;4;·1. 999 . . 

72

.- ~,~.~;,~~7n·~·.~·. ·~~~rh~ait~. ~n\:'.].·:~~:,:~1~~~~~~~~tRi~iii~f ~~~~rl~~!:l i:f:~;ji~]~'.ir~~:;s:h·~pe. 
73.-. A.L .. , DeFranco. B-Lymphocyte. activation-.·'.· In i.Fundanirrierítal ·~ IrriínUri0Iog)-:4th'.· edition·. ':De:·_ ·williáfn _ Paul. 

74·-.:.;:~::::~:::e::.~:::ada: BLN~.Ú:~fü~{Iff~;~t~~~:?~~~J~~~}i~:;t~t1;,~i~~i:?~W~f;;.K;:.~i;~;:~~. 2~ºº· 
75.- · M. E: ·Kell~;··~nd A·.'-· c. Chan: RCi;ulatión_:~.Ofi.B '.i::ellf. fUnCtion~: by¿tinkCr*:pioteins.'\C111-r.Op~11./11111111nol. 12 

(3 ):~67-275. 2ººº· . . . ·. , > ;· ,~.:;·:5·;vfi:•X';··;,~{~:':~~;~a~:;JJ.;~0~~E~fü~~~(;;¡~:i·~.~::~. ····• .. 
76.- T. Kurosaki. Functional dissection óf'. BCR signaling· pathwáY,..-..C11rr •. Op;n:tmm11110/ • . 1 i (3):276-281, 2000. 

. ·' ·,- .· . . .. . . -.- . ~~' :. :.: .. ,: ~ /:~~:ií:·f~,3,:~-~~]~jt~;:::;;i~;~,:;f{~(~~~~t::~~~~~,.;;.;}~/:;~~~J:::i¡:;_y~'~l};~'if/~.~,'\\.>-~·:;:·~:.: 
77 ·"T.• F. T edder, M. lnaoki;,a nd S.· Sato:',T hé C D.19c.CD2,l'c·o-mp.lex regüliites·:signal transdúction thresholds 

governini; humoral Íf!lmunity and autói~rilÜÍ1ity)J1it~tliln,itY ~6~(2): 10~7.~.~-l ~;::~19.9_7_. :;·:-

78 .. ~ T .. T·~.b~ta: co-rnceptors. i~ª .. ry~~~0~;~~~·'.~I~~ll7~Ia~~~~!·[(r~~it~!~~~~~.i5.; 199
9.· 

79.- M. Fujimoto;.v. Fujimoto, J. C. ¡>oe; P:.J:Jansen,»C;:'A(Lowell;:A:~L:';DeFranco."and T. F. Tedder. CDl9 
regulates Src_·Ca~ily Protein tyrosine kiriase a'ct~ya~i-~~ in'~-: 1ym·p~~cY.,e~· .. ·1hroúgh-processive amplitication. 
Immrmity 13 (1):47-57; 2000. · · '·<._ : .. · · · · 

80.- J. G. Cyster and c.·-c~ GoodnoW~-Tun.ing anti!;en receptor signaling by cD!ii: inteSrating cues frorn antigens 
and the microenvironment.ImnuÍnity. 6 (5):509-517. 1997. · · 

81.- ~·- Kelsoe. In situ'st-~dies.ofthe genninal center reaction. Aclv.lm1n11nol. 60:267-288. 1995. 

82.- G Kelsoe. Uf'.e and death in germinal centers (Redux). Immrmity 4: 107-1 1 1. 1996. 

83.- K. Reií. E. H. Ekland, L. Ohl, H. Nakano. M. Lipp, R. Forster, and J. G. Cyster. Balanced responsiveness to 
chemoattractants from adjacent zones determines B-cell position. Nature 416 (6876):94-99. 2002. 

84.- P. Garside, E. lngulli, R. R. Merica, J. G. Johnson, R. J. Noelle, and M. K. Jenkins. Visualization ofspecific 
B and T lymphocyte interactions in the lymph node. Science 281 (5373):96-99, 1998. 

146 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGJEN 



85. H. Martinez-Valdez, C. Guret, O. de BouteiJler, l. Fugier, J. Banchereau,, and Y. J. Liu. Human germinal 
center B cells express the apoptosis-inducing genes Fas, c-myc .. PS3, and Bax but not the survival gene bcJ-2. 
J.Exp.Med. 183 (3):971-977, 1996. 

86.- Y. J. Liu, O. de Bouteiller, and l. Fugier-Vivier.· Mechanisms of selection and difTerentiation in germinal 
centers. C11rr.Opin./mmunol. 9 (2):25_6~262; 19,9_7. 

87.- T. D. Randall, A. \V. Heath, L. SantosC.Argum;,:do, M.C. Howard. l. L. Weissman, and F. E. Lund. Arrest of 
B lymphocyte terminal differentiatio~ b)r_CD40 .sigrlaling: mechanism for lack ofantibody-secreting cells in 
gerrninal centers. /mnmnity 8 (6):733_~~42;_:19_9_8. · · · 

88.- F. G. Kroese. E. C. Butcher. A.M. St::ÍJJ/r.·Á,- Lálor. s;-Adams.· and L; A: Herzenberg. Many o'f th"C'JgA 
producing plasma cells in .murine .. gut ar~· derived. f~om ·~elf-r~ple~isJ:li~g prec~rsors-_i!1_-thCºpe~t~nC~1·~a.V~tji.·· 

,._ ;~~;;;.• :::::::,:l~;;;~::w ''"' •• ~",""';º':~~t¡f ~~~izyi~~~i~J!l~(¡\~i;,_ 
90.- A. J. Macpherson,; Di• Gauo.: E;:'_Sainsbury, · G. _ R_ .. Harrinian;·: H;'i; Hengartner;':and _~Ro\M»' ZiríkerriageL ·A 

primitive T-éeJI-indCi:>Cñdent rrlechanism ofintestinal TrniCosal JgA':iesp.onSeS-·tC>.CO-mrilCnSal b3Cteria~-=-science 

9J.-;~:::~:~:~:"~¡7¡_3::r~::;. ~ev~ioprríent and;3~~f;-~~:. . - •. :~r~~~2J~~~~~4~~r~~~;~T~{;~3. 
200~, _. 'e": ,._ :' .. . . ;,,,'·-:t;;';J;~~~ iJ"~~·~~~-w~:?!'.l!~~- · . ;;:';!?g;:-;::1:, 

92.-. a·.··'D.--yancópOUJos, s .. V., Desiderio,-M .. : ~as~ind,:·J~~.f..?.~e~rne 3~ .. B:al_tirTI~rC::~·añ ,.W/,'.A.It~'[p'Tef~r·~ntial 
utilization-ofthe most JH--proximal VH géne'segments _in '¡:)re~B-.é-.;lflinés:Naíilre·311"(5988):727-733, I 984.· 

· · ~. '-·_ ; " · · .·_»: · ·_ ; :::~)?~t::~:_.\:1:i~:~ti~:1:~~á~:<.:~tt~;,~-~';.~~-(rl'~:l~~~~.:~\,ll~:J~\2~~;?~¿;~.;5t~~f,:~;q:~:~~:~~.-'.,;;.-:-<.:~~,~:::'..:>:'.- .. "'· ·· 
93.- F. W. Alt, T. K. Blackwell. and G; D: Yancopoulos:•Development of the primary anubody.repertoire. Science 

94 __ :_
3

:;(::::~=~~~
8

~:~:::~ul¿¡~j;·::~.~~~~~:: ., . h' '·"' N',;, .. \~;~}~;~;~~~fi;it:'~¡JH-proximal 
VH genes occurs in the newly generatéd 'repér'toiie'Ófnéonatal 'and'adúlt miée:>J.&p:Méd.-: .171 (3):843-859, 
199º· . . .. · ... · ~ :,··):~~\0~:){;;:~~;~;J;~;t\~~J~¡T&1llt~~¿~~l{~1r~·,,;,~E~'cJ:f -( · .. .. . . . 

95.- A. J. Marshall, G. E. Wu. and·a;-.J~ Paigei::Frequency'iofYH8Jxjúsage·'durin·g B 'cell development: initial 
decline in uSage is independenf·of_lg-.heavy.:'Chain·~ce11,s~nace.:.·expressi~·n.·.J.1m11111110/. 156 (6):2077-2084 .. 
1996. · · · ·•· . <• ''{,';:' '"~;-·~~~·,r':::r--~.: ~'.''.•1f"§'1"-~~;·á~-.rf';:••';:c·,, .··_ .·· 

·,.:· - ·-· -

96.- ten Boekel E, Melchers. F. Rolink AG.· Ch~nges 'iri th;,,'.~.Jci'.i)'·'gi:ne. repertoire of developing precursor B 
lymphocytes in mouse bone marr0w mediatéd by the pre-B cell receptor. lmmimity 7:357-368, 1997. 

97.- c.· ~~· ~C~edi~·l and-~. F. ~eamey. ·~ncreased junction~I-. d¡·~~~~·;y in f.e~·~l B ceJls results in a loss of protective 
anti-phosphorylcholine antibodies in adult mice. lmm1mity 1 O (5):607-617, 1999. 

98.- F. Man.in and J. F. Keamey. Positive selection from newly formed to marginal zone B cells depends on the 
rate of clona! production, CD 19, and btk. lmmimity 12 ( 1 ):39-49. 2000. 

99.- C. A. Pennell, T. J. Mercolino, T. A. Grdina. L. W. Amold. G. Haughton, and S. H. Clarke. Biased 
immunoglobulin variable region gene expression by Ly-1 B cells dueto clonal selection. E11r.J./n111111110/. 19 
(7):1289-1295, 1989. 

1 OO.- R. R. Hardy and K. Hayakawa. CD5 B cells. a fetal B cell Iineage. Adv./mmunol. 55:297-339. 1994. 

101.- K. Hayakawa, M. Asano, S. A. Shinton. M. Gui, D. Allman, C. L. Stcwart, J. Silver. and R. R. Hardy. 
Positive selection ofnatural autoreactive B cells. Science 285(5424):113-1 16. 1999. 

147 rr.s.rs 
F.A.LL.'. 

c_.;J 
. ~"'N . - .. ~1!: 



102.- C. Pan, N .. Baumgarth, and J. R. Pames. C072-deficient mi ce revea! nonredundant roles of C072 in B cell 
development and activation. Jmmunity 11 (4):495-506, 1999. 

103.-T. Adachi, C. Wakabayashi, T. Nakayama, H. Yakura, and T. Tsubata. C072 negatively regulates signaling 
through the antigen receptor of'B cells. J.Jmnmnol. 164 (3):1223-1229, 2000. "~ '"' 

104.- A. Cariappa, M. Tang, C. Pamg, E. Nebelitskiy, M. Carroll, K. Georgopoulos, and S. Pillai!~.Th~· rciii\cular 
versus margina) zone B lymphocyte ceJI fate decision is regulated by Aiolos, Btk. á.nd,CD2l~'.:¡,,;,,¡unily·l4 

105.-(;.::~
3

~:~· =~:~hn, and K. Rajewsky. In vivo ablation of surfüce immunoglobu·li~1J~:ifJjfi;~¿c~llsJ by 
inducible gene targeting results in rapid cell death . . Ce// 90 (6): 1073.-:1083;' 1997;.'.<;>¡¡ · •;:~~~;{:'~":::'' ;;?::': - ' 

106.- R. M. Zinkemagel, S. Ehl, P. Aich;,1;,; s: Oeh¿n~ T: Kundl~. • a~d· ~~ ;:¡~~·'" ! ... ;,";.'-.' .• > ... ",·«.:-.·.:, .• '·."t:.'•'·;:: .. ~.·_:.~ ... ~_;,_·.:_:,::~.:.~.~.~.:.;¡~~all~~tion 
regulates immune responses in a.- /111milno/.Rf!V:) 56: 1_9~~~-09~\1 ~~7 < ;'.;~:·; :~~''..~;~:: ._,:: __ "-: ·;' .. ,,- __ .,;-. 

::: ·:.·:; ::::"::.:::,:::~:~:tlá~i~~¡~11~~~\¡~~i~~;;;;1~:~;;;~:~: 
peripheral lymphoid tissucs of' setf-reactive B · I)'mPhOCYté:S·-recOgnizini;;:'-rOéínhr.iOé-bOUOd antigens:- Na111rc 

'35~.(~346):765-769, 1991. . ·· .. , ' 'é,•',J:;,:·~1:~J]'j.;iz~~1!·~·i~.:/]~j;<~~;·':i~1e:'':ii,'.?': '.} > ' .. ··· ' 
109.- C. Chen, Z. Nagy, M. Z. Radie, R. R. Hardy; o.• Huszar;"S.•'A-'.Camper/an~ M;·\Veigert:The site and stage 

ofa.~ti-ONAB-cell deletion. Nature 373 (651,?:~\7.~~~¡~~\~~~~t~ft~~{i~'t~~fi~f~;-\r;J~~>. i' ,.··· .. ·. · .. · 
110.- J.·;Q. Cyster and C. C. Goodnow. Antigeil-i~~uce~ .. eXcJU~~o.n~froí:Ji~Jblticles"and anergy are separate and 

complementary processes that influence peripheral B é:ell,fate:"11í1niiílíi1,Y;3·(6):691-701, 1995. · 

111.- C. C. Goodnow. Balancing immunity and t~l:j~~~~f~~l~i~i:~~~~d; ~¿nÍ~~~·.~~hC>~yte .· repertoires. 

Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A 93 (6):2264-2271, 19-96, <:: ,?~. ;~'.S.~~~3~7;:;;~~%~:(;(:t'.,'·' ::'\; . , , .·· <·.~ .·. . .. •,·. 
112.- J: C. Rathmell, M. P. Cooke, W. Y. Ho,·J. Grein;S. E«To\VJ1send,"M:;M.'Oavis, and C. C; Goodnow. C095 

(Fas)-dependent elimination of self-reactive. B cdls ~-:.üpOri'/ifíte.r.iCiion·:r~iih~;,CD4+·. -~T·~:Cells~~:,:Narúre-~316 
(6536): 181-184, 199s. · ·. • . · · .,•; ... ·'.:>:':··~;¡:,::,c~::,;.::;,"'é:,.é ;5;• ~•"""'·c,~,::;.~':f:'.i•< ;• '.\~J· • ·::.:: •· .·:•. · 

113:- J. C. Rnthmell, S. E. Townsend, J. C. Xu, R. A. Flavéll;~~d c/2; g~~dn:;;J'-'ii~p~~~j'¿,'!;o~f~li;;.i~~;i~n ofB 
cells in vivo: dual roles for. Ce/187 (2):319-329, 1996. ,., · .'. " · · · · 

114.- B. Pulendran. G. Kannourakis. S. Nouri. K. G. Smith. and ·G.-i N~~·s;ai.'·S~lub.Íe antigen can cause enhanced 
apoptosis of germinal-centre B cells. Nature 375 (6529):331-334, 'J 995. 

115.-. K. M. Shokat and C. C. Goodnow. Antigen-induced B-cell death and elimination during germinal-centre 
immune responses. Na111re 375 (6529):334-338, 1995. 

116.- M. van Eijk, T. Defrance. A. Hennino., and C. de Groot. Death-receptor contribution to the germinal-center 
reaction. Trends lmmunol. 22 ( 12):677-682, 2001. 

1 17 .- C. C. Goodnow, J. Crosbie, S. Adelstein. T. B. Lavoie, S. J. Smith-Gill, R. A. Brink, H. Pritchard-Briscoe, J. 
S. Wotherspoon., R. H. Loblay., K. Raphael., and . Altered immunoglobu1in expression and functional 
silencing ofself- reactive B lymphocytes in transgenic mice. Nature 334 (6184):676-682, 1988. 

t 18.- C. C. Goodnow. J. Crosbie., H. Jorgensen. R. A. Brink., and A. Basten. lnduction ofself-tolerance in mature 
peripheral B lymphocytes. Nature 342 (6248):385-391, 1989. 

148 TESIS CON I 
FALLA LE ORIGEN 



1 19.- J. Erikson, M. Z. Radie, S. A. Camper, R. R. Hardy, C. Carmack, and M. Weigen. Expression ar anti-DNA 
immunoglobulin transgenes in non-autoimmune mice. Nature 349 (6307):331-334, 1991. 

120.- M. P. Cooke, A. W. Heath, K. M. Shokat, Y. Zeng, F. D.· Finkelman, P. s: Linsley, M. Hownrd, and C. C. 
Goodnow. lmmunog1obu1ín signa] transduction· guides.the :SPecificity. Of..B. ce11-T cell intcractions and is 
blocked in tolerant self-reactive B ce lis. J.Exp.Med. 179 (2):425438; 1994. _ .·. 

- - - - ., - ' ' ,_ ,,. .. -. -- . 

121.- D. A. Fulcher and A. Basten. Reduced Jife_span ofiine~gic:~seJr..:~CflCtiVé:,B,Céns in a double- transgenic 
model. J.Exp.Med. 1 79 ( 1):125~ 134,. 1994. .. . · . ;, .• :é:;.j ~·.~:•·:',:j~~r .. ~·:iz?J! . 

122.- S .. c .. Morris. M.·.·Moi-oldo, .E.-~-· .GianniOi,_: .. T~-<·-~ie~h~?t~;.~--~.ri~·~·'i;:ú)~~-~~~iOk'~1...;,an. In vivo survival of 
autoreactive B cells: charaé:terization of"long- liv.ed B éells.':J Iñíi1iiúíó1.'164i·:3035-3046, 2000. 

·:_-, • •.. 0 •. : -~-_, •• ., .. ~.- ---: -. :·:_.- :-·:: -r:· ~._:·:.'O· ·>··· º".;:.::~'·-~:.~:'~~;,~-:~·_,:;;.':: ::~:;>~~~~-::.-~~.;,,:\i;~~.~~·-~~t~·~?i~i.b;~¿;:~-S:~,~~·-~'f~::;\~~ .. ': ;,:._ ., 
123.- S._:~_.·._-~a~1n -·~':Id·_<:;.·_~ C.:.~.G~<?,_dn.c:>"'.'·:\ Burst-enhancingt2 ~o~e ,. ., ::J_lgG :_ membrai:ie :- taiI : as -a molecular 

det~nnin"n.t ofo1emory.Ná1Jmmúno~: 3 c2>:1~;~1 88:~,~~:;(,. . ~c,~j{3J6: ~''., '. . . . . 
124.- C. C.-Goodnow.' R. Brink~ and E. Adams. Breakdown'·'of.SClf-tolerancC .. in._rinergic :B 1,YmphocytCs .. Naiure 

125.-~~~~:~:.:=
2

~::~n
1

,
9

:.
1 

~rink, K. Doherty, M. R~ ~r~s~~~~~~¡~'.'.~~f~rt:~.;it~;:51;~:s:~~eactive B cells 
present self antigen and respond nonnally _to C040-flependCnt:_,T;C·e_~I ~Sig~ats~bu_t a~e--~~feCtive_ in antigcn­
receptor- mediated fünctions. Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A .91 i (10):4392~4396;'[1994::;,:;._~.:·.,: .• '>'. .. · · · · 

· '\ .__ ,:~- ; .. ,'.'::;: i: .:.~. :?~'Ti·>;:}f~-~-~:<~~~¡};f' ~~~~:~:?5/4.St:·,;:~-~·.'.~'-.'.;·~:· ·>:: 
126.- S. L. Tiegs9 D. M. Russel19 and D. Nemt1:2ee>~~e~~pt~~-- edltt!lg'.·.in~ s.elf:~~;i.~uy~_1.bone marrow B Cclls. 

J.Exp.Med. 177 (4):1009-10209 1993.» . ~:.-_~~- :~;~"_ ~.~;:'.,~:-·_'~:·:~~\'' »::~{;~:-~~:;~.<? .. -.,~,,_, ~<"'::': ~-:· . :: __ ,:':' 
127.- M. z. Radic9 J. Erikson9 s. Litwin9 and M. \Ve¡gt;;rt;:·a_)~~h~c~e~---~·a·y-~5~~;¡p

1

e_·t~_~Criir{~C ~Y::re~isin!; their 
<1ntigenreceptors.J.Exp.Med. 177(4):1.165-117~;1993;:;~: · · · ·· .,. · · é···· · 

128.- D. Gay9 T. Saunders9 S. Ca"1Per9 and .. M> vieig·¿i-t.'.;.R.:~C1

cpi~-r edi~i~~: an a~~·ro~~h;·b~:·ri~ió~~~·d~i~~~;~ .c~lls Ío 
esc<1pe tolerance. J.Exp.Med. 177 (4!¡!>,9.~~I º?~; 1993. ~:;'.\ :e/: .. , 

129.- D. Melamed, R. J. Benschop, J;·.c.·cámbier/and o. Ncm<1zee. Devclopment<1l regul<1tion.ó(B lyrnphocy'te 
immun~ tolerance c~~~a~~-~t:al~~;\·s~-~'~.~31 selection from receptor selection. Ce~/_ 92 (~~~·l.,?3.~l-~-.~9~,:1~~~: .·. · __ ; 

130.- P. C. Sandel and J~:G::.'Mó'i_~~~~·{;~,~~;l:~~~ selection ofimmature B cells by rece~t~~-.~~{~;~~1~-~-;~~~.-~-:io~-:~s 
determined by si te of"'1ntigei1 ericouriter: Immunity 1 O (3):289-299, 1999. , , ,¡,:-,:~..;'.:'.'~'-«!}.'i. ::•;i;·•:· 

. ~- .. ~;· --··>.~;:;.;/~~.!~~~-.- ·:i.:}> , . - ~>~: :r~-~~:;~~- ;- -~,. :-: .· 
131.- M. W. Retter aTad.o:~·NCffiáZ·ee·~·~Re~CpiÓr editing occurs f"requently during normal B :ceu·:.déVCJoprlieni. 

J.Exp.Med. 188 (7)il231"1238;'1998.: . . 

132.- R. Cáscllas;'T;·'.';J,:::i~;i~);S~/;t~leinewictfeld, J. Rakonjac, D. Nemazec, K. Rajewsky, <1nd, M. C. 
Nussenzweig. c·antrib<Úion o f reéeptor e diting to the a ntibody r cpertoire. S cience 2 91 ( 5508): 1541-1544, 
2001;· . . . ··..:· .. .. . 

'<· , :-.::' .. :·: ' - ·_' ' 
133.- S. H<1n.' B.:Zh;,ng; ·o.«o.·sch'1tz, E. Spanopoulou, and G. Kelsoe. Neoteny in lymphocytes: R<1gl and Rag2 

cxpression.in germinal center B cells. Science 274 (5295):2094-2097, 1996. 

134.- M; Hikid<1, M. Mari, T. Tak<1i, K. Tomochik'1, K. Hamatani, and H. Ohmori. Reexpression of RAG-1 <1nd 
RAG-2 genes in activated rnature rnouse B cells. Science 274 (5295):2092-2094, 1996. 

135.- S. Han. S. R. Dillon, B. Zheng, M. Shimoda, M.S. Schlissel, and G. Kelsoe. V(D)J recombinase activity in 
a subset of germinal ccnter B lymphocytes. Science 278 (5336):301-305, 1 997. 

149 
TESIS c_~J 

F" r.I.J.' !)J::' e· '.:'"EN n..L; i. J,...· ....J 1·u U'. 



136.- F. Papavasiliou, R. Casellas, H. Suh, X. F. Qin. E. Besmer, R. Pelanda, D. Nemazee. K. Rajewsky, and M. 
C .. Nussenzweig. V(D)J Tecombination in mature B cells: a mechanism for altering antibody responses. 
Science 278 (5336):298-301, 1997. 

137.- W. Yu, H. Nagaoka. M. Jankovic, z. Misulovin. H. Suh, A. Rolink. F. Melchers. E. Meffre. and M.C. 
Nussenzweig. Continued RAG expression in 1ate stages of B ccll development and no apparent re-induction 
after immunization. Nature 400 (6745):682-687, 1999. 

138.- R. J. Monroe, K. J. Seidl, F. Gaertner. S. Han, F. Chen. J. Sekiguchi, J. Wang. R. Ferrini, L. Davidson, G. 
Kelsoe, and F. W .. Alt. RAG2:GFP knockin mice revea) novel aspects of RAG2 expression in primary and 
peripheral lymphoid tissues. Immunity 11 (2):201-212. 1999. 

139.- S. E. Townsend, B. C. Weintraub. and C. C. Goodnow. Growing up on the streets: why B-cell development 
differs from T-cell development. Immtmo/. Today 20 (5):217-220, 1999. · · 

140.- J. Banchereau. F. Bazan, D.·Blanchrird~ F. Briere, J. P. Gatizzi, C. van Kooten, Y." J.' Liü:,-F~ Ro~USSet; and S. 
Saeland. The CD40 antigen and its ligand.Ann11.Rcv./mmu110/. 12:881-922. 1994. · ···'"" · 

141.- L. B. Clark, T. M. Foy. and R. ·J. N~eHe.' CD40 and its ligand. Adv.lmmuno/. 63:43~78> 19~~)'::;. 
142.- R. M. Locksley, N. Kille;;ri, ancl'M'. :J:~Lenardo. The TNF and TNF receptor ~~~e;f;~:;¡¡~/ int~grating 

mammalian biology. Celf,J::~. ~j('f~7~501; 2001. · · · · · · ·. :.; ··•:: .;_1(:'..'.::':o:>:,,.,.'· ·•·;· .·· 

::: ~~~~f~t,~~~1~~;~;;~:~;.:::;:~ :~<;~if i¡f it(~lf j::~::··: 
145.- C. R. Mali.szewskii K'<Jrabstein·;.w,·c; Fanslow •. R. Armitage; M: K'. Spriggs; and ,T;'-"'~'Sato; Re'combinant 

CD40 'Iigánd ;_ S~inlutati~n ;~ oC mUnn·e:~."B ~--·~'etl ;; gro~h-- .. ~_rÍd~-d~ rrer~ntii:itiO~:{c_~_Opé~t_i_Ve'i'.Crr:e~t~I<;>(;-cyté?kines~. 

eur.J:{\''~.·~f;f6~t·M~~~!?~~119!~;,·~~~:nJ~~-N~·~\~,~~t.·~'·~·.;~.5,··~i~>:ri"10·{~g~;~~{~~7~W'0~t1E1~;f:f~J~t~~t:~!'.'::•.:··. · 
146.- R, J. Armitage.c•B .. :M.•Macduff; ~·' K;;Spriggs; and,W. e, Fanslo"'·•H uma11';B)cell;prohferauon;and.l g 

secretiOn' ., ihduCCd --~by :_iecoinbi~arit~ _CD40_"'-tiga~~ :· a~e-::.Tn(?d~lated:'.'_ bY .'~oJ~~l~TFCYto~~faeS_~~-'.'J~~""i!~-,¡n0/:~.150--

(9):36.;l~~fllº• '.9;~3,·:'•···., ... ··.·· ·.:·: .. ,:__·~·-">· · :'. ,~;.· ¡>.~~1e~~~~~~~;~:~~jf~~iJz~~~i;.;:k:;:~· ... ·· 
147.- ~· :~.=---~_arlhéim-'and J:":}._ Kipps~':-·A'cti~ated_:T-_ cells: induce expressici~. of, B?'~~BT~ ~n.~n_ó~~~ Zor:.J~L:tkC:rlii.c B 

cells thr~~~h a CD40-dependent~i,S"..~I'. .l~ifXP'Me~.··.177 (4):92?~~~5;.~~:~!·~i!j.~~~\;f~f:;W~~'.f~~it~f;1,f~'.~ '.'' 

148.- F; Malisan'; F. Briere, J. M. Bridon; N.: Harindranath •. F. c.: Mills,;E:•\E;•,Máx,•(J;',•Barichereau, and H. 
Martinez-:Vatdez. Interleukin:.1o_indu'cCs·imnlunogIObulin G isOtYPC: SWitch:i-CCóinbihátic:iii'irl:huffian CD40-
activatedf1aive B lymphocytes. J.EXp'.Med. 183 (3):937-947 •. 1~9c6·'Pi<~~i .• ,,,-é •· ·· 

149.- H.'H .. Jabara,'s. M. Fu. R. s. Geha, and D .. Vercelli.·C04'0·•·;.11ii,i~E;:;,ynergi~m between anti-CD40 
mónoclonar antibody and interleukin 4 in the induétion of.lgE:synthesis by highly purified human B cells. 
J.EXp.Med. 172 (6):1861-1864. 1990. <. • · · .. ·. . 

150.- H •. Gasean. J. F. Gauchat. G. A versa, P. Van Vlasselaer, and J. E. de Vries. Anti-CD40 monoclonal 
antibodies or CD4+ T cell clones and IL-4 induce. lgG4 and lgE switching in purified human B cells vía 
different signaling pathways. J.lmmuno/. 147 (1 ):8-13, 1991. 

151.- K. Nakanishi. K. Matsui, S. Kashiwamura. Y. Nishioka. J. Nomura, Y. Nishimura, N. Sakaguchi, S. 
Yonehara, K. Higashino> and S. Shinka. IL-4 and anti-CD40 protect against Fas-mediated B cell apoptosis 
and induce B cell growth and differentiation. Im.lmmunol. 8 (5):791-798, 1996. 

150 'I'ESIS CON 
FALL~ DE OPJGEN 



152.- S. Fujieda, K. Zhang, and A. Saxon. IL-4 plus CD40 monoclonal antibody induces human B cells gamma 
subclass- specific isotype switch: switching to gamma I, gamma 3,. and gamma 4, but not gamma 2. 
J.Imm11no/. 155 (5):2318-2328, 1995. 

153.- T. Tsubata, J. Wu, and T. Honjo. B-cell apoptosis induced by antigen receptor crosstinking is blocked by a 
T-cell signa! through CD40. Nat11re 364 (6438):645-648, 1993. 

154.- M. S. Choi, L. H. Boise, A. R. Gottschaik; J. Quinians, C. B. Thompson, and G. G. Klaus. The role of bcl­
XL in CD40-mediated rescue .from . ,anti-'!1u."":induced ·. apOptosís in WEHl-231 B lymphoma cells. 
E11r.J.Immuno/. 25 (5):1352-1357, ¡995;·· · · · 

155.- P. Garrone, E.M. Neidharclt.·E:~·~·~;é¡,;, L.;.Galib~rt,-c. van K~ot~,;. and J; .Banchereau. Fas ligation induces 
apoptosis of" CD40cactivated human. B l~phocytes. J.E:..-p.Med: J 82 (5): 1265" 1273; 1995. · · ·· 

156.- E. J. SchaitTiér. i<;' B.Elkon, o:H::.::v.;.:>.J; _T.:;m<lng;· P. H .. KrammeÍ", M. K. ·crow. and s. M .. Friedman. 
CD40 ligation induces ApO..:.t/Fas expression on human B Jymphocytes and.facilitates.apoptosís.through the 
Apo-1/Fas pathway. J.Exp.Jl,fed. 182(5):1557-1565, 1995. · ... · · · · ·· ..... ,; 

157.- T. Kawabe, T. Naka, K. Yoshida. T. Tanaka. H. Fujiwara. s; Suematsu, N: .Yoshlda, T.· Kishim.;t;,; a.;d H. 
Kikutaní. The immune re~ponses in CD40-deficient mice: impaired i n:-imunogl.obulin ~lass. sw.itc.~~ng an~ 
germinal center formation. Imm11nity 1 (3):167-178, 1994. _ ... ··· :: .. ':•:c.,,·_:. 

J 58.- E. Castigli, F. W. Alt, L. Davidson, A. Bottaro, E. Mizoguchi; A:' K: Bhan,'and R." S. Geha; CD40-d.;ficicnt 
mice generated by recombination-activating gene-2-·A deficient· blastocyst Complemen.tation. 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 91 (25):12135-12139.1994. ··c.. ·' '·-':z: .,·'·)],·: 

I 59.- J. Xu, T. M. Foy, J. D. Laman. E. A. Elliott, J. J. Dunn, T;' J.;,w;;1cÍschfuid1;J; Elsen.;·o~e~· R;:.J_ N;,',;11.;; ;;r,d ·R. 
A. Flavell. Mi ce deficient for the CD40 Iigand. Imm11nity, J .'(5):_423,:431;·•J994: .. " · · .. ;;.;é .. '. ·.;.:,:<· 

I 60.- B. R. Renshaw, W. C. Fanslow, III, R. J. Armitag~. ~;-~!·~~:;;,~~~11.~ri: úsi;~Le. W~¡g1;C·k}:·~~;i~Ón. 
and C. R. Maliszewski. Humoral immune responses·:¡n-.C040'.'lig3nd-deficient~.mice.:+·J.E:"Cp;Med._· "180 

I 6 ¡ .-(:.: ~~-:;¡:~:. 
1

:.
9

:~itage, M. E. Con ley, H.Rosenbi~tt, ~~·A. Je~kins, ~- ~;,'.~~~~Lli~~:-~;~t:_(::~~::II~ S. 
Edelhoff, C. M. Disteche, D. K. Simoneaux, and . CD40 ligand gene defects resp?n.si~le/c)r;l'f;;lif1kecl_hyper-

l 62.-':.:.s:::::~-J~:~'::n
2

::~:~;.
7

~~:::~
3

~1•
1 

:
3

~ischer, and Basile G. de Sai~tf~J~o;~WJ;f~~Li~ns in 
x-Iinked immunodeficiency with hyper-lgM. Nat11re 361 (6412):541-543, 1993. · : : .. ····'.".'; <· ··· · · · · 

163.- A. Aruffo, M. Farrington, D. Hollcnbaugh. X. Li, A. Milatovich, ~- . N~ri~;,'~;t;, J.' J3~jo..;.th, L. S. 
Grosmaire. R. Stenkamp. M. Neubauer, and . The C040 ligand. gp39. iS defective'.in_'_activated T cetls from 
patients with X-Iinked hyper-lgM syndrome. Ce// 72 (2):291-300, 1993.. · · 

164.- U. Korthauer, D. Graf, H. \V. Mages, F. Briere. M. Padayachce. 's. Malcolm, A. G. Ugazio, L. D. 
Notarangelo, R. J. Levinsky. and R. A. K roczek. D efective expression o fT-cell C 040 1 igand causes X­
Iinked immunodeficiency with hyper-JgM. Nat11re 361 (6412):539-541, 1993. 

165.- S. Lacroix-Desmazes. l. Rcsnick. D. Stahl. L. Mouthon, T. Espanol, J. Levy, S. V. Kaveri. L. Notamngelo, 
M. Eibl. A. Fischer9 H. Ochs. and M. D. Kazatchkine. Defective self-reactive antibody repertoire of serum 
lgM in patients with hyper-IgM syndrome. J.lmm11no/. J 62 (9):5601-5608, 1999. 

166.- A. W. Larson and T. \V. LeBien. Cross-linking C 040 on human B cell p recursors inhibits or enhances 
growth depending on the stage of development and the JL costimulus. J.lmmw10/. 1 53 (2):584-594, 1 994. 

151 'IBSIS CON 
F.ALL} liE QRT~o;- .. .). ~ di._;~J:.¡JV --



167.- E. Castigli, F. Yoúng, ·A.M. Carossino. F. W. Alt. and R. S. Geha. CD40 expression and f"unction in murine 
B cell ontogeny; Int.lmmuno/. 8 (3):405-41 I, 1996. 

168.- R. E. Callard, R.·J. Anniiage, W. C. Fanslow, and M. K. Spriggs. CD40 ligand and its role in X-linked 
hyper~lgM syndrome.Imm1mol.Today 14 (11):559-564, 1993. · 

. ' ~ ', >.·· 

169 . ..:·p_~·FaéCh~¿ttci;~C.~:Á"-~~i~Oi~ L~--Siilvi. J. Levy, and L. D. Notara.-:ig~io. lmmunohistologic analysis of ineffcctive 
CJ?4_Q·CD40 Jii~fu~--~~n-tC:raction -_in lymphoid tiSsues · f"ro~ p_atien.t~_. \vith. X-li.nked immunodeficiency with 
hyper:.1gM::~.Ab:orii~C·':geJi:ninal_ center. cell reaction ~-;and_',:seve~c::· .,-~epleti_on. of follicular dendritic cells. 

J.:m:":'~:~J:!,.f~'~W~'.6.6.24-6633 •. 1995. · •. ·. · ;{~ -,~-~~1:;~~/> _ ··... .. . . . 
170.- L.s.:.arewal.~J:.Xu; and R; A. Flavell.- lmpainnent ofantigen'-specific T-i:ell priming ir~. mice Jacking CD40 

. ,. ,_~;~ª~1~.:;~~::;;.:lr~.,-~¡~~~~1~1i~i;i::f :siº.·;·;~i'.~_~··º"··· 
172.-_ C. _c;:au~,·.: c.·_. M~ssac~er,:; B ... ;yanbe.rvl_ie~;';c;.:e-:-~ .. ,. D~~Q~~';-/c~;;;,: a~- ~O~ten;·, ,.~· D~raÍld;~ and"'J. ~_Banch~reau. 

· Activation'or humari' dendritic ce lis through'CD40.'cross~linking!'J.&p:Med:~180 °(4)il263~1272;·1994;'::•. · 
: , -:. · ~· , : · :·_ ~;<~-"::" .-.:: -~! ._ _._ ,,< _. > · _; .. _>: ~: --, :~::. ,,.-.,~;;:~ .. :;:;};~~:;Ji~~:~f:~;~~~-~~:0:;~;7.~::_,~~~s:,:.,~~~~~ú.~i~i:t~1~~s.~:p:::~~~f~~~t,::~:-;·:1:~1='~';-;;~~~.::.·/~i~:i-b-:1;·7:~:;~;~'.,~ff:i-> -_,._, '.,., , 

173.~ M. Cella;. o; Scheideggér, K; Palmer-Lehmann·;\p; Lane;·A';oLanzavecchia;; arid ~G;c'Álbe~> Ligaiion Óf CD40 

~~:.~~~i:rif ~;.~~:~.:~{~§,~~~~~~i;~g¡~~~~i¡¡~~~~~(?~~ki~i~b~~~~J:;t~%~;t~1I~te~:l~:,·-~~J
1

··f~%P~~st~ry 
174.- E •. Stuber, W.' Strober, and, M.'.Neunnh:'Blockingthe CD40L::C=D40 .interaction in vivo.speci.fically prevents 

the priming of T helper.': 1 ~ i:ells: throügh ºth'e· inhibition''of'. iiiterléukiri'l.2 · secretion.;'J.Exp.Meil.: 183 (2):6937 

698. 1996, > · .. ,, • , ''.:: ... f·<;,,:.~:=:~:··-~·:?;··i'.~?·~,;~1~~;~¡~~~~:;"[ffo<z:·>' : ·· ..•. · ····•· - .· .. · .. · ·.· .. · ·. · . ·: ·•· ·'· . ' · 
175.- v. Shreedhar, A.M. Moodyé:Jiffe;·s. E:~l)llrich:':.c.'Bucana: M. t:i Kripke,and L.· Flores-Romo: Dend.ritic 

cells requfre T cells for· functiorialrnatúrátfo_n'Jri,'vivo.Iú"i11iuíiiry) 1 (5):625-63_6, 1999.. . , :•·C :,.-;.: .. • ·:.' 

::::,:::E:~~~~~~~~4r~~l~liil~rJt~::'.: :·:.mzGi;JJT~:, 
ligand_ is required ·for protective~cell~mediaied ~ilnínUrlitY;·tc; .. Leishmania- m3jor/'.bnmuniiy_' .. -4:'(3):283-~289. · 
1996

. · .. _ . •. .. . ... . . : •.-.. . S¿.llii?ll¡i;~lá~1:1fü.;¿@if1}.\;~'.!:,:.-:,/:: :_; : '.-;; ~: ·¿.~ ;::-: ·;·;-:;.~··'';;~~~\·. '.;.· <: '. .. 
178.- M.- Kam·anaka,; P. Yu, T._Va~ui~· K~".V:05hida"".;\T.:;.K3W~bC;·T.~HCn:i~;-T.-.Ki_Shi~Ot~. ·and H_; KikUi~_nt_.Protective 

rote of CD40 in Leishrnariia.majOr_- in~C'cti~n :·'át~t,VO'."diStiTI~(phaseS' <?r.~ClJ.:."rri~d~a~ed .. immÚ~ity~:¡,!"'""'irY 4 

179.-(:.)~~:::~::. ·=~:. Foellmer, K. o.·6~~i~~~1:~:~1~~~,~~~i1a~t~1~;~.:;5:rr::0~z~~1g~'.i.'Le~ay, Jr., and R. A. 
FJavell. Requirement for CD40 ligand in ·cos.tim'ulation·inOUCtiori;\T cCJfllCtivlltiorl,' and experimental nllergic 

encephalornyelitis. Science 273 (52~3):1,~.~1~·'.;~~[it~A~~¿t~1~~~~~';;I~~~jiri\€-i·}. ~( . ·: · 

180.- J. Tan, T. Town. D. Paris, T. Mori, z.:Suo;•< F;';Crawford;·;M;'P.":Mattson; R. A. Flavell, and M. Mullan. 
Microglial activation resulting from CD40-CD.40L-'inier3Cti0n' llftCi-',beta7' amyloid stimulation. Science 286 
(5448):2352-2355. 1999. .- ~--~~-e ;~ \. ;,,:; ·'':.·,~· • 

181.- B. Becher, B. G. Durell, A. V. Miga, W. F. Hi;.,k~;.:an:~,~;-/:'~~~
0

1le. The clinical course ofexperimental 
autoimmune encephalomyelitis and intlamnlation is cOntrolled by the expression ofCD40 within the central 
nervous system. J.Exp.Med. 193 (8):967-974, 2001 ~ 

182.- A. H. Galy and H. Spits. CD40 is fünctionally expressed on human thyrnic epithelial cells. J.Imm1mol. 149 
(3):775-782, 1992. 

152 TESIS CON 
FA.l.LA DE OHIGEN 



183.- T. M. Foy, D. M. Page, T. J. Waldschmidt, A. Schoneveld. J. D. Laman, S. R. Masters, L. Tygrett. J. A. 
Ledbetter, A. Aruffo, E. Claassen, J.C. Xu, R.A. Flavell. S. Oehen, S.M. Hedrick and R.J. Noelle. An 
essential role for gp39, the ligand for CD40, in thymic selection. J.E..:p.Med. 182 (5): 1377-1388, 1995. 

184.- A. A. Gaspari, G. D. Sempowski. P. Chess, J. Gish, and R. P. Phipps. Human epidermal keratinocytes are 
induced to secrete interleukin-6 and co-stimulate __ T lymphocyte proliferation by a CD40-dependent 
mechanism. E11r.J.lmn11mo/. 26 (6):1371-1377. 1996. · 

185.- J. Peguet-Navarro. c. Dalbiez-Gauthier, c. Mo~loli~_o. e'enhier. A. Reano .. M. Gaucherand .. J. Banchereau, 
F. Rousset, and D. Schmitt. CD40 Jigation _ofh_úmail.keratinocYtes inhibits their proliferation and induces 
their differentiation. J./mm11nol. 158 (1):144-152/1997.".'·'." · 

. . :·~_:¡-: ~.::r:~--: -·· .. 
186.- K. Karmann, C. C. Hughes, J. Schechner. w; C.' Fanslow; and ·J; S;'Pober. CD40 on human endothelial cells: 

inducibi1ity by cytokines and}/. fufictiOOül ~-,:.~~~-'rCgufoti_~r:t .«_~~: of adhesion molecule expression. 
Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A 92 (10):4342-434~;~~ 995,-',:;~ 'y· · ·• '·:'.'.· .\ .:· 

187.- l. Berberich, G. L. Shu, and E:'·A:··c1ark/Cros~~;·inJ¡~~¿~~4~"'~~: e· cells rapidly activates nuclear factor-
knppa B.J.Immrmol. 153_(10):4357c4366;•1994.. ;;•· <•' .. ;:--.':2;'.J '· 

188.- l. Berberich; G. Shu. F: s;;;lielt:J. :R.: ;~~dgett, J.-M.· K}'ri'akis/á.:;d }o; A:_Clark. Cross-linking CD40 on B 
cells pref"erentiallY.: induCes'--StreSS-activ~ted pTotein kiÍlasCS ::i?ther· t han-. mitogen-activated protein kin~es. 

~Af8'i<")U!i~:~,)1.;°,'~-~;:;~~~:!,<'c ... ·.··_· .·_·. · ·., > ··:5J~;~;;~'.}· 1 j}c1· ; .• i : , . . . · · ... 
189.- e: L;-· Sutherland;~·A;•;\\'.;· Heath;·: S. L.- Pelech. P.• R •. '(oung; and_-M:'R,.Gold.•·oifferential activation -of the 

ERK. ··JNK~··~md .. p3S,-nlito!;eri~áctiVated protein kinases by.co49·~nd.:.1hej,B.·CC11 arÍtigéi:i_ receptor. J./mn111nol. 

··~-f l~~~~~t~t~~~ !~~;::~~~~~~~~Y~~k~~;~;;!~~r;~,~~;~ ,., 
191.- C. L;-Reri;'T.tMorio;:s.'.M; Fu; and R. s. Geha;· Signal tr.insductiori'iviá·.co~O•involves activation of lyn 

kinase '· and ',phosphatidylinositol-3-kinase; · and 'phosphoryl:íiior{•"of 'phos'pliolipase\~c;;'gamma• 2. J.Exp.Med. 

192.- ~fJ;2~:~~t~~~~;r~0~:D·i :'Hof~ma~n~··~· _;;t6f~¡f¿%~~~ong, j ~f~~lí~~;~~~U~i~e~ a'nd a_. e heng. 
Cooperation "::) ot:/multiple-:. _signaling :: pathw~ys :;-in,:.zcq~o:reg~Jated.,~·gene::J;expressi!='n~.i in B. lyrnphocytes. 

PT"º~-~f1(:f!;;,~~·1&.f,~:·~~~~"!~;?>''.~~?,-:!-.~~r~a,f;·"~h:é~f~':'1t~~h~1'§~'?i~ffe~~~gi'.W~ti-~>:~:: ' .. •- .. ·· 
193.- M~ R:·Kuhne:M. RÓbbins.\J: E·. Hamlioi. M·; F. Mackey.: Y;:Kosaka. T. Nishimura, J.·P; Gigley. R. J_ .. 

Noé:lle. and · D.•M: Cal~erhead:1'As,s~':"!~I)' and ,regulation ,of the' CD40. receptor_ complex in. húma_n B ·~_ells. 

J.Exp.~e~·}8~g!:.~~~~~~o::;'.ª:~~·1•:0~t·> '.} ·' . . .· . . · ... ···•· :'•/i 
194.- L.-T. Nguyen, G;,g;:Ouócan;·c. Minsos, M. Ng, D. E. Speiser, A. Shahinian. M. W. Marino, T. W. Mak. P. 

S. Ohashi; and- w;.,C.:.Yeh •. TRAF2 deficiency results in hyperactivity of certain TNFRl sisnals' ·and 
impairment ofCD40cmediated responses. lmmrmity 1 1 (3):379-389. 1999. · · 

195.- B. S. Hostager and G. A. Bishop. Cutting edge: contrasting roles of TNF receptor-associated · factor 2 
(TRAF2) and TRAF3 in CD40-activated B lymphocyte differentiation. J.lmm11nol. 162 (11):6307-6311, 
1999. 

196.- E. Leo, J. M. Zapata, and J. C. Reed. CD40-mediated activation of lg-Cga. Eur.J.lmmrmol. 29 (12):3908-
3913, 1999. 

197.- S. V. Jalukar,. B. S. Hostager, and G. A. Bishop. Characteózation ofthe roles ofTNF receptor-associated 
factor 6 in CD40-mediated B lymphocyte effector functions. J./mmrmo/. 164 (2):623-630, 2000. 

153 TESIS con 
FALLA DE OfüGEN 



198.- F. K. Chan, H. J. Chun, L. Zheng, R. M. Siegel, K. L. Bui, and M. J. Lenardo. A dornain in TNF receptors 
that rnediates ligand-independent receptor assembly and signaling. Scie11ce 288 (5475):2351-2354, 2000. 

199.- M. Rothe, V. Sarrna, V. M. Dixit, and D. V. Goeddel. TRAF2-mediated activation of NF-kappa B by TNF 
receptor 2 and CD40. Science 269 (5229): 1424-1427, 1995. 

200.- Y. Xu, G. Cheng, and D. Baltimore. Targeted disruption ofTRAF3 leads to postnatal lethality and defective 
T-dependent imrnune responses. lmmrmity 5 (5):407-415, 1996. 

201.- J. E. Matsuura, A. E. Morris, R. R. Ketchem, E. H. Braswell, R. Klinke, W. R. Gombotz, and R. L. 
Rernmele, Jr. Biophysical characterization ofa soluble CD40 ligand (CDl54) coiled-coil trimer: evidence of 
a reversible acid-denatured molten globule. Arclr.Bioclzem.Bioplrys. 392 (2):208-218, 2001; 

202.- P. Hermann, C. Van Kooten, C. Gaillard, J. Banchereau, and D. Blanchard. CD40 liga,;d-positivi. CD8-i- T 
cell clones allow B cell growth and differentiation. Eur.J.Immzmol. 25 (10):2972-2977; 1995. · 

203.- F. Mach, U. Schonbeck, G. K. Sukhova, T. Bourcier, J. Y. Bonnefoy, J. S. Pober, n~d _P. Libby. F~~~tio
0

nal 
CD40 ligand is expressed on human vascular endothelial cells~·-.smooth muscle cells,'-."and~;_nlacrÓphages:· 
implications for CD40-CD40 ligand signaling in atherosclerosis·; 'Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.Á: 94 · (5): 1931-
1936, 1997. 

204.- A. A. Homer, H. Jabara, N. Ramesh, and R. S. Geha. gamrnaidClt;_ T IYmphÓcYies express'co4o Íig;;_i-.d ánd 
induce isótype switching in B lymphocytes. J.E:<p.Med. · 181. (3): 1239-1244, l 9~f .'. ·~:>i>;.:~; ;:-ir}~;:/¡{é]:';::,~' · .. · 

205.- F. M. Lobo, R; Zanjani, N. Ho, T. A. Chatila, and R. L. •Fuleihiu'í'; Cálciurn-dépei-.dent ·acÚv:ÍtÍo,;'of.TNF 
family gene expression by Ca2+/calinodulin kináse. type IV/Gr and calcineurin;'JJnrmiÚ10/.'''.162';(4):2057c 
2063; 1999. ·: ,, .. '• .. '-{'1 :'. :-.'-•-.: ':''.C:::>'•"'" '-',':j:.: "'.•?.·:.:• ·' .::';~:'~·<'•'- •.: 

206.- E: Parra, T. Mustelin, M. Dohlsten, ando, ~e:;ii1;..1~~~.¡ff1'.;2;~.;~;;:,í~C:o2s ~~~~onse ele~~~~·¡g;~h~{~D40 
ligand promoter.J.Immrmo/. 166(4):2437~24:43;2()01:.~-~;;>;\::~;;:,·;,,. < .· · .. 

: ~ .-.- .. ,-.~;: :- >:·.::l~;~~-:~}t;-..:~.if:it~~~:.~::~~fr~··~b~;: ~;.;<k~\~.:~{~~?:.~\:>·.·~ f;. ;_,: .. ~- ; : > . - .. '. -.- -· <·:·. -. -·; >' ---., >-:: ; :· 
207.- H. Lindgren, K. Axcrona, and ·:~· .. L.eande~~!l;;)~.egul.?ti~n. o~ ~rii~scriptional activity o~ the mu_rine~.CD40 

ligand prometer in response:to·,.Sigó31S.~th-roug"' R1,-·arld?the::.<C~stif!1ulatory.molecules CD28 ·and CD2. 
J./mmuno/. 166 (7):4578-4585,'2001 ;.; · · :1 ~.; ':·•;;. · · · • · 

208.- D. van Essen, H. Kik~t~ii~:.\~~~,:5::., . . , 040 ,Jiga~~d-~-·;;ins~;Uc~d co-stimulation·' of" T cells iñ 'thC 
development ofhelper function:·Nat;,re 378 (655.7):620:623; 1995. 

- ":- .:;_~:~"7·~-·•.'.i-::~~_'.:.~\~'.1:~~~;.i:=~~~~~}i?¿..:;:~~~,:~f;~,. ~~\,7~::;:\:-o' ;. - . ,. 
209.- M. H. Blotta, J. D. Marshall, R:· He~ DeKruyff,}nrid;D,.:·J":: Umetsu. Cross-linking of the C 040 ligand on 

human CD4+ T lymphocytes generaíCS·'ii".:éOstimlllatOr:Y.:sigrial ·that up-regulates JL-4 synthesis. J.In1n111110/. 

21 O.-~~::;:~:~~:~~~ ::·llraith, A .-~~l*,g~~!:!~~c~i;t:. J. F. Attrep, Y. S himaoka, a nd P. E. L ipsky. 
Bidirectional regulation of human B·cell'.responses by CD40-CD40 ligand interactions. J.lmm1mol. 158 
( 10):4620-4633, 1997. 

211.- U. Koppenhoefer, B. Brenner, F. Lang, and E. Gulbins. The CD40-ligand stimulates T-lymphocytes vía the 
neutral sphingomyelinase: a novel function of the CD40-Iigand as signalling molecule. FEBS Lett. 414 
(2):444-448, 1997. 

212.- F. H. Durie, R. A. Fava, T. M. Foy, A. Aruffo, J. A. Ledbetter. and R. J. Noelle. Prevention ofcollagen­
induced arthritis with an antibody to gp39, the ligand for CD40. Science 261 (5126): 1328-1330. 1993. 

213.- C. Mohan, Y. Shi, J. D. Laman, and S. K. Datta. Interaction between CD40 and its ligand gp39 in the 
development of murine lupus nephritis. J.lmmzmol. 154 (3 ): 14 70-1480, 1995. 

154 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



214.- F. Mach, U. Schonbeck, G. K. Sukhova, E. Atkinson, and P. Libby. Reduction of atherosclerosis in mice by 
inhibition ofCD40 signalling. Nature 394 (6689):200-203, 1998. 

215.- C. P. Larsen and T. C. Pearson. The CD40 pathway in allograft rejection. acceptance,, and tolerance. 
Curr.Opin.Immunol. 9 (S):641-647, 1997. 

216.~ A.·· Desái-Mellui; L. l.u, R. Ramsey-Goldman, and S. K. Datta. Hyperexpression of CD40 ligand by B and T 
cells•iri human lupus and its role in pathogenic autoantibody production. J.C/in.lnvest. 97 (9):2063-2073, 
1996. '.· ' . 

217.-·· M:':Koshy, D~· Berger, and M. K. Crow. lncreased expression of CD40 ligand on systemic lupus 
erythematosus lymphocytes. J.C/in.Invest. 98 (3):826-837, 1996. 

218.~ M. J. Yellln, v, Ó•Agati, G. Parkinson, A. S. Han, A. Szema, D: Baum; ó:E:stes, M. Szabolcs, and L. Chess. 
lmmunohistologic analysis of" renal. CD40 and CD40L ex¡)rCssion ' ... ;in lupus nephritis and other 
glomerulonephritides. Arthritis Rlie.um •. 40 (1):124-134 •. 1. 9!)7;; .... ·::.:• »:·:.· ·"-~,_,;;,, .. • · · 

219.- s. Guerder,, D. E. Picarella,, ~~ s.~Lir:isl~y.·.'~n~t" R:::·A::·:,~J~v~l~~.:~<;c;s'ú.~~(~t~~;~7~.·1·~o~fer~.··,antigen-presCntinS­
cell function to parench~al tissué:<ar:id-~:i_n:':Yconjün'étióíl~.~~ith:~,tüínO~~~~·éc~Osis·· factor alpha· leads to 
autoimmunity in transgenic .mi ce.· l"roc.Natl.Acad.Sci. U.S.A',91 '.{l. l):S)3875.1.42,'-.l 994. ·: . . ,.: .. .. ·· . 

. . -, ; . ,._ '·--:·.:.,-·;.:·>~,:-{,:;·2,:·,:~)\~i-~.~~f;t:~-~~~:;-~·~~.~,:.~-~·fJ,_f5~fi~i~%:t~(t·:.~~~:~2"·.:<:;:' :>,.· ·!:,'. :-.'. .·.:": <" .·:~-·> ;: ·: .:·.':· '., -
220.- von Herrath MG, G uerderS, LewickiH·;·Flaveli'R·A·;Q°Jdsioné:M BA::iCo:Oéxp.ression'o fB7~1 and_viral 

{ºsetr•) transgenes in pancreatic b cens _c-an bÍeUk'PeriphC:rÜl'igTiO-r_ll~Ce~a~d;.ielld -~~:~·ponianeo·u~ -au_toi~in~ne 

diabetes. In1muni1y 3:727-735. t 995. . :/, ,;::"< :<\;~;;~-~·~~~'.:!:~\}~~:~)-~{~}~i~J:t~~~~~~i~~~~f\~.~~~~~:-~:~~- ;;~:·.~·-''.~:3~/t_:_.r~ ~:;\~: -~~:~ .. :,-;_~~t~)~'.:~--
221.- R. J. Annitage. W. C. Fanslow, L. Strockbirie;'T:·A:· Sáta;· Ki·;N.:Clifíord.':·a:-.MJ.Mácduff, DO: M. A:riderson. · 

222·_!;~:.eG:::~~:~~::~::~;~:~7c::~J~21:~~:f~L; .. 2u~~l;;y{J~1ill~~~~i::::¡.·:·a~:~::z:i::I:~.: 
lmmunol. ISS:5637-S646; 1995. ,., .. · \;' :l:· 

223.- X~_ \\(anG, S. Zinke1, K. Polonsky~- and E. ~uchS. -Ti:ansgériiC -~t~dfCS-~i_lh a keratin pÍ-omotCr-driVen growth 
honnone transgene: prospects for gene ~herapy. froc.Narl:Acad,s_c(.y:-S:A 94 ( 1):219-226, 1997 .. · · 

224.- C. l·L C legg; J. T. R u lffes, H • S • Haugen, l. H ·; H ogg;.tÍ, A: .A i,; ffo, S : K. D urham, A . G . F arr. a rid D . 
Hollenbaugh. Thyrnus dysfunction and chronic inflafnm:itory disease in gp39 transgenic mi ce. /nt.ln1n111nol. ':·, 
9 (8):1111-1122, 1997.. . . . . . . . .. .. ~;:,,,. 

22S.- M. ~- Brown. D. J. Topham, M. V. Sangster, J. Zh~~. ;K.. J. FIYll~. S. L. Sunnan, D. L. ~~~d"l~n~:;~]'2. 
Doherty, :·A. _G~ FarT,. P.: K. Patteng:ite, :ind M .. _ ~: ,- Brenner~ T~yinic JymphoprotiferatiVe·.:'_diS~aS.~;.;-after·: 
successful correction of CD40 ligand deficiency by gene transfer in mice. Nat.Med. 4 ( 11):J2S3"1260;'1998. 

226.- R.A Mll;¿r. Áging and immune function. In Fundam.,,,ental lmmunology. 4th edition. Dé, ~;;Ji~~ Paul. 
Lippincott-Raven. 1999 · 

227.- Y. Z; Cong, E. Rabin, and H. H. Wonis. Treatment of murine CDS- B cells with anti-lg. but not LPS. 
induces suñace CDS: two B-cell activation pathways. Inr.lmmunol. 3 (S):467-476, 1991. 

228.- K. Lam, and K. Rajewsky. B ceJI anrigen receptor :ind surface density together detennine B-1 versus B-2 
cell development.J. E:cp. Med. 190(4):471-477. 1999 

229.-L.W. Amold, C.A. Penell, S.K.McCray, and S.H. Clarke." Development of B-1 cells: Segregation of 
phosphtidy1 cho1ine-specific B ceJls to the B-1 population occurs after immunoglobulin gene expression. J. 
Exp.Med. 179: IS8S-IS9S. 1994 

TESIS CON 
F'" T T ,• T')~ o·r,T,-.,EN ru...i.J-¡_ LJ.i!. luG-

IS5 



230.- K.O. Cox, and S.J. Hardy. Autoantibodies against mouse bromelain-modified RBC are specifically inhibited 
by a cornrnon rnernbrnne phospholipis, phosphatidylcholine. lmmrmology. SS:263-269, l 98S. 

231.- R. D. Palmiter and R. L. Brinster. Germ-line transfonnation of mice. Ann11.Rev. Genet. 20:46S-499, 1986. 

232.-T. Gridley. Jnsenional versus targeted rnutagenesis in mice. New Bio/. 3 (11 ):102S-1034, 1991. 

233.- J. Storek, R. P. Witherspoon, D. Webb, and R. Storb. Lack of B cells precursors in marrow transplant 
recipients with chronic graft-versus-host disease. Am.J.Hemato/. S2 (2):82-89, 1996. 

234.- J. Storek, A. Joseph, G. Espino, M. A. Dawson, D. C. Douek, K. M. Sullivan, M. E. Flowers, P. Manin. G. 
Mathioudakis. R. A. Nash, R. Storb, F. R. Appelbaum, and D.G. Maloney. lmmunity ofpatients surviving 
20 to 30 years after allogeneic or syngeneic bon.e rnarrow transplantation. B/ooc/ 98 (13):3SOS-3S 12, 2001. 

23S.- M. B. Baker, R. L. Riley, E. R. Podack, and R •. B;·Levy. Graft-versus~host~disease-associated lymphoid 
hypoplasia and B cell dysf"unction is d ependeilt u po·n dono~.T cell-mediated Fas~ligand function.- b_ut _not: 
peñorin function. Proc.Nat/.Acac/Sci.U.~.A 94(4):1366" 1371, l 997. •. . .·· . . ·;, ; __ i. ;/ ';.{''~ \. 

236.- A. Shustov. 1. Luzin~~ P. :N~~;~·~\f\j~~-~~S~~~;~¡~~~~-~~~ -~> ·Há~d~erger.· ~:·'e':.:E1~·~~-~~~-~~d .~~:g:¡, .. y¡~;·~{~~i·~:··~r, 
peñorin in controlling. B~ceU .. hyperactivity: and . humoral autoirnmunity. ,J.C/ü1.°Inve-'1::; 106~{6):R39~R47;· 
2000

· . . · .. ·· ... ·_ .• :·cJ:,i:~~s:tfO" .. r'l···.<. ", ..... ·-···· . . ·. ~. {1Jf~i:~il;fl~?.Wf;~f~:,{J:!::·?f''.R··~ 
237.- C .Benoist. and D. Mathis •. T-Lynphocyte.differentiation and biology;_1n«FundammentaHlmmi.mology; 4 

edition. De. William Paul._Li¡>~in'\~};·~·t~~·~;';'.~.~9:~' ·. • · •. ·· .. •·· ~ ,/}·~¡~t~f~~~.'~;1~f§Ji,,:!2s1!~i,f;~'f:•;'·{ :J 
238.- C. A. Mallick, E. C: Dudley; J. L'. Viney; M/J, Owen, and A~ C.' Hayday;'. Reiiri-angemént and diveirsity of T 

cell receptor beta chain genes ·in· :th)fmocyt~s: ~a·: criticat ·:ro_le~ fOr.,'thf:'..bCt"i!'.Ch~iO:;itiI~eVCtoPTn:ejl~.·:_Ce// .73 

239.-~~~~::~:.
9

~::::~sis by death rac1or.·c~i1~~:~~;~:~5,· :'~;;·.~ . ~: .>·' ,;~;::/~fc~[~1~t''Lt;•;:;Et::~~· .·. 
240.- D. Kagi, B. Ledermann, K. Burki, P. Seiler, s; _Oderrnatt;,K. J. Olsen; .E. R::Pódack;':R>,M; Zinkemagel, and 

H. Henganner. Cytotoxicity mediated. by -T.··cells · and natural killer~cells· iS~-grCatIY;\irripaired in pert:-orin-
deficient rnice. Nature 369 (647S):31-37. f994;··· ·~ : ' . ·':" ; ·~·'c!·:"-:>"''.0,'}'i'i:):·?·' · •. .. 

241.- l. Forster, P. Vieira. and K. Rajewsk,Y: ~lov/ Cyl'Ofnetric.analySiS.OrcCll P~OtifChíii·~~:'.dynarriics in the B cell 
compartment of the mouse. Int.lmmzmol. 1 (4):321 c33 l, 1989.. . : .>.00,:_j::,,;. : .... 

242.- J. Forster and K. Rajewsky. The bulk 01\i,~ peri~'heral ·B-ceÜ .pool. in rn'i~e is .stable and not rapidly renewed 
from the bone marrow. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 87 (12):47814784, 1990. 

243.- Z. Hao and K. Rajewsky. Homeostasis of peripheral B cells in the absence of B cell in flux from the bone 
marrow. J.Exp.Jl.fec/. 194 (8): J 1S1-1 164, 2001. 

244.- Troy Randall y cols. comunicación personal. 

245.- L. E. Daitch. M. W. Moore. D. M. Persiani. J. M. Durdik, and E. Selsing. Transcription and recombination 
ofthe rnurine RS element. J.Jmmrmol. 149 (3):832-840, 1992. 

246.- D. J. Martin and B. G. van Ness. lnitiation and processing of" two kappa immunoglobulin germ line 
transcripts in mouse B cells. Mol.Cel/ Biol. 10 (S):I9S0-19S8. 1990. 

247.- Y. Z. Cong, E. Rabin, and H. H. Wonis. Treatment of murine CDS- B cells with anti-lg, but not LPS. 
induces suñace CDS: two B-cell activation pathways. lnt.lmmu110/. 3 (S):467-476, 1991. 

IS6 



248.- H. H. Wortis, M. Teutsch, M. Higer, J. Zheng, and D. C. Parker. B-cell activation by crosslinking of suñace 
lgM or 1 igation o'fCD40 involves a ltemative signa] pathways and results in d ifferent B-cell phenotypes. 
Proc.Narl.Acad.Sci. U.S.A 92 (8):3348-3352, 1995. 

249.- R. Berland and H. H. Wortis. An NFAT-dependent enhancer is necessary for anti-lgM-mediated induction 
ofmutine CDS expression in primary splenic B ce lis. J./mmimol. 161 ( 1 ):277-285. 1998. 

250.- J. J. P erez-Villar, G. S. W hitney, M. A. B owen, D. H. H ewgill, A. A. A ruffo, a nd S. B. K anner. CDS 
negatively regulates the T-cell anti gen receptor signal transduction pathway: involvement of SH2-containing 
phosphotyrosine phosphatase SHP- J. Mol. Ce// Biol. 19 ( 4 ):2903-2912, 1 999. 

251.- G. Bikah, J. Carey, J. R. Ciallella, A. Tarakhovsky, and S. Sondada. CD5-mediated negative regulation of 
antigen receptorcinduced growth signals in. B-1 B ce lis: Science,2.7'.' (5.29.4): 1906~ 1 .. 909;· 1996. 

252.- G. Sen,, G. B ikah,, C. Vénkatamman~· a nd S. B onci~d~·~ N ;~~~,~·¡y~~~{~~.:i'i~;j~~-:~ f ~-·~~Ífi~ri .receptor-mediated 
signaling by constitutive_ association ·ar c;:~s .)~_id~ -.. th~ :S~~,- ~ · pr~~~~fl, tYr:~s_i~"é; ~~~sph.a~ase .in. B..: 1 · B · cells. 

Eur.J.Immuno/. ~9 (10):~319-3328, l~~;·; ·:. ;· ,,.;¿;'::\~jtJ~:~~hlt::·,~~f;\;.~~f¿¡i9&;·;,'._i;;~,,·r:\) '. ~ ; ><~ .. · • . -. •• . 
253.- H. S.· Azzam, .A; .Gnnberg, K ... Lu1 •. H .. •Shen,·c:E;'•"•W.;;Shores;••and;• P.··; E;~·Love. ·CDS.· express1on .. 1s 

developmentally regulated. by T .. cell. réceptor'.(rCR);.siÍ;;Ílals andffCR;avidity;:-J.E:>:p.Méd.·.· 188: (12):2301.-

2311 .• 19.98. • ·. . : • i ..... . . :; .•... <: ji;:y;:10;~~~;\''..~~{~·\!~~tl~l'.;i~f;1'.¿~;~';:;:'.· .', i • . :·> ·;~f ~~.:;?:t{~'· ::, 
254.- C'. Pena-Rossi, L .. A: Zuckennan, J .. Stróng;· J;:Kwan;·,W;'Ferris,'S.'Chan; A':.Tarakhovsky, A;· o;:Beyers, and 

N."·Killeen~·. Ne{;ative regulation 'of.'~CD4jlin~f:a!ie{deVel0Piñent,~3ndJreSpOnses:,by,·:.CD5~?J./11lm-,'u,o/.,~ 163 

(12):6494-6501~ 19!)9: .·.··• . . . E. p;;"l·l~··;:\~Jf.in,:¡~@f~t;~J;,~;f~It·T~~;~'.::M/;;,,.;,"l 1, ·· .. , jj: :e~. > ~: 
255.- R. Li and o . . ~- -: Pag~~ _ Req~irei:nent\~o,r,_·~ 1 •. ComptC~~·array;of .·ccisdm~lators ~.in; t11t;'.'fléS~ti~;~:~se·¡e·cúOri ~·or" 

autoreactive thymocytes in. vivo. J./11iíi1iúiol.':J 66 (10):6050~6056;•200 J.;.,•:.. · .•···· · '".':?• •'\." · · ··. -""·.· 
. -. · _-.' .. · ." ::._: , ~ ·: :~' ''e..-./:~',o '·~f:·_:.I /)//;;;::t;(!~~.~(;}~~;~~:.3~:;·~'.',:-:):i~·/:; ~,:. ,:f:J,::'r~?;;;·.':.: ·.'. ·.:.~: : .. · .. :-\·',, ' .. , ... ~:,. · ::·';'..'.i:'l ··.',' ~ •, •. ···~~.').)'>. , _ ",,. ·. · 

256.- J. D. Thomas, P. Sidérns;· C; l. Smith;'_I;'.x:o~rechÓvsky;·,v:·.'ch'apmarl" .. íírid,W.' E. Paul~·.ColocalizatiÓn of X­
linked agammaglobúlin·emia··ánd X 7Hriked· imn'jun.oí:leficiéncY, genes:·science 26 J'(5 l.19)!355c358;'·J 993;'/ 

. · ;: ,., ~ · >·.: ·~·5>;-.::: _.:_:;*-~;~;::."' :::.·~0;:~,~~·:~~~~·\/~::-~:~H:'~:;.,,rr~~:'!.~A~~;;:~;,~ ~~\?- -,~.' -.-:/c:·t-x .. :; :'.~ -~-)~ ~·:;·_:./J.::.~~·~:1.5~:Y~~:\1~1~~:!7~{~¡·;·~·~·~~ F ~.":/... -~-· -
257.- D. J. Rawlings; o:· e;.· Saffran,-S:.,Tsukada;'.1:).-''A;~·Largaespada;·J;'C~· Grimaldi; ~-.'!==ohen," R: N,•Mohr, J. F. 

Bazan, M. Howard;' N.: G~~· Copela.nd~'\.'arid.::::;Mutatiori-·:Of,_ Unique rCgión '. Or;·:BrÚiOn•s::'.tyrOSfrJé- kinase in 

258.-i;:~:::::i:~.::.:~1~:~;~~;~~·~~~*;~~:~~~~
3

:.
1 

~~¡ :::'.l~~gs, ·~.·~.''~~;i~tt~i~it~.".~.·:itte,·and R. 
M. Perlmutter'. lrnP'lir~d éx~ansion C>f~ouse B ceU progenitors lackin~ Bt~:elmmÍtnity 3 (3),i30 J :3 12, J 995. 

259.- w. N. Kha~. F. ~:~fa~~. J\.?~~~fg;~;;¡t'.{:~~1yn~. 1: Larsson, o. 'R~1~~'.~~;~:~ij~a~~~~.sT~u11er, A. s. 
Kantor, L. A. HCTz:CnberS:,"iiOd'."·Qé'reCtiYC B.cell d~velopment and funCtiOn in Bt~-'deficie:nt-.mice. ln1m1111ity 
3 (3):283~299,;19?s.:7 · ~,, ;:~:c:_~:t:v, .·.··. < _:·:~- ···. · · · ···· · · 

260.- S. Hess and H;· Engelinann;c;A novel function of CD40: induction of cell :death in transfonned cells. 
J.Exp.lvfed. 183 (1):159-167, 1996. 

261.- T. D. Randall, A. W. Heath, L; Santos-Argumedo, M.C. Howard, l. L. Weissman, and F. E. Lund. Arrest of 
B lymphocyte terminal differentiation by CD40 signaling: mechanism far lack of antibody-secreting cells in 
germinal centers. Imnumiry 8 (6):733-742, 1998. 

262.-T. M iyashita, M. J. Mcllraith,A. C. G rammer, Y. Miura, J. F. Attrep, Y. Shimaoka, and P. E. Lipsky. 
Bidirectional regulation of human B cell responses by CD40-CD40 ligand interactions. J./n111111110/. l 58 
( 10):4620-4633. 1997. 

157 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



TESIS CON 
FAI.T" .--

263.- A .. W. Heath, R. Chang, N. Harada, L. Santos-Argume o, J.- Gord.;n, C. Hannum, D. Campbell, A. B. 
Shanaf"elt; E; A. Clark, R. Torres, and . Antibodies to murine CD40 stimulate normal B lymphocytes but 
inhibit prolif"eration of" B lymphoma cells. Cell Immunol. 152 (2):468-480, 1993. 

264.- M. c.·eergtnan, J ... F,'At~rep;. j\: e; Grammer, and P. E. Lipsky. Ligation of"CD40 influences the fünction of" 
human Ig-secreting B_cellhybridomas both positively and negatively. J.lmmimol. 156 (9):31 18-3132, 1996. 

" -- -- --. - ~ --- --- -- - ':-::-;. -

265.- T~~-~ oUfci;··. ~Ji~:±:M ¿d~:n-a"~ K--~~·o··nta~i~ a nd P. W. Kincade. C haracteristics o fe arly m urine B -lymphocyte 
J>recursors and, theirdirect s~sitivity to negative regulators. Blood 97 (9):2708-2715, 2001. 

266.-J. i,¡'J'l~;'~!·L'J~~lf~:;~~l~~~~¡..:;', J. L. Liesveld, C. N. Abboud, and D. H. Ryan. TGF-beta downCregulates 
.stromaLILé7;°~ecretion ··imd inhibits prolif"eration of" human B cell precursors. J.Immunol. 159-.. (I):.1'1_7~125, 
1997 ' . ,_ - . ' ,--·- -,:-_7 - - ::~ ¡-;~, ;, . ··: ·:; 

, ·:,-,,~ .:_:~:;~fT'.;f~~~:;~·.:.:~:~.~·::: _~--- .. -:-.. ~: .. ,·-·::-·· :·_-'"· :. __ -- ---·-. · -·. ~--t: ~ .. ·:~,-<--
267 .- ·caldel-óri; .R~- ~,~.ols.'·~Csultados no publicados.. _ ._ ,,~_\~~~-;~;:.;_:~·,-~(r~,I~~- ·:::~~ 

.268:ct~~~~~Z-~:~i~t~~~~~-:uª~~=';ª~~~-~~:::.~;,1~~i~~ir~~;.;~lf-·.l;i~1~t:2~1,1¡V:~~~k~~s~~~~"c~i~~ of" 

· ~69~-~ K.: .Ma~uda, _J. Wang, and T. Watanabe._. Reduce~);u~ceptibility~_to ,:,i:~s~~edi.ated:_ap~pt~sis ·~_in:: B~ _t ·; cells. 

E~~·~r~~';.~~~I'~~:~/ ~. 2 7 (2 ):449-455' J 9~7.. .' _·.~e-~;~-;~~--~~:',~~~~; 11:~h}~?i~~f ~iii~~~f~~~~-i:~~~~~~-~;~f~~1;:~l;~~:~~~~~!fil$if::J<~i:~{~~~¡~~'.011~i}::~~t'·~:- .'· :- . 
270."." J. :o .. Cyster and C. C. Goodnow. Proteió_·_ t~os~ne~~ p~OSp_~ritaS~,,'.1.C~ TI'~~a1~.Ve1)',: ~~·guJUteS'~·antige~'., rece'ptor 

signaling in B lymphocytes and deterrnines.thresholds f"or'·negative''sélection;'J11foiu;,;1f·2 '(¡);13:C24;:.1995_ 
- . · .. · . - ~ . - _ ·.:··= : :_~ .:-:~~:ii:.:,;r::~~:::_;_~~~1:6.A~,i'i'r{.~:f,~~;~:)~'::.~!Y~~}~Y~r::~:;?~f~~·~~~,7~;;;¡~;x~·;~:o~~¡;~} ~;;Q~~::r;~:~;&;.~:'.-~" Y';\-;·~:-> 

271.- K: L; Hippen, L. E. Tze, and T. W. Behrens:'COs:maintáiiiii"toleran·ce'in'anergié:éB;celJs:•:1,&p:·Meél.' 1.91 

(5)~883-890. 2ººº· ·. · .. : ,, ;;f ~~~-z~:}~~fi.~~;;;2i;~10;.;~;i~::j~~9~~~i1~1;~f .. r~?.~'.~JJ}·l~t~(0~:fl::'.;';,, .. •.·. 
272.-.F. H. Durie, A. Aruffo. J. Ledbetter. K. M."Crass·;; \V~~:· Greén;i L)D'.j ¡:-3.si;'iuid ,R:':•J;jNoélleJ'Antibody 10 

the Jigand or CD40. gp39. blocks the ~cc·urren_ce·_~a·r,·th~e.~_tiéUie~:anatCh'ronic;_ro·r:ms~-or:. grart~vs~hOs(:dis:ease .. 

J.clin.Invest:94 (3):1333-1338, 19,~~~~:¿,;~;t::~;&f{~(¡~~J:~~t~l~~; .. .· .. , ' _ ~F~;:,'" .· 
273.- B. R. B lazar, P.A. Taylor, A. Panoskaltsis~Mortari;J :"B uhlmi:m, ,J;éxu;;R. .. , avell;-R'. Komgold, R. 

Noelle, and D. A. Valiera .. Blockade" .. ºf"iCD40:'ligarid~CD40:,ifúéraction:iiínpáirs\CD4+'l:T: .. •:ceHCmediated 

~~~~~~~~:~'.ti 5~Y<;~,~~~;;;:s1 ~f~~:t?:~t~;~~l~~t1i~r~}~:;~~J~~~[~~~~jl~~~~~~;;~~~J·t7~sp1~"'.~tion.-
274.- S. B. Gauld, J. M .. Dal Porto; and 1: c;·,ca~bier:B,i:ell antigen receptor' signaling:' rol.es in ·cell development 

and disease. Science296.(5573):1641~1642;'·2002.' ·" -.· ·.,, ·- .. -.... ','º,. -,:· 

275.- s. B~ Ga;;Jd, J; !1.:i.''ó~1:~cino,_'~~di:\j_-:¿3,.;;¡:,;;,~. http.://stke.sciencemag.org/cgi/cm/CMP _6909. Mayo, 2002. 
, . ·. '".-, ,~- ·\ .• -· '-''><" <·/-- ·:-- .. '"-'~· ~:- '..'; 

276.- ~- J.'·.cuO~~¡ilgh·~m::·i~'rge~·~~:~be·r5_··c;r .. ·cc11s in nonnal mice produce antibody components of isologous 
eryth'cocytes::Natw;e 252 .(~485):749-751, 1974. 

277.- E: i:i .. ,;~J~'¡{~::~Y~~;;,esl;~ and ·R. S. Geha. Structure of"thc murine CD40 ligand gene. Jl..lol.!mmimol. 31 
( 12):,895~900~ 19-9~ ... ~: . . . . 

278.- T' Higuchi, Y. Aiba, T. Nomura, J. Matsuda, K. Mochida. M. Suzuki. H. Kikutani. T. Honjo. K. Nishioka. 
and.T ... Tsu~ata. Cutting Edge: Ectopic expression ofCD40 ligand on B cclls induces lupus-like autoimmune 
disease.J.Immunol. 168 (1):9-12, 2002. 

279.-S. O. Khare, l. Sarosi, X. Z. Xia. S. McCabe. K. Miner, l. Solovyev, N. Hawkins, M. Kelley, D. Chang. G. 
Van, L. R oss, J. O elaney, L. W ang, D. L acey, W. J. Boyle, a nd H . H su. Severe B e ell h yperplasia a nd 
autoimmune diseasc in TALL-1 transgeni.c mice. Pruc,Natl.Acad.Sci.U.S.A 97 (7):3370-3375. 2000. 

158 



El presente trabajo se realizó en el La Unidad de Investigación Médica en Enfermedades 

Autoirununes, del Hospital de Especialidades del Centro Medico Nacional siglo XXI, IMSS, 

en México D.F.; en la Immunobiology Section, Howard Hughes Medica! Institute. Yale School 

of Medicine, en New Haven, CT. EUA; y en el Centro de Investigaciones Sobre Enfermedades 

Infecciosas (CISEI) del Instituto Nacional de Salud Pública, en Cuernavaca, Morelos, México. 

Este trabajo se realizó gracias al apoyo económico de la Fundación UNAM, a través del 

programa de apoyo a estudiantes distinguidos para estancias en el extranjero (Jesús Martínez 

B, 1996); The Howard Hughes Medica! Institute (Jesús Martíncz B, 1997); Programa de Beca­

Crédito del CONACyT e Instituto Mexicano del Seguro Social (Jesús Martínez B, 1997-2000), 

Proyecto 308999-M de CONACyT (José Moreno Rodríguez. 2000-2002). 

159 

'l'ESlS CON 
Fl\1..LA DE ORIGEN 



,,~,_, . .,, .. 
1. !•,! 
v .. · .. !' 

Does CD40 Ligation Induce B Cell Negative Selection?1 

Jesús Martíncz-Barnetehe, * Vicente 1'1adrid-1'-larina, -t Richard A. Flavell, ~ and José ;\·Joreno* 2 

Bindini,: of" CDIS4 10 its receptor. co.au .. pro,cidcs costhnululion íor mar u re 11 ccll ac1h·a1ion and ditTcrcnlliation in response 10 Ai: 
rcccplor si¡:nals. In nlicc., &.•arly B ccll precuriiors express co.ao .. bue ils functlon at this !llta..:;c is unknown. \.\.'e cxanlincd thc clfccts 
or CD40 li&,:ution during B ccll onlogcny in traH!llJ:C1tic mic:c con!i.liluthcly cxprc!llsin¡.: CDIS4 un B ccll'li (KEP-CD154). Prl"cursur!ll 
bcyoud pro-U cclls wcrc abscnt in adull bonc marro~· hui wcr1..• incrcascd in thc f"ctal Jh·er. N'c"-·born KEP-COIS4 n1icc had lar¡.:l.'ly 
incrcau•d numbcrs ofpcriphcrad U cclls,. ~·hich wcre CDts.a-.. and that 36 h aftcr birth cx1•rcs:i.cd hi¡:h surfwicc lcvcls oíCD23 and 
l\tHC class 11. rcsemblin¡: aclivatcd maturc H cclls. Nc,.·crthclcss. KEP-CDl54 rnicc wcrc hy1wi:anuna1:lobulincmic .. indicalin¡.: that 
•he expandcd populalion or apparently ac1h·atcd B cl.!ll• ,..,·as nonrunctional. t-~urlhcr anal,.·sis rcvcaled lhal soon aílt.•r hirth. 
tcEP-CDl54 mice-derivcd B cells bccarnc CDS+/Fas+ .. aílcr "·hich proi:rcuh·el)' dccrcascd in lhc pt."riphcr!'· in a CDIS4-CD40-
dcpcndeut rnanncr. Thcsc rc!l>ulls lndicutc lhal CD40 lii.:alion durini.: IJ ccll 0111ui:cny induces nci.:ath·c sclcclion charac1crizcd hy 
dUu.•r hyporcsponsivcncss or un arrcsl in ma1ura1io11 dcpcndini: on lhc lime or anal,.·si"ii anti lhc anwtontic silc !>ludicd. Tlle 
Jour11ul tif l111111u11oloJ.:J". 2002. 168: 1042:-1049. 

T ccll-dependcnt D cell activution bcgins \\'ith I3 ccll Ag re­
ceptor (DCR)3 cross-linking. followcd by costin1ulutory mol­
cculc and cytokinc signa Is ( 1-3 ). Thc bcst charJ.cterizcd co­

stimulatory signal for B cclls is dclivcred by activatcd T cells by 
mcans ofthc TNF family molcculc CDtS4 to C040, a TNFR fomily 
membcr (4-7). Thc biological ctfccts induced by CD40 ligation on B 
cells includc: prolifcration (8, 9). dilfercn1imion into Ab-sccrcting 
cclls (7. 10. 11 ). and isot)'J'4.!•S\\'itching (7. 12-14). 

Ouring ontogcny. B ccll prccursors scqucntiully cxprcss severa! 
genes and rcccptors. sorne of which are involvcd in thcir matura­
tion. Thc CD40 receptor is cx.prcsscd during B ccll omogcny but 
its possiblc f"unction in carly B ccll prccursors is unknown. In 
micc. CD40 cxpression was first dctcctcd at tite prc-B ccll stagc 
(15)~ diffcring from humans. whcrc C040 is first sccn on pro-B 
cclls (4). 

Thc majority of infonnation on thc role of CD40 in B ccll func­
tion relates to its positive ctJCcts on prolifcration and diffcrcntia­
tion. 1 lowcvcr, dcpcnding on thc stagc of ditfcrcntiation und/or 
functional state, CD40 can also ncgativcly influcncc B cells (16. 
17). Thus, CD40 plus BCR signaling on imrnaturc B cclls lcads to 
tolcrance and Fas-FasL dcpendcnt exclusion from germinal centcrs 

•Kcscarc:h Uni1 on AUloimmunc Di10Ca:;c5 0 Ccn1ro M.:dico Nacional Siglo XXI. Jn­
s1i1uto Mexicano del Seguro Social. MC11;ico City. Distrito Federal. MC:dc:o; 'Dcp:u1-
mcn1 of Molecular Virology. Centcr for Rcscarch in lnfcc1ious Discascs. Jnslituto 
Nacional de Salud l'üblica. Cucm.1.vaca. ,._.1C11;ico; :scc1ion of lmmunobiology. 
lloward llughcs Medica! Jnsti1u1e. Yalc Univcnity Sc:hool of Medicine. Ncw lla\·cn. 
CT 06520 

Keecivcd for puhlication C>ctobcr 9, 2001. Acc:cplcd Cor puhlieation !'-101o-cmbcr 
29. 2001. 

l11c costs oí publieation of this aniclc wcrc dcfruycd in imn by thc paymcnl of pngc 
ehargcs. This aniclc mus1 thcrcforc he hcrchy marked ""''"-'rli~''"'''nl in uccordancc 
with J 8 U.S.C. Scction 1734 solcly to indicare this fac1. 
1 This work was panially t.uppuncd by Gr.mt 30899-M frurn Coni.cjo Nacional de 
Ciencia y Tccnologin (10 J.M.). J.M..JJ. was supfl'.1ned by s.:hularshipt. from Funda­
ción Universidad Sacional Autónoma de MCxico. M.:"'ico Consc.-jo Naciorml de Cien­
cia y TccnC1lo~ia.. and Instituto ,._.1cxieuno dd Sc¡:uro So.:ial. R.A.f. ¡,. an invcsligator 
of 1hc J loward 1 Jughcs Medica! Jnstilutc. 
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.> Abbrcviationli UJi.cd in this papcr: DCR.. ll ccll Ag receptor: BM, bonc man-ow; llEL. 
hcn cgg JyMJliOmc; LN. lymph node: 1sM. tntnsgcnic micc; WT. vdld typc. 
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( 16). Morcovcr. undcr ccnain circumstanccs. CD40 ligution stops 
tenninal B ccll dilfcrcntiation in micc ( 17) and can also inhibit lg 
sccrction by humun tonsilar lgD- memory B cells ( 18). 

In nonnal individuals. autorcactive B cclls urc inactivated in 
ditfcrent ways h:ading to tolcrancc. Aftcr BCR signaling. mainly in 
thc pcriphcry .. immaturc lgM + B ce lis follow onc of three fi.ncs: 
receptor cditing ( 19. 20). clonal dclction (21 ). or clo11al ancrgy 
(22). Although CD40 uppears to panicipatc in B ccll clonal anergy 
(23. 24). its possible role in othcr fonns of B ccll tolcrancc has not 
bccn clarificd. 

J lowcvcr. abnorn1al CD l S4 cxprcssion can induce a patholog­
ical statc. Thus. constitutivc CD 154 cxprcssion in thc skin rcsults 
in T ccll-mcdiatcd local uutoimmunc discasc, through uctiv:.ition of 
Langcrhans dendritic cclls. in addition to autoantibody-mcdiatcd 
sys1cn1ic conncctivc tissuc discasc (2S). Thc lattcr could be duc to 
a dircct cffcct of CD 154 on B cclls. lcading to B ccll hypcrrespon­
sivcncss to BCR signaling. which in thc case of self-reactivc B 
cclls would rcsult in autoantibody switch rccombination and se­
crction (7. 14). Most pathogcnic autoantibodics bcar isotypcs 
which are dcpcndcnt of CD40-CD J 54 intcractions such as lgG. lt 
was reponed that pcriphcral blood B cclls of systcmic lupus cry­
thcmatosus paticnts (27-29). as '\Vell as mi ce models of systcmic 
lupus crythcmatosus (30) constitutivcly cxprcss CD 154. J-lowcvcr. 
its possible role in thc pathogcncsis of autoantibody production 
was not cxamincd. Although nonnal B cclls havc ulso bccn found 
to cxprcss CD 154 (3 1,32). its mcaning is unknown. 

CD40 ligation could also influcnce B ccll fatc during positive 
and/or ncgativc sclcction. as suggcstcd by thc incrca:-;c in autorc­
activc B cclls in human CDJS4 dcficiency (33). Thus. whilc 
CDl54-C040 is ncccssary far terminal B ccll ditfcrcntiation and 
pathogcnic autoimmunity. its abscnce altcrs shaping: of thc B ccll 
rcpenoirc. 

To gain insight on thc cffccts of augmcntcd CD40 ligation on B 
cells. and to examine a possiblc role of CD l 54-CD40 in B ccll 
ontogcny in vivo. we gcncratcd transgcnic micc (tgM) with sclcc­
tivc cxprcssion of CD 1 54 by B cclls. Ahhough thcsc micc havc an 
carly cxpansion of B cclls. adult mice show a profound rcduction 
of thc pcripheral B ccll companmcnt duc to both pcripheral loss 
and failurc of B ccll maturation during early stagcs of bone mar­
row (BM) (2) lymphopoicsis. 
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Materlals and Methods 
P/a.!>·mid.s and construct.!>· 

Thc CDl54 cDNA (kindly providcd by Dr. M. Bcnon. Univcrsity of Ar· 
izona. Tuscon, AZ (34) was inscrtcd in o plasmid containing thc K.14 
13-globin cassette (kindly providcd by Dr. E. Fuchs. Univcrsity of Michi· 
gan. Ann Arbor, MI), whcrc thc Kl4 promotcr was sub~titutcd by a 1.6·1..b 
K frogmcnt of thc plasmid pKcnVKpr. a gifi of Dr. U. Storb (Univcrsity of 
Chicago, Chicago, JL; Fig. la). which contains a cassette with thc VK 
imronic cnhanccr. linkcd 10 thc VK pro1nolcr. To cxcise thc cntirc K en­
ha11ccr/promo1er cassette, n sccond //i11dlll site of pKcnV,,.pr locatcd be· 
twecn thc cnhancer and promotcr was climinated by paninl //indHI digcs· 
tion, followcd by isolation of thc linearized plnsmid, which was thcn 
fillcd·in with Klcnow DNA polymcmsc and n:·ligutcd with T4 DNA ligase 
(Lifc Tcchnologics, Rockvillc. MD). Thc K enhanccr/promotcr cassette 
was subcloncd by blunl Jigation ofa fillcd-in lli11dlll-.\"bul frugmcnt into a 
filled·in A\.'al si1c ofthc COl54/Kl4 plasmid, whcrc thc 0.8-kb human (3 
globin in1ron was Jcn downstrcam of thc promoter as a splicing donar, 
followcd by CDl54, and thc 3' untmnslatcd r-cgion ofthc human Kl4 gcni:, 
rcspcctivcly. Wc rcfi:r 10 this construct as ,,.F.P-CDl 54. 

/\fice 

tgM cxpr-cssing CD 154 on B cclls (KEP-CD 1 5.; micc) werc gcncrated by 
microinjcction of(C57BL/6xC311)F1 zygotcs with a //i11dlll-EcuRI 3.6 kb 
frogmcnt of KEP-CDJ54 containing thc lg K rcgulatory elcmcnts, COl54 
cDNA. plus K14-splicing and poly(A) signals. Thc potcntiully tronsgenic 
progcny was scrccned by Southcrn blot of 10 µg Xbal-digcstcd tail 
gcnomic DNA with u [32 P]dCTP-labch:d 0.8-J..b human J1-globin pr-obc. 
Funhcr scrccning was eonduc1cd in gi:nomie tail DNA by PCR umplilica­
tion ofa CDl54 cDNA 0.8 kb fragment with thc primcr-s: 5'-GGA AlT 
CTG CAG ATC ATO ATA GAA ACA-3' and S'-GGG CCC TCT AGA 
ACA GCG CAC TGT TCA-3' in 1 X PCR buffer, 1 .5 mM MgCl2, at 95ºC. 
55ºC. and 72°C for 30 s cach, for 35 cyclcs. 

C040 KO in 129/v background micc (kindly prm,.idcd by Dr. R. Gcha, 
lfarvard f\.1cdical School. Boston. MA; Rcf. 35) wcrc maintnincd in 129/v 
backgr-ound and wcrc cro:.:.cd with i<EP-CD 1 54 micc. Scrccning of 
CD40_,_ progcny was conductcd wi1h appropriatc primers by PCR as 
dcscribcd (35) and homozigocity for null C040 allclcs was dctcnnincd by 
tlow cytomclry nnalysis of pcriphcral blood lymphocytcs with anti-CD4U­
PE-conjugated mAb (BD PharMingcn, San Diego. CA). 

C57BL/6 tl.104 anti-hen cgg white lysosomc (l IEL) lg trJn!'!.genics (22), 
werc maintaincd in CS7BL/6 background and identificd by flow cytomctry 
analysis ofpcriphcrol blood lymphocy1cs with anti-B220-FITC-conjugaled 
mAb and biotinylatcd llEL. followcd by strcptavidin-PC:. (Jackson Iinmu· 
noRcscarch Laboratorics, Wcst Gr-ove. PA). Dui: thc virtual absi:ncc of 
pcriphcral B ci:lls. gcno1yping of 1<EP-CDIS4:-c.MD4 doublc tgM was 
achicvcd by PCR as dcscribcd in http://w'l.Vw.jux.org/rc:.ourccs. 

Bccau:.c mo:.t KEP-CDI 54 had grnwth rctar-dation, rcduccd lifcspan (an 
average of 6 mo). and lowcr br-ccding capo1city than nonnal micc, they wcrc 
maintaincd in a J 29/v cn.io-i- background. which improvcd thcir hcalth 
status. F 1 crossi:s of KEP·CDI 54/Cn.;o-i- with CS7BL/6 micc wcrc uscd 
tOr 1nost cxpcrimcnts. All 1nicc strains wcrc maimaincd in thc convcntional 
facility at thc Instituto Nacional de Salud Pública (Cucrnavuca, Mcxico). 
Ali micc cxpcrimcnts wcrc pcrfonncd in cornpliancc with inti:ma1ional and 
institutional guidclincs, and thc pr-otocol was approvcd by thc Ethic:o Com· 
mittcc or thc Coordinación de Investigación Médica. lnsli1u10 tl.1cxicano 
del Seguro Social, l\.1cxico. 

Semiquunrirutil'e .south~rn RT-PCR 

Total RNA was obtnincd fro1n ti~suc homogcnalcs in TRlzol r-eagcnl (Lifc 
TcchnologicsJ according to manufnciurcr instructions with a second rc­
cxtruetion to cnsurc climination of gi:nomic DNA. A total of 5 µ.g RNA 
was ri:versc-transcribcd with Supcrscript 11 RT (Lifc Tcchnologii:s) and 
1125 rcaction vol u me was amplified by PCR with thi: oligonuclcotidc pairs: 
CDl54 Gp.39F (363-385): 5•.QGA TCC TCA AAT TGC AGC ACA 
CG-3" and C0154 /sost:r (891-617): 5'-CTC TCA GAT CCA ATG CTG 
GGC TTC AGC-3 • di:scribcd by Armit.:J.gc et al. (36) for CD 154 cxprcssion 
and. as an interna! control with J)-actin primcrs 5'-CCA AGG CCA ACC 
GCG AGA AGA TGA C-3• and S'·AGG GTA CAT GGT GGT GCC 
GCC AGA C-3•. Thc CDl54 primcrs amplify o 255 bp fragment spanning 
cxons 4 und 5, which in wild·typc (WT) micc allows thc distinction bc­
twccn genomic DNA from cDNA. Aflcr a 15 cycle amplification. samplcs 
wcrc run in 2% ogarosc gcls and transfcrrcd onto nylon membrancs (Hy­
Bond N; Amcrsha.m Phannacia. Buckinghamshire. U.K.) in 20 X SCC. 
thcn hybridizcd nt 60ºC with alkalinc phoshatasc-labclcd CD 154 and {3-ac­
tin cDNA probcs, dctcctcd with a chcmilumcsccnt kit according 10 man-

ufacturer instructions (AlkPhos; Amcrsham Phannacia) and cxposcd for 
1 h to flypcrfilm ECL (Amcrsham Phannaciu). 

Lymphoid cel/ preparations 

Splccn cclls wcrc obtaincd in FACS buffer (PBS. pll 7.4. 2% FBS, 5 mM 
EDTA, lo/u rJbbit 1>crum, and 0.1% NaN3 ) by dissocia1ion ofsplci:ns be· 
twccn fro~tcd glass slide:.. IlM cclls wcrc obtaincd by injccting 0.75 mi of 
F ACS buffer in onc cnd of thc fcmur. and collccting 1hc cel Is at lhi: othcr 
cnd. Fetal liver cclls werc obtaincd from timcd matings or thc diffcrcnt 
micc combinations, ns dcscribcd for splcen cclls. Con1aminating RBC in all 
ccll suspcnsions w<"rc eliminatcd with 0.16 M Nll~CI butrer, and thcn 
washcd twicc in FACS buffer. Thc total ccll numbcr in cach suspcnsion 
was cs.timuti:d by cuunting in a hcmocytomctcr. 

Ce// :.·ruining und ftow c:i•rom&Hry u11a(1•sis 

A total of 1 X 1 o" cclls wcrc rcac1i:J in FACS buffer for 20 min on ice '1.Vilh 
combinations of thc following conjugati:d mAb: anti·H:?:?O/CyChromc or 
FITC. anti-CD43 (57)0 PE, anti-Br-1-FITC (Ly-64). ami·CD:?J-rE. anti­
FAS (Jo2)1biotin, anti-CD24-biotin (30-F1), anti-lgM (LoMc9)-FITC. anti­
lgO-biotin, anti-C040-FITC, ami-CD 1 54 (MR 1 )-biotin. anti-CDS-PE, and 
ami·Thy 1.2-biotin (BO PharMingcn). In cxpcrimcnts with MD.; tgM. spc­
cific U cclls wcrc labclcd with biotinylatcd llEL. Strcptavidin-FJTC. 
strcptavidin-PE or strcptavidin·PcrCP (BD Phartl.1ingcn) wcrc uscd as o 
sccond labd for biotin-conjugatcd rcagcnts. Samplcs wcrc n.in on a dual 
lasi:r FACSCnlibur and analyzcd with CcllQuc!'l.t soflwar-c (BD lmmuno· 
cytomi:try Sys1cms, Mountain Vicw. CA). 

Serum lg.!>· 

Thcsc wcrc dctcrmincd by an ELISA mi:thod with bio1inylatcd mhbit anti­
rnousc isotypc-spccific Ahs followcd by l JRP-lnbclcd strcptaviJin in poly­
styrcnc plati:s (Nunc. Ro!'>kitdc, Dcnmark) eoatcd with pnlyvulcnt goal anti­
mou:.c Jg. Platcs wcr-c rcad in an automatcd ELISA render (Labsystcms. 
llclsinki, FinlandJ at 492 nm. All ELISA rcagents were purchascd from 
Zymcd Labora1orics (San Froncbco. CA). 

Results 
KEP-CD/54 mice 

Six of 10 KEP-CDIS4 transgcnic foundcrs wcrc runtcd. nnd dicd 
befare 4 wk of ngc. which prccludcd furthcr analysis. Thc rcmain­
ing four foundcrs wcrc backcrosscd to C57BL/6 micc f"or furthcr 
analysis. Scmiquantitativc RT-PCR showcd maximal transgcnc 
cxprcssion in thc splccn. followcd by lymph nades (LN), thymus. 
lung. and adult Jivcr (Fig. le). 

Decreused n11mbc~r <!r periphcrul B L0 e/J1!>· in uúult 
1<.EP-CD/54 mice 

Prcliminary flo\.V cytomctric annlysis aiming at dcfining transgcnc 
ex.pn:ssion in 8-wk .. old KbEP .. CD 154 mice revealed :i mnrked dc­
crcasc of D220+ cclls in pcriphcral blood, LN. splccn. BM. and 
pcritoncal cnvity (not shown). Thc microscopic architccturc of LN 
and splccn was abnorrnal with incrcascd whitc pulp. poorly dcfincd 
f'olliclcs. and abscnt germinal ccntcrs (Fig. 2). As thcsc findings 
werc consistcnt in all surviving transgcnic lincs. thc resuhs prc­
scntcd hcrcaftcr derive from analysis ofonc rcprcscntativt: tinc. 28. 

Ahhough splccns of 10- to 12-wk-old KEP-CDIS4 micc had 
about half thc total ccll numbcr as nontmnsgcnic lincnnatcs. D 
cclls wcrc dccrcascJ by at lcast 15-fold (Fig. 3u). This was rnorc 
cvidcm in LN. whcrc 8220 .. cclls wcrc lcss thnn 3% (data not 
shown). Thc fcw rcmaining B220 ... but no other cells. in thc 
splccns of KEP-CDIS-1 micc cxprcsscd low dcnsity CD154 (Fig. 
1 b). Additional findings includcd slightly incrcascd T ccll numbcrs 
and grcatly incrcascd Mac-1 + /Gr-1 .. cclls in splccns and LN of' 
1 O- to 12-wk-old 11<EP-CD 154 micc (data not shown). Thc B ccll 
defect in KEP-CDl54 micc was due to CDJ54-CD40 ligand-rc­
ccptor intcrJction. as B ccll numbers in adult KEP-CD 1 54-trans­
gcnic-C040_,_ micc (35) wcrc normal (Fig. 2b). 

-l&l-



TESIS CCN 
FALIJ\. DE o;-{(GEN CDJS4-INDUCED B CELL NEGATJVE SELECTION 

a 

C WT 
t23"1567tt 

... C01!:>4 

___ .,. __ lli ...... ll!I••••·•c"n 
FIGURE l. Gcncration and charactcrizution of ,...EP-CDl54 tgM. c1. 

Construct uscd to gcncratc "'EP'-CDJ 54 micc and primen.; uscd to amplify 
CDl54 mcssagc by RT-PCR. Thc uppcr part i.hows primer nnncnling with 
CDIS4 cxons four and fivc. b, FACS analysis with biotin-anti-CDl54. 
followcd by s1rcp1avidin-PE of splcnocytcs from 4- and 8-wk-old ,..-:EP­
CDI 54 (dottcd lincs) or nonnal (shadcd histograms) micc. gatcd on B220 ... 
cclls (FITC-B220). c. Scmiquantit.stivc RT-PCR nnaly:.is of total RNA 
ob1aincd from thc imJicatcd tissuc:. of KEP-CD 15-1 or control micc ampli­
ficd with primcrs for COI 54 (a) or tJ-actin and hybridizcd with cquivalcnt 
cDNA probcs. Lunes: 1) :.plccn; 2) LN; 3) BM; 4) liver; 5) kiJncy; 6) CNS; 
7) skclctal musclc; 8) lung. 

Age-tlependent B ce// tl<-:ficiency in KEP-CD/S./ mice 

Ten to 12-wk-old t<EP-CD154 micc hnd fcw pcriphcral B cclls. 
which in oldcr micc wcrc onty vcstigcs. Thcrcforc. wc cxamincd 
thc KEP-CDJ54 B ccll compartmcnt from ncwbom to adult ani­
mals in grcotcr dctail. Ncwbom KEP-CD l 54 splccns. had nvicc 
total B ccll numbers as control micc (Fig. 3c). indicnting that dur­
ing fetal lifc. B ceJls wcre gcncratcd and cxpandcd in KEP-CDI 54 
mice. At two wccks. 1<EP-CD154 micc had cnlargcd splccns (Fig;. 
2u) and thc numbcr of pcriphcral B cclls was cvcn largcr. until 4 
·wk. whcn both rclativc and absolutc B ccll counts progrcssivcly 
dcclincd until almost abscnt (Fig. 3c). Thcsc data suggcst that thc 
B ccll dcfcct in KEP-CD 154 micc. is duc to a pcr-iphcral loss that 
occurs ::aftcr binh. 
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FIGURE 3- ª• B eell defickncy in adult ..:EP-CD 154. Ahsolutc numbcr 
ofsplcnocytes and 8220 ... ccll coums from 10- to 12-wk-old "'EP-CDl54 
or nomml micc. Resultl't rcprcscnt thc mean : SE~I of fi"·c indepcmJcnt 
analysis. WT. '' = 10; KEP-CDl54. n = 9. b. CD40·CD154-depcndent B 
ccll loss in ..:EP-CDl54. Absolutc B ecll counts in splccns ofCD4o'"··-. 
CD40 .... ,_ ...:EJ>-CDl54, CD40_,_. and C040_,_ KE'P-CDIS4 miec. 
l\1can :: SEM oftwo indepcndcnt cxperimcnts are shown. c. Pcripheral B 
cclt companmcnt in 1CCP-CDl54 il't cxpomJed during carly tifc followcd by 
r.1pid and progrcssivc B cell loss. Total 8220 ... cclls in ~plccns from 1-2 
days. and 2-. 4-. 10· to 12-. ami 32-wk-oh..I ..:EP-CDl54 <•>. ur littcnna1c 
control micc (0). J. U lymphopoicsis in ..:f!P-CD 1 54 is cnhanccd in nco­
nmal liver but supprestooed in adult B~1. Total B (1122.0 ... ) cclls (squarcs) and 
0220-/lgfl..1- (pro-B T prc-B, eirclcs) eclls in I· to 2-day-old livcr and 2-, 
4-. 10- to 12-. and 32-wk-old nticc BM. Data reprcscnt thc mean=:: SE~1 
of 14 indcpcndcnt analysis ('\VT. n = 2.9. ,.;:EP-CDIS4. 11 = 27). 

Deficient B ce// muturutiun in tire.! Bf~I but not in th~ .retal /il'c.'r 
qfKEP-CD/5./ mice 

During fetal lifc in mamm::als. B ccll lymphopoicsis occurs in thc 
livcr9 ulthough afler binh it takcs pl::acc in BM (37). Fetal KEP­
CD1S4 micc appearcd to h::avc a spared B ccll lymphopoiesis as 
indicatcd by the B ccll expansion from binh to 2 wk of::agc. llow ... 
cvcr. thc inability to rcplcnish thc B ccll companmcnt aficr this 
time suggcstcd that in addition to thc pcriphcral B ccll loss. KEP­
CD 154 BJ\.1 wa:o> unable ofgcncrnting ncw B cclls. llcncc.13220-+­
ccll~ in llM or in nc\vborn livcrs of •d!P-CD 1 54 and nontransgcnic 
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FIGURE 2:. Rctardcd growth. splcnomcgaly. and abnonnal lymphoid tissuc in ...:EP-CDI 54 tgM. a. Macroscop1c vicw ofa 1<EP-CDI S4 mousc (le.Ji) and control 
lincnnatc (rig/11). showing thc n:tardcd gro"'-1.h and the cnlargc:d. whitish splccn. h. Panorainic vicw of 1CEP-CDI 54 splecn rc\'caling an allcrcd organization and 
prcdominam whitc pulp (H&E XJO, Opto 2.5). c. A closcr Yicw ofthc splccn showing thc inerca!.C ofprolifcrating eells {H&E X20. Opto 3.3). d. Traehcal LN 
of ...:EP-CD154 mousc. showing dilfusc hypcrplasia. disruption of nonnal architccturc ofthc follicular arcas. and vinual abscnec ofgcnninal ecnlcrs (Jl&E X JO. 
Opto 4). e. 1<EP<OIS4 livcr showing nodular lymphoid intiltratcs und hcmatopoictic tbci in portal spaees and acini (lf&E. XIO. Opto 4). 
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Thc Joumal of' lmmunology 

littcnnatcs. wcrc cxan1incd by fJow cytomctry (Fig. 3d). As sccn. 
while B220+ ccll numbers in ncwbom KEP-CDl54 micc livers 
wcrc incrcased when comparcd with nontransgcnic Iittennates. 
from 2 to 32 wk of' agc (thc carlicst and la test agcs cxamincd). total 
0220+ cclls in BM of .cEP-CD154 micc wcrc markcdly dccrcascd. 
Thus. in KEP-CD 1 54 micc, B ccll lymphopoicsis is cnhanccd in 
thc f'ctal livcr. but it is profoundly impaircd in thc DM. Of note. 
both lgM+/8220+ and lgM-/B220+ cclls wcrc incrcased in thc 
livcrs ofncwbom KEP-COl54 micc (scc bclow). 

B ce// muturarion in tire BJ\f ofKEP-CD/54 mice Jza/ts cluring 
or afier the pro-B ce// stage 

B ccll ontogcny in thc Ji ver and BM. in micc. urc slightly ditfcrcnt 
(37). J-fowcvcr. in both sites. thc carticst idcntifiable B ccll pre­
cursor is n2201u-1co43+ (pro-B). whcrcas prc-B cclls (thc ncxt 
stugc of diffcrcntiation) are B220+1co43- (38). Thcrefore. wc 
conductcd a dctailed nvo-color FACS analysis of B ccll precursor 
profile in ncwbom livcr and adult BM of KEP-CDl54 mice to 
define at which stagc was B ccll ontogcny impaircd in KEP-CDl54 
mice. and to cstablish possiblc diffcrenccs bctwccn adult BM and 
newbom Jiver. 

As shown in Fig. 4a, at all ages studicd. thc BM of KEP-CDI 54 
micc had nn almost complete abscncc of B2201"'-/CD43- prc-B 
cells. but not of B2201º-/C043 + pro-B cclls. In contrast. and as 
shown abovc. 8220- cclls wcrc increascd in lhc livcrs ofnewbom 
1<EP-CDIS4 mice. lndced. ull B ccll prccursors. rcgordlcss ofthcir 
st.:1gc of maruration. were increascd in thc livers of ncwbom KEP­
CD 154 micc (Figs. 3b und 4b). Similar findings wcre obtoincd in 
18-duy fetal livcrs (data not shown). 

8220 lcvcls on ncwbom KEP-CDIS4 liver B cells (which in 
nonnal ncwborn micc ore immoturc B cclls) wcre highcr than in 
controls (data not shoV••'n). rescmbling the phcnotype of maturc B 
cclls. Control 32-wk-old BM hada rcduccd numbcr of B ccll prc­
cursors. which is age-relatcd (37); yct. KEP-CDl54 BM had onc­
tcnth thc numbcr of prc-B cclls. Finolly. young KEP-CD 1 S4 rnicc 
had u consideroblc numbcr of B220h•¡ih/CD43 - cells in thc BM, 
which havc been considercd by sorne (38) as recirculating B cells. 

Takcn togcther. thcsc results indicatc that transition from pro-B 
to prc-B tukcs place in neonatal KEP-CD154 livcrs and thcir B220 
levcls rescmblc rccirculating B cclls (38). suggcsting an accclcr­
atcd ratc of maturation. whercas in KEP-CDl54 BM. B ccll dc­
vclopmcnt stops during pro-B to prc-B cell transition. The fact that 
lgM-IB220+ cells. rcprcsc.nting ali B ccll precursor stagcs befare 
immaturc B cclls. are also incrcascd in the fetal livcr. indicatcs that 
B cell expansion in fetal and ncwbom KEP-CD 154 micc is duc to 
a signul dclivcrcd in the fetal livcr at either pro-B or pre-O cell 

FIGURE 4. B ccll lymphopoicsis is cnhanccd in 
thc Ji ver of KEP-CD 154 micc, but u.rn:stcd in thc llM 
at thc pro-B ccll .stagc. ª• FACS anaJysis of 2-, 4-. 
and 32-wk-old mousc BM-staincd wilh anti·B220-
FJTC and anli-CD43-PE. e220+1c043• pro·B 
cclls. a2201uw¡c043- prc·B cclls, and B22Qhi•11/ 
CD43- rccirculating mo.turc B cclls are box.cd and 
pcrc:cntagcs are givcn. h. Rcprcscntativc two-color 
histograms of FACS analysis of ncwbom ,.,;EP­
CD J 54 mousc or control lincnnalc livcr cclls 
staincd as in a. 
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stagcs. As thc only diffcrcncc bctwccn KEP-CDl54 and nom1al 
micc is thc transgcne CCD154). it sccrns reasonable to COJ)Clude 
that CD40 signaling at caily stagcs of B cell ontogcny in the f'etal 
livcr or in thc BM has distinct cffccts. Hcncc. CD40 ligation in thc 
BM prevcnts B ccll precursor matur.Uion beyond thc pro-B ccll 
stage. whercas in thc fetal livcr. thc same signal induces B ccll 
expansion followcd by carly matumtion und apparcnt elimination 
in the pcriphcry. 

Arre.si of B ce// clftferenriutian in rlw BJ\4 unú expansiun in rile 
fetal líi.•er of KEP-CDI 54 mice occurs uf a late pro-B ce// ... ·rage 

Exprcssion by B220+1co43+ cclls ofthc heat-stable Ag (CD24) 
und Ly51 (BP-1) subdivide pro-B cclls into thrcc maturational 
stagcs (38). Thc carlicst (fraction A) is CD24-/BP-l-. fmction B 
is C024 ..... /BP-1-. and fraction C is CD24 ... /BP-1 +.To examine at 
which pro-B cclJ stagc B ccll ontogcny was arrestcd in KEP­
CDl 54, BM eclls wcre examincd by four-color FACS analysis for 
B220. CD43. CD24. und llP-1 cxprcssion. Fig. Su shows that A 
und B fractions (C024-/BP-1- and CD24 ... /BP-1-. rcspectivcly) 
wcrc prcscnt in the BM of6- to 8-·wk-old micc. whcreas late pro-O 
cclls (fraction C) were abscnt. Further analysis of B220+ cells with 
CD25 ande-Kit, as dcfined by Melchcrs and Rolink (Reí. 37: Fig. 
Sb) continned thc markcd decrcase of B ccll prccursors aftcr the 
small pn:-BI stagc (CD25 .. /e-Kit-: scc Rcf. 37). This indicatcs 
that B ccll precursor dcvclopmcnt in BM of KEP-CD 154 micc: halts 
uflcr thc first hcavy chain gene rcorrangcmcnt (D-J). 

Similar to the findings by two-color FACS analysis of livcr B 
cells with 0220 and CD43. two-color analysis of KEP-CD l 54 livcr 
cclls with C-Kit and 8220 rcvcalcd an incrcasc of 8220+ /c-Kit­
B cclls that include all stagcs of B ccll differcntiation bcginning 
with small prc-B 1 cclls. funhcr suggcsting that thc signal rcspon­
siblc for B cell cxpansion in the livcr of KEP-CD 154 micc is thc 
same as thc signal that prcvcnts B cell matura.tion in thc BM. most 
likcly CDl54-CD40. 

B cell mururutiun in B,\I uud in the ft'tU/ /iver of KEP-CDJ 54 
mice i.!J• di.smrbecl ut thc lime ofCD154-CD40 e:cprcssion 

As it was clcar that changes in B ccll ontogcny in ncwbom livcr 
and adult BM KbEP-CD 154 werc occurring at u discrcte stagc 
during late pro-O ceJI diffcrcntiation. wc cxnmincd the cxprcssion 
ofCDl54 in KEP-CDl54 mice and CD40 in nonnal B6 mice by 
threc-color FACS analysis with B2:?0 and CD43 plus CD40 or 
CD 154. This was imponant bccause it was reponed that. in mousc. 
CD40 is first cxpresscd at thc pre-B ccll stage, whercas in thc 
human. CD40 is first sccn on pro-D cclls. Fig. 6u shows that nll B 
cell prccursors in nonnal micc. including CD43 + ¡9220+ cells 
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•"IGURE 5. "· Ab~cm:c ofpro-D ccll fraction C. bu1 not fructions A und 
B in 1e:EP-CDl54. Rcsolution ofthc pro-B ccll stagc by four-color FACS 
anulysis of gatcd B:?:?o"" (Pcr-CP)ICD43 • (PE> <;ells srnincd CD:?.4-APC 
and BP-1-FITC. h. Markcd rcductionofCD:?5 ... small pre-DI cclls in 1e:EP­
CD 1 54. Funhcr nnalysis of 6- to 8-wk-old BM B ccll prccursors with 
8220-FITC. c-Kit-APC. nnd CD25-PE.. Plo1s rcprcscnt e-Kit• pra-B cclls 
and CD:?5 • :o.mall pre-U 1 cclls in gatcd u220• cclls. c. U ccll cxpansion in 
1e:EP-CDl54 livcr. Dual-color staining of Ji,,·cr cclls with anti-8220 and 
anti-e-Kit (8220 • 1c-Kit ... carly pro-B cclls and e220-1c-Ki1- prc-B nnd 
maturc B cclls). 

(pro-B) wcrc CD40 ....... Similarly. B220+ cclls in thc Jivcr and llM 
of KEP-CDIS4 micc wcrc CDl54+ (Fig. 6b). TI1is indicatcs 1hat 
thc urrest of pro-B ccll diffcrentiation in KEP-CD J 54 BM. as well 
as B ccll expansion in thc livcr. are coincidcnt with CD40 and 
C0154 cxprcssion. Thc carlicst stagc whcrc CD154 was cxprcsscd 
in KEP-CD 154 B ccll prccursors was in pro-B cclJs {data nor 
shown). 

B cellsfrom yuung KEP-CDIS4 mice lrave a11 acrivated 
phenof)•pc 

Thc finding that B220- cclls in young KEP-CDl54 micc wcrc 
incrcascd atlcr thc cxprcssion C040 and its ligand. suggcstcd 
that CD l 54-CD40 B-ll ccll intcraction in thc fetal Ji ver was 
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FIGURE 6. a. CD40 cxp.-cssion by B cclls and prccursors sincc thc 
pro-B stagc in normal micc. FACS analysis of non-transgcnic 06 (dottcd 
lincs) and CD40_,_ (shadcd histogr.uns) micc BM cclls rcacicd with bi­
otin-anti-CD40. plus streptavidin-PE on 8220-Pcr-CP plus CD43-PE gatcd 
cclls.b. CDIS4 cxprcssion in ..cEP-CDl54 micc st.o.ns in pro-B cclls. FACS 
analysis of ..cEP-CD 154 mousc livcr (left) and BM (righ1) cclls rcactcd with 
biotin-anti-CDl54. plus strcptavidin-PE on B220• gatcd cclls (FITC). 

inducing cxpansion of B ccll prccursors, which could no longcr 
be found in the pcriphery beyond four wk o:f agc. There:forc, it 
was imponant to examine the functional and phcnotypic con­
scqucnccs of" CD40 signaling during fetal B cell ontogcny in 
ncwborn and young adult KEP-CD 154 in pcriphcral B cclls. 
lnitial analysis of thc ccll cyclc in 7-wk-old 1<EP-CD 1 54 micc 
showcd that among thc fcw 13 cclls rcmaining in thcir splccns. 
the propon ion of ce lis in S, G 2 • and M phases of the ccll cyclc 
was highcr than in normal controls (data not shown). Fig. 7. a 
and b. show that. whilc at birth, splcnic KEP-CD154 8220 ... 
cclls had thc samc phcnotypc as controls. As carly as 36 h Jatcr. 
1<EP-CDl54 B cclls c,.;prcsscd continuously incrcasing lcvcls of 
CD23 and M J-IC class 1 J. Morcovc:r. thcir ccll sizc was incrcascd 
as dcmonstrated by a highcr forward scmtcr (data not shown). 
Thcsc rcsuhs indicatc that pcrinatal cngagcmcnt of CD40 on 
KEP-CDIS4 B cclls or thcir prccursors. most Jikcly in thc fetal 
Jivcr. induce curly maturation and cxprcssion of uctivntion 
markcrs. Thus. homotypic pro-ll or prc-B ccll CD40-CD 1 54 
intcraction in fCtal KEP-CO 154 micc livcr appcars to induce 
functional changcs on thcir progcny rcminisccnt of ll ccJI ac· 
tivation. followcd by pcriphcral loss. 

1-·1GURE 7. u and b, Early maturation and a¡;quísition of an activatcd 
phcnolypc by B cclls in ncwbom 1<EP-CDl54. L~/1. Mean fluorcsccncc 
intcnsitks of IAb a.nd C023 in gatcd 82.:?o• splccn cclls al thc indicatcd 
agcs. Ri¡;h1. Rcprcscntativc ™''o-color his1ograms of splccn cclls stnincd 
with 8220-FJTC and anti-IAb-PE (a) or CD23·PE (a) in znicc ofthc indi­
catcJ ugcs. e: and d. lncrcascd CDS and Fas (CD9S) c:11:prcssion by splcnic 
1<EP-CDI 54 B cclls. Thc cxpcrimcnts wcn: pcrfonncd as dcscribcd in u 
and b. but this time staincd with nnli-CD5-PE or biotin-anti-Fas plus 
strcpiavidin-PE. 



Thc Joumat of lmmunology 

TESIS CON 
FALLA DE ORlGEN 

Tlle activated B ce//.)· ofyoung KEP-CD/54 mice are not 
functiona/ 

Ancrgic B cclls, bcfore thcir climination, cxprcss activation mark­
crs and are cxcludcd from cntcring thc splccn folliclcs, nftcr which 
thcy are climinarcd ( t 6), Thc acrivatcd phcnotypc of thc incrcascd 
B cclls found in young KEP-CO 1 S4 micc suggcstcd that thcsc cctls 
could be undcrgoing clonal inactivation bcforc bcing apparcntly 
climinated in thc splecn. Therefore. we indircctly exnmincd the 
functional status of KEP-CDIS4 micc B cclls in vivo by mcasuring 
scrum Jg leve Is. Two-wcck-old KEP-CD 1 S4 micc had slightly in­
crcascd JgM. but nonnal or dccn:ascd Jcvcls ofall othcr Ig isotypcs 
(Fig. 8). Thcsc wcrc cvcn lowcr whcn corrcctcd for thc total B ccll 
numbcr ar each stagc (data not shown). and considcring that. at 
lcasr part of thc Ig dctcctcd was matcmally-dcrivcd. Thus, dcspitc 
thc high numbcrs of activutcd B cclls prcsent. young 1<EP-COI S4 
micc do not have inercascd scrum lgs, indicating that B cclls in 
young 1<EP-CDIS4 micc are not functional, probably uncrgic. 

Peripherul KEP-CD/ 54 B ce//~· ucquire ~;\-pressiun of Fas and 
CDS. ufter wllich they can nu longer be dett!Cled 

Pcriphcrnl elimination of uncrgic B cclls is mediuted by T cclls in 
a CD9S (Fas)-CD40L-l3CR-dcpendcnt manncr (16). Morcover, 
othcr studics huve indic.atcd that B-2 typc D cclls can cxprcss CDS 
(39). which has bccn nssociatcd to tolcrancc induction ( 40). Thcre­
fore, wc cxamincd thc exprcssion of CD9S and CDS by teEP­
CD l S4 D cclls. As scen in Fig. 7. e and ti, in parallcl with thcir 
ucquisition of activation markcrs, KEP-CDIS4 B cc11s becnmc 
Fas+ /CDS ..... rcmaining positivc as they progressivcly decrcascd. 
Thus, thc cxpandcd B ccll population in KEP-CD l S4 mice cxprcss 
surfacc molcculcs. which are involvcd in dclction or tolcrancc in­
duction and rcscmblc c:Jona11y ancrgic B cells. 

'&M '901 tpG:!'• !a02b lsi93 lg:' ,._,.. 
FIGURE H. Dccrcascd scrum lgs in KEP-CDl54 mice. Scrum lg Jcvcls 
of control (e) or KEP-CD 1 54 (0) micc a1 two. four, and 12 wk. Lincs 
(1<EP-CDI 54 doncd, control. coniinuous) represen• mean valucs. Rcsults 
urc cxpresscd as nrbitrn.ry units dcOncd as thc reciproca) valuc of thc di­
lution ncccssary to rcach un 00 of0.5 at 49~ nm. nnd are not corrcctcd f"or 
thc numbcr of O cclls. 

CD5+ B ce.•l/s in KEP-CD/54 t1re B-.2 l)'Pe B ce/Is 

Many authors havc long considcrcd CDS as a marker for the B-1 
rypc B ccll subsct, which uses diffcrent sets of H and L chain V 
rcgion scgments (41 ). TrJnsgcnic exprcssion of rcarrangcd lg 
genes that use V rcgions bclonging to cither B-1 or B-2 typc B 
cclls lcads to dcvclopment of only the B ccll subset eorrcsponding 
to thc V rcgion in thc rcarrangcd gene (42). To determine whethcr 
thc CDS+ B ccll population prcscnt in KEP-CDJS4 mice reprc­
scntcd B-1 or B-2 rypc B cclls, KEP-CD l S4 micc wcrc crosscd to 
micc carrying rcarranged transgcnic B-2 rypc Ig J 1 and L cha in 
genes spccific for J IEL (22). This cxpcrimcnt was imporrant for 
two rcasons: firsr. to define if cxprcssion of u rcurr.angcd Ag re­
ceptor bcfore CD40 ligution could rescue B c.:11 precursors: scc­
ond, bccausc thcsc mice should only dcvclop B-2 rypc B cclls, and 
thcrcforc, if CDS werc only a B-1 ccll mnrkcr. no CDS-+ cclls 
would be f"ound in doublc tgM tbr anti-1 IEL-KEP and COI S4. Fig. 
9 shows that 1 IEL-binding B cclls in anti-1JEL-KEP-CD1 S4 doublc 
tg~f wcrc CDS.,._ with no remarkablc ditfcrcnccs to KEP-CD 1 S4 
mice. Thcsc rcsults indicatc that CDS+ B cells in both KEP-COJ S4 
and anti-HEL-KEP-CD 154 doublc tg;\1 are B-2 typc B cclls and 
are. thcrefon:. in agrccmcnt with obscrvations. that CDS cxprcs­
sion by B cclls is not rcstrictcd to thc B-1 subsct (39). ~forcover. 
no B-1 rypc Ah specificitics '''ere dctcctcd in KEP-CDIS4 sera 
(data not shown). Ahhough, lg transgcncs did not rcscue anti­
HEL-KEP-CDl S4 doublc tg~1 B cclls from dclction, this was 
slightly dclaycd (not shown). 

Discussion 
Wc stancd thcsc studics with thc hypothcsis that constitutivc cx.­
prcssion of CD J S4 by B cclls would Jcud to B cell hypcractiviry at 
h:ast at two lcvcls. During ontogcny. CD40-ligation could bypass 
tolcrancc induction in immature lgM-+ B cclls. On marurc B cclls, 
CD40-ligation could lcad to hypcraetivity and, possibly, autoim­
munity. Uncxpcctedly, thc rcsult was thc oppositc, transgcnic 
CDIS4 exprcssion by B cells drastically dccrcascd B ccll numbcrs 
in adult micc. In contrast, during fetal lifc, CD 1 S4-CD40 imcrac­
tion induced B ccll cxpunsion and exprcssion of CD23, f\.1HC-11. 
CDS, and Fas. Thcse cclls wcre functionally-impaired and wcrc 
apparcntly dclctcd in thc pcriphery. 

Thc csscntial role of CD40 in maturc D cell ditrcrcntiation and 
isorype switching is bcyond controvcrsy. In addition. CD40 liga­
tion rcscucs B ccl Is from apoptosis in gcnninal ccntcrs during 
affinity maruration (43-46). llowevcr, thc later is not so straight­
forward. as CD40 can also facilitatc elimination oftolerant n cclls 
in a T ccll- and Ag-dcpcndcnt manner (16-18). Ligation ofCD40 
plus Fas on thc surfacc B cclls rcndcrcd tolcrant by BCR-signaling 
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FIGURE 9. CDS cxprcssion by KEP-COI 54 8-2 typc cclls. FACS anal­
ysis ofsplccn cclls from non·tgM (WT), .an1i-HEL H and L chain-gcnc tgM 
(anti-HEL). doublc anti-HEL/1<EP·CDl54 or 1<EP·CDJ54. staincd with 
8220-FJTC plus CDS-PE. Data shown are thc ovcrlay of" rcprcscntativc 
histograms or cclls galcd in 8220 ... (green tluorcsccncc). 
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FALLA DE OiUGEN CDl54-INDUCED B CELL NEGATIVE SELECTION 

whcn immature Jcads to thcir climination {16). indicating that tim­
ing ofBCR ligation is critical for thc outcomc ofCD40-signaling. 
Moreover. CD40 ligation can inhibir prolifcrntion and Jg sccretion 
by normal human B cclJs (18). human or mousc B cclJ lymphomas 
(47), and hybridomas (48). Thus, CD40-signaling can mediare ci­
thcr B ccll survival or dcath in diffcrent situations. 

Studics on thc role of CD40 during carly B ccll ontogcny are 
scarce and in sorne cases contlicting. In onc study (49). CD40 
ligution on human fetal BM pro-B cclJs (C034 ... /CD l O .... ) inhibitcd 
JL-7-induccd prolifcration in vitro, whcrcas in anothcr, it induccd 
surfacc lg ncgativc human B ccll prccursors to prolifcratc. acquirc 
cxprcssion of" CD23. and to bccomc CD 1 o-isurfoce lg-. in re­
sponse to IL-3 and other cytokincs (50). Although it was reponed 
that CD40 cxprcssion both at thc cell surfacc and mRNA in n1icc 
bcgins in prc-B cclls. which are rcfractory to in vitro CD40-stim­
ulation (5 1 ). in thc currcnt srudics. CD40 cxprcssion wus cvidcnt 
from thc pro-B ccll stagc both in nonnal and in i<EP-CD 1 S4 tgM 
and was functional in vivo. as dcmonstratcd by thc CD 1 S4-CD40-
dcpcndcnt B cell dcplction in i<EP-CDIS4. lt is unlikcly tha.t this 
mcrely reflccts an increascd susccptibility ofpro-B cclls to signal­
induccd ccll dcath. as ncwborn KEP-CDI S4 0220• cclls in livcr 
and pcriphcral lymphoid tissucs wcrc cxpandcd. Thus. thc pro­
f"ound B ccll dcficicncy in adult KEP-CDIS4 micc was duc to a halt 
on ll ccll ontogcny during pro-B to prc-B cell transition in the BM 
as wcll as to pcriphcral Joss of fetal Jivcr-dcrivcd B cclls which 
rcscmblcd thc phcnotypc found in uncrgic B cclls. 

CD40-rncdiatcd apoptosis has bccn dcscribcd for transfonncd 
nonlymphoid cclls (52). but thc mcchunism involvcd is unclcar 
sincc the cytoplasmic tail of CD40 lacks thc TNFR t1unily dcath 
domains. \Ve found that B cell prccursors in adult BM. but not in 
thc livcr of"ncwbom KEP-CDI 54 micc. cxprcsscd Fas (not sho\Vn). 
Howcvcr. in thc lattcr. pcripheral B cclls cxprcsscd maturJtion and 
activation n1arkers. and bccamc Fas+ 36 h aftcr birth. Although wc 
did not show the involvcmcnt of Fas in the loss of B cclls and thcir 
prccursors in KEP·CD 154 mi ce. takcn togethcr thc cbta suggests that 
Fas is involvcd in thc apparent B ccll dclction in this modcl, and eould 
cxplain why this loss is dclaycd in livcr-derivcd. but immcdiatc in 
BM-dcrivcd B cells. As in mature ll cclls. CD40 stimulation of carly 
B ccll prccursors could induce Fas cxprcssion. rcsulting in incrcasc:d 
susceptibility to apoptosis (S3, 54). OverJll, what this implics is not 
rcadily apparem. but suggcsts that B ccll dcvclopmcnt in thc Bl\1 and 
in thc liver. is govcmcd by ditfcrcnt signals. 

Thc possibiliry that KEP-CDJS4 B cclls did not undcrgo CD40 
ligation befare Ieaving thc livcr and thc COI S4-CD40 signal was 
instcad dclivcrcd in thc periphcry is unlikely for ¡¡t le;1s1 two rea­
sons. First. Jiver B cclls werc cxpandcd in KEP-CDl 54. and thc 
only pos.si ble cxplanation for this was an incrcascd CD 154-CD40 
intcracrion. Thc sccond cxplanation rcquircs thc ¡¡ssumption that 
only B ccll prccursors rccciving two signals wcrc the targcts of 
climination/expansion. and ifthe samc stimutus lcd to both cvcnts. 
The first signal is mcdiatcd through the BCR. and thc sccond 
through CD40. lf this is true. KEP-CD 154 prc-B cclls would rc­
ccivc thc dual signaling cvcnt. Although thc signaling cvcnts fol­
Jowing CD40 ligation in maturc B cells are synergistic to llCR 
signaling, lending to a fully activatcd state; in in1marurc B eclls. 
BCR signaling Jcads to anergy or ccJI dcath (rcviewcd in Rcf. 39). 

What could thc current findings mean in nonnal micc? The pre­
BCR is a eonstitutively signaling molcculc (37) 1hat plays a role in 
positive scJcction of pre-e cclls cxprcssing a functional 1-1 chain. 
apparently without additional signals. In contrast. thc BCR on im­
maturc B cclls signals only aftcr Ag-binding (which is prcdomi­
nantly the case f"or sclf-reactivc B cells). This takcs place in the 
periphcry. in the presencc ofCDIS4 expressing cclls. which do not 
nonnally appear to be prcsent in thc BM or livcr. Hcncc. in the 

pcriphcry. only autorcactivc, immarurc B cclls would eoncomi­
tantly signal through thc BCR plus CD40. Such dual signaling 
would delete immaturc B cells. whereas CD40·only signaling al­
lows immaturc B cclls to cominuc their dcvelopmcnt into rnaturc 
µ.O B cclls and furthcr (55. S6). This hypothcsis is in ugrccmcnt 
with thc finding that CD154-dcfcctivc individuals havc an cx­
pandcd B ccll rcpcrtoirc and pcrsistcncc of many autorcactivc B 
cclls (33). As therc is no information in thc litcrarurc conccrning 
CDIS4 exprcssion in thc nom1al BM and in thc prcsent study, 
nonnal mousc BM did not contain CDIS4 mRNA (Fig. 1). \\'e 
propase that this mechanism takcs place mainly in thc pcriphcry. 
In i<EP.CD t S4 mice. O Cl.!IJ prccursors undcrgo homotypic 
CD 154-CD40 intcraction at the time thcir prc-B cdl receptor stans 
signaling. Likc i<EP-CD 154 micc. ali cclls with ;1 functional prc­
BCR rcccivc both signals. \\'e intcrprct this as 1hat thcy are sutrcring 
the same fatc as immature uutorcactivc 11 cclls in thc pcriphcry of 
nonnal micc. Thc naturc of thc sccond sigmal could not be only rc­
strictcd to CD40. as expression of othcr surfacc molcculcs, including 
othcr TNF-TNFR fomily mcmbcrs (S7) can produce a similar cffcct. 
This could also havc implications in pathotogic st;1tcs of imn1unc 
s1imulation. wherc activatcd T cells could cntcr the 13!\.1. thus provid­
ing CD..JO signaling. which could impair B Jymphopoicsis. 

Thc failurc of a functional 13CR to rcscuc 13 cells in anti-J IEL­
i<Er.co 154 doublc tgl\..1 is not ch:ar. as thcsc micc should not ha.ve 
suffcr B cell loss in thc abscncc oftheir spccific Ag ar Jg crosslink­
ing. unlcss low atfinity BCR-Ag intcractions wcrc mking place in 
the BM. nccording to our hypothcsis that IJCR signaling plus co­
stimulatory signals climin::atc B ccll prccursors. Thc dclaycd B ccll 
delction sccn in i<EP-CD J S4 micc suggcst that udditional mccha­
nisms are involvcd. 

One last relcvant obscrvation ofthc currcnt studics was thc find­
ing that most 13 cclls in KEP-CDl54 wcrc cos-. and that a trans­
gcnic 0-2 type OCR did not prcvcnt thc cxpression of CDS. Ac­
cording to 1hc hypothcsis that 13-1 ar 13-2 typc phenotypcs are dicmtcd 
by thc BCR V rcgion usagc. this indicatcs that thcsc B ccJls are indecd 
11-2 and not 13-J typc cclls. CDS exprcssion by B cclls is not rcstrictcd 
to the B-1 subset. as acti"·a.tcd 0-2 typc O cclls can cxprcss CDS (39). 
which could be a markcr ofsclf-rcactivc B cells undcrgoing tolcrancc 
induction. as this phcnotype rcscmblcs clonally inactivatcd B cclls 
( 16, 40). and is compatible with thc hypogammaglobulincmia sccn 
in young KEP-CDJ S4 micc. Thus. CD40 ligation on late pro-B or. 
pcrhaps. carly pre-B cclls prevcnts thcir maturation. which is im­
mcdiatc in the O~t but dclayed in thc livcr. Fetal livcr-derivcd B 
cclls in KEP·CD t 54 micc movc into in thc pcriphcry4 aftcr they 
funhcr cxpand until 4 wk of ogc. aftcr which thcy can no longcr be 
found. Such cxpansion and apparcm climination is likcly to takc 
place in the splccn. Thc cellular mechanism responsiblc for this 
c\."cnt was not dcfincd. but it has bt::en suggested that T cclls a.re 
rcsponsiblc for thc climinution of clonally anergic B cclls ( 16). 
which could be similar to our findings if" thc cxpandcd D ccll pop­
ulurion in KEP·CD 1 S4 indced rcprcscnts clonally anergic B cclls. 
Thc roles of Fas and CDS cxprcssion on B ccll fotc ond function 
in i<EP-CDI S4 micc. rcspcctivcly. descrvc fünhcr studics. 
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