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Abreviaciones

AEP Asparagil-endopeptidasa

BCR Receptor antigeno especifico del linfocito B
CLIP Péptido de cadena invariante asociado a MHCII
CPA Célula presentadora de antigeno profesional
DAG Diacil-glicerol

DRC Dominios ricos en cisteinas

EMR Endocitosis mediada por receptores

GILT Tiol reductasa inducible por Interferon y

GPI Glucosil-fosfatidil-inositol

HMS Hipermutacién somatica

li Cadena Invariante

ICAM Molécula de adhesién intercelular

IL Interleucina

IMF Intensidad media de fluorescencia

INFy Interferdn vy

JNK Cinasa terminal de c-Jun N-

Lamp Proteina de membrana asociada a lisosomas
LAT Adaptador para activacion de linfocitos T

LIP Péptido inducido por leupeptina

LG Lisozima de gallina

MIIC Compartimientos endociticos enriquecidos en MHCII
MAPK Proteina-cinasa activada por mitbgenos

MHCII Complejo principal de histocompatibilidad clase I
NF«xB Factor nuclear kB

NFAT Factor nuclear de linfocitos T activados

m-BC Metil-B-ciclodextrina

PKC Protein-cinasa C

PLCy Fosfolipasa Cy

PI3-K Fosfatidil-inositol-3-cinasa

PM Peso molecular

PTK Cinasas de tirosina



RE
SAPK
SMAC
TCR
TGN
TLR
TNF
TNFr
TRAF
ZAP70

Reticulo endoplasmico

Protein-cinasa activada por stress

Complejo de activacion supremolecular

Receptor antigeno especifico del linfocito T

Trans Golgi

Receptor tipo Toll

Factor de Necrosis tumoral

Receptor del factor de necrosis tumoral

Factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral

Proteina cinasa de 70 kDa asociada a la cadena §



Resumen

Una eficiente respuesta inmune depende de la activaciéon de linfocitos T CD4 por
células presentadoras de antigeno profesionales (CPA); que son las células
dendriticas, los linfocitos B y los macréfagos. Estas activan al linfocito T CD4 a
través de interacciones entre las moléculas de sus membranas plasmaticas,
formando la sinapsis inmunologica. En ésta el receptor antigeno-especifico
(TCR) del linfocito T CD4 reconoce los péptidos unidos a las moléculas clase |l
del complejo principal de histocompatibilidad (MHCII), expresados en la CPA.
Este reconocimiento, induce la primera sefial de activacion, que en conjunto con
sefnales derivadas de moléculas coestimuladoras, expresadas exclusivamente en

CPA, permiten la activacion del linfocito T CD4 y de la CPA misma.

Asi, la eficiencia de activacion del linfocito T CD4 depende de la capacidad
coestimuladora de la CPA, que es mejorada por el estimulo a través de CD40. En
este trabajo estudiamos los mecanismos por los cuales el estimulo a través de
CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B como CPA. Para esto se utilizaron
como CPA: linfomas de linfocitos B (LK-35.2) o linfocitos B de bazo, que se
estimularon con un anticuerpo monoclonal agonista que reconoce CD40 o un
anticuerpo control; e hibridomas de linfocitos T CD4 que reconocen péptidos
derivados de la lisozima de gallina (LG) o linfocitos T CD4 de un ratdn
transgénico especifico para la LG. Con este modelo confirmamos que el
estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B como CPA, y
encontramos que esto sucede en dos etapas. La primera ocurre rapidamente,
después de una estimulacion de 30 min.-3 h. con anti-CD40; y la segunda, que
ocurre entre las 12 y 24 horas de estimulacién. La primera etapa se asocia con
una reorganizacion en la membrana plasmatica de las MHCIl y CD80 en balsas
lipidicas clasicas, mientras que la tardia correlaciona positivamente con un
aumento en la expresibn de CD80 en superficie. Ambas etapas son
independientes al procesamiento de antigeno. Esto, demuestra que la
sefalizacion de CD40 aumenta la eficiencia de la CPA para activar a linfocitos T

CD4, al menos por dos mecanismos distintos.



Abstract

An efficient immune response depends on the activation of CD4 T cells by
antigen presenting cells (APC): such as dendritic cell, B cells or macrophages.
APC present specific antigenic peptides to the T cell receptor (TCR) and induce T
cell activation by additional contacts between costimulatory molecules on the cell
surfaces, in what has been called the “immunological synapse”. The TCR of CD4
T cells specifically recognizes peptides bound to MHC class Il molecules (MHCII),
on the APC surface, providing the first activation signal, that together with
reciprocal signals from costimulatory molecules on the APC lead to T cell and
APC activation.

The efficiency of T cell activation depends of the costimulatory capacity of the
APC, which is enhanced by CD40 ligation. In the present work, we examined the
mechanisms whereby CD40 ligation increases B cell antigen presenting capacity.
B cell hybridoma line LK-35.2 or normal spleen B cells were stimulated with an
agonistic antibody against CD40 or not and were used as APC for a series of hen
egg white lysozyme (HEL)/specific T cell hybridomas or normal T cells from anti-
HEL TCR transgenic mice. As reported, CD40 ligation augmented the ability of B
cells to activate T cells, which occurs in two stages. The first one occurs shortly
(30 min to 3 h) after CD40-ligation, and the second one, takes 12-24 hours after
CDA40 ligation to fully develop. The short effect correlates with MHCII and CD80
progressive accumulation in cholesterol-enriched microdomains on the cell
surface. The late enhancement of antigen presentation is more sustained and
correlates with a significant increase in CD80 expression by the APC. CD40
ligation did not affect antigen processing. Thus, CD40 signaling enhances the
efficiency of APC to activate T cells by at least two related, but distinct,

mechanisms.



Introduccion

La comunicacion entre las células del sistema inmune, como en otros sistemas,
es través de interacciones ligando-receptor, que en algunos casos ocurre entre
moléculas que se expresan en la membrana plasmatica; por lo que su interaccion

depende del acercamiento de éstas, formando la sinapsis inmunoldgica.

Existen diferentes tipos de sinapsis inmunolégicas dependiendo de las células
que la formen (linfocito T CD4-célula dendritica/linfocito B, células NK/linfocito T
CD8-célula blanco, timocitos-células del epitelio timico), sus estadios de
activacion (linfocito T CD4 virgen-célula dendritica madura/célula dendritica
inmadura, linfocito T CD4 virgen/activado- linfocito B virgen), y de las citocinas
presentes en el microambiente. Esos factores influyen en la composicidén
molecular de la sinapsis y su desenlace, el cual depende en gran medida, de la
eficiencia de sefalizacion de las moléculas ahi presentes. Asi, por ejemplo, la
sinapsis entre el linfocito T CD4 y la célula presentadora de antigeno profesional
(CPA) puede resultar en activacién o anergia, dependiendo de la expresién de

moléculas coestimuladoras CPA" 2,

Asi, para la activacion de linfocitos T CD4 es indispensable la CPA, cuya funcién
es presentarle el péptido antigénico unido a las moléculas clase |l del complejo
principal de histocompatibilidad (MHCII) y proporcionarle sefales adicionales o
coestimuladoras, necesarias para su activacién. Las CPA profesionales son las
células dendriticas, los linfocitos B y los macrofagos, cada una de ellas con
funciones particulares. Las células dendriticas maduras son las CPA primarias y
su principal funcién es la activacién de los linfocitos T virgenes®. Para los
linfocitos B, su funcién como CPA tiene como objetivo esencial, obtener la
cooperacidn del linfocito T CD4 para su propia activacion y diferenciacion, para
generar una respuesta humoral frente antigenos timo-dependientes. Mientras
que para los macrofagos, la presentacion de antigeno tiene por objetivo su propia

activacién que le permite, entre otras funciones, eliminar a los microorganismos
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intracelulares que los parasitan. Independientemente de su funcién, en todas las
CPA, la activacién a través de CD40, es indispensable para su maduracién como

CPA y en el caso de los linfocitos B y macréfagos para activar sus funciones *.

De esta manera el estimulo a través de CD40 mejora la funcién de las tres CPA,
lo cual se ha propuesto ser mas relevante para el linfocito B; en el cual, entre
otros efectos, aumenta la expresién de MHCII, ICAM-1, CD86 y CD80 en
superficie, y posiblemente induce modificaciones en el procesamiento de
antigeno. Estos cambios han sido relacionados con el aumento en la eficiencia
del linfocito B como CPA; sin embargo, esto aun no se ha estudiado a detalle, lo

cual es el objetivo de este trabajo.

Para facilitar la comprension de este trabajo, iniciaremos los antecendentes con
los principales aspectos de la interaccion entre linfocitos T CD4 y CPA, con
énfasis en linfocitos B como CPA, seguido del andlisis del papel de CD40 en

linfocitos B, principalmente en su funcién como CPA.
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Antecedentes

Los linfocitos T CD4 reconocen péptidos unidos a MHCII, expresadas en la
superficie de CPA. El reconocimiento de MHCII por el receptor de los linfocitos T
CD4 (TCR), induce en el linfocito T una primera e indispensable sefal de
activacion. Los péptidos presentados por las MHCII derivan de la degradacién
intracelular de proteinas predominantemente extracelulares. Los eventos
intracelulares que participan en la degradacién de proteinas, la formacion y
transporte de los complejos MHCIl-péptido se denominan, en conjunto,

procesamiento de antigeno® °.

1 Procesamiento y presentacion de antigenos por MHCII

1.1 Estructura de las MHCII
Las MHCII estan formadas por dos cadenas polimérficas: la cadena a (32-34

kDa) y la cadena B (29-32 kDa), cada una integrada por dos dominios: uno
proximal a la membrana (a2 y $2) y uno distal (a1 y B1). Los dominios al y 31
forman una hendidura en donde se unen péptidos con tamaro promedio de 10 a
15 aminoacidos, que generalmente provienen de la degradacion de proteinas
exdgenas ya sea de la propia célula (cuando se localiza en la cara exoplasmica
de la membrana celular de los organelos vesiculares y superficie celular) o

endocitadas del medio’.

1.2 Procesamiento de antigeno
La formacién de los complejos MHCII-péptido requiere de diferentes eventos, que

por facilidad se describiran en tres secciones: 1) via endocitica y generacién de
péptidos, 2) biosintesis, ensamble y transporte de MHCII a la via endocitica, 3)
formacion y transporte a la superficie celular de los complejos MHCII-péptido.

1.2.1 Via endocitica y generacion de péptidos
La via endocitica esta formada por diversos compartimientos y vesiculas que se

encuentran en continuo movimiento, fusionandose unas con otras, y generando

nuevas vesiculas que se fusionan con un nuevo compartimiento®. Este
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dinamismo es regulado por proteinas que intervienen en el desplazamiento de
las vesiculas a través del citoesqueleto; o en su fusién, ya sea induciéndola o

proporcionando la especificidad a ésta®"".

Debido a la complejidad de la via endocitica y para facilitar su estudio, sus
diferentes compartimientos se han dividido en: vesiculas de reciclaje, endosomas
tempranos, endosomas tardios (endosomas mulivesiculares) y lisosomas. Estos
compartimientos se clasifican con base en la expresion o contenido de distintas
proteinas (GTPasas Rab, el receptor de transferrina, hexosaminidasa, Lamp1 y
2, etc.), ademas de su pH y densidad especifica'® '*. Adicionalmente a estos
compartimientos, en las CPA se han descrito los compartimientos denominados
MIIC (compartimientos enriquecidos en clase ). Estos se originan por la
expresiéon de MHCII y de la cadena invariante (li), y se han propuesto ser un
lisosoma especializado en el procesamiento de antigenos presentados por
MHCI 418

Los antigenos que son presentados por las MHCII ingresan a la via endocitica
por pinocitosis, macropinocitosis, fagocitosis 0 endocitosis mediada por
receptores'’. Una vez en la via endocitica, el antigeno es transportado de
endosomas tempranos a endosomas tardios, y de ahi a los lisosomas. Durante
este trayecto, el antigeno es degradado progresivamente por las diferentes
proteasas residentes de la via endocitica, siendo las mas notables: las
catepsinas (B, D, E, H, L y S), la Tiol reductasa inducible por INFy (GILT), y la
asparagil-endopeptidasa (AEP)'"?’. Estas proteasas trabajan en conjunto,
generando o destruyendo péptidos con capacidad de unién a las MHCII, por lo
que la unién final a éstas dependera de mdltiples factores, pero esencialmente de

su generacién y su vida media.

1.2.2 Biosintesis, ensamble y transporte de MHCII a la via endocitica
Simultaneamente a la generacién de péptidos, las cadenas a y B de las MHCII

son sintetizadas en ribosomas asociados al reticulo endoplasmico (RE); en
donde se asocian a diferentes proteinas, siendo la cadena li la mas importante.
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Esta es una glicoproteina transmembranal tipo Il con diferentes funciones; una de
ellas es la de chaperona, que permite el ensamble adecuado de las cadenas
MHCIl a y B dando lugar a la formacién de nonameros integrados por tres
trimeros, cada uno formado por la interaccién de una cadena li con un dimero ap.
En estos trimeros, una region de la cadena li denominada CLIP (péptido de
cadena invariante asociado a moléculas MHC clase Il), protege el sitio de unidon
al péptido, bloqueando la unién de péptidos a la molécula MHCII antes de su
llegada a la via endocitica, a la cual es dirigida por el motivo de dileucina de la

region citoplasmica de la cadena 1i%®.

Los nonameros af-li son transportados de la red de Trans-Golgi a la membrana
plasmatica y de ahi a la via endocitica®?®', en donde la cadena li es
secuencialmente degradada®. La degradacién inicial de ésta, se debe a
proteasas asparticas y probablemente a AEP, que originan un fragmento
denominado lip22 o LIP (péptido de cadena li inducido por leupeptina)” >, Este
fragmento es sustrato de proteasas de cisteina, que al degradarlo generan el
fragmento lip10; que es sustrato de las catepsinas S, L y F, siendo la primera la
que se expresa en todas las CPA®°. La actividad de la catepsina S sobre la
cadena li genera un ultimo fragmento de ésta, denominado CLIP, el cual
permanece asociado al sitio de union del péptido en las MHCII, formando
complejos ap-CLIP, que son los candidatos ideales para formar complejos

MHCII-péptido*®°.

1.2.3 Formacion y transporte a la superficie celular de los complejos MHCII-
péptido

Los complejos MHCII-péptido pueden formarse a lo largo de la via endocitica,
aunque esto es mas eficiente en el MIIC, en donde se acumulan las MHCII, junto
con DM, Esta es una molécula expresada constitutivamente por las CPA, cuya

4751 Esto ocurre

funcion es promover la formacién de complejos MHCII-péptido
debido a que la interaccion de DM con MHCII-CLIP, induce un cambio

conformacional que relaja el sitio de unién de péptidos de las MHCII; lo que libera
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el CLIP y permite la unién de péptidos, preferentemente con alta afinidad por la
MHCII°%%8,

Estudios recientes sobre la formacion de complejos MHCII-péptido en el MIIC,
sugieren que es un proceso dinamico que podria estar regulado por estimulos
que modifiqguen la morfologia del MIIC, y la distribucion de MHCIl y DM. Con
respecto al primero, se ha descrito que la morfologia del MIIC varia dependiendo
del estimulo que la CPA reciba. Asi por ejemplo, en células dendriticas
inmaduras el MIIC es un compartimiento multilaminar (tipo 1), el cual se convierte
en multivesicular (tipos 1l y 111)®" después después de recibir un estimulo
inflamatorio (LPS, TNF) °®®'. Adicionalmente al cambio en la morfologia, el
estimulo de maduracion induce la transferencia de las MHCII de las vesiculas
internas del compartimiento multivesicular a la membrana limitante de éste,
donde reside DM. Esta transferencia permite la interaccion de MHCII con DM,
favoreciendo la formacién de complejos MHCII-péptido de alta afinidad®. El
bloqueo de la interaccion de DM con MHCII, disminuye los complejos MHCII-
péptido, lo cual se ha descrito puede servir como un mecanismo de evasion de la

respuesta inmune®.

Una vez formado el complejo MHCII-péptido, éste es transportado a la
membrana plasmatica por un proceso poco entendido. En células dendriticas se
ha descrito el transporte de las MHCII-péptido a la membrana plasmatica a través
de la formacién de un compartimiento con caracteristicas lisosomales®.
Posteriormente se describio, en estas mismas células, la formacion de
extensiones o tubulos desde el MIIC a la membrana plasmatica, justo al sitio de
contacto con el TCR. La formacién de estas extensiones depende de la
interaccion TCR-MHCII-péptido y de senales originadas por receptores tipo Toll
(TLR)®>®8, Adicionalmente, en linfocitos B y células dendriticas, se ha encontrado
movimiento del MIIC (el cual contiene los complejos MHCII-péptido), a través de
microtubulos, hacia la membrana plasmatica con la que se fusiona, liberando
vesiculas denominadas exosomas. Estas contienen complejos MHCII-péptido,
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moléculas coestimuladoras y de adhesién, como CD86, CD54 (ICAM-1),
respectivamente® 72, La funcién de los exosomas no es muy clara, se ha descrito
que inducen proliferacion de linfocitos T CD4, aunque con una eficiencia de 10 a
20 veces menor que una CPA, y se desconoce por completo su funcién in vivo.

MHCII-li
il Nonamero

8
1" ! HLA-DM
n

% Antigeno
ﬁ MHCII-p

Procesamiento de antigeno para MHCII. Las MHCII son sintetizadas en el RE, y transportadas
a la via endocitica, donde se degradan la cadena li que acomparia a la MHCII y las proteinas
internalizadas. La formacién de MHCII-péptido ocurre en el MIIC, de donde son transportados a la
membrana plasmatica. Tomada del libro del Dr. José Moreno (en prensa).

Una vez que los complejos MHCII-péptido alcanzan la membrana plasméatica
estos pueden ser reconocidos por linfocitos T CD4 y activarlo, para lo cual, se
requiere de una serie de interacciones moleculares, que forman la sinapsis

inmunoldgica.
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2.-Sinapsis inmunoldégica

Se han descrito diferentes tipos de sinapsis inmunolédgicas entre el linfocito T
CD4 y la CPA, las cuales dependen de la identidad de la CPA, del estadio de
activacién y diferenciacién de ambas células, y de la presencia de MHCII-péptido
especificos”>"°. Estos factores afectan la composicién molecular y la duracién de
la sinapsis, asi como la consecuencia para el linfocito T CD4, la cual puede ser:

homeostasis, anergia o activacion, siendo esta ultima la de nuestro interés.

Como hemos mencionado, la activacion de los linfocitos T CD4 depende de la
sefalizacion inducida por el reconocimiento de las MHCIIl; y de senales
accesorias, generadas por moléculas coestimuladoras. La principal molécula
coestimuladora, en etapas tempranas de la activacién del linfocito T CD4, es
CD28; que al interaccionar con sus ligandos CD80/CD86 (expresados en la
CPA), induce la expresion de interleucina 2 (IL-2), ICOS y CD154, que patrticipan

positivamente en la activacion del linfocito T CD47®.

Durante la sinapsis entre el linfocito T CD4 y la CPA, sus moléculas de superficie
pueden redistribuirse formando una estructura monocéntrica denominada SMAC
(complejo de activacién supramolecular). Esta se divide en: el c-SMAC (centro
del SMAC), el p-SMAC (periferia del SMAC) y el d-SMAC (distal del SMAC)* ""
8. Aunque la formacién del SMAC resulta en activacién, no es indispensable
para ella. De hecho, se ha propuesto que la funcién del SMAC es mejorar la
comunicaciéon entre el linfocito T CD4 y la CPA, por medio de la concentracién
temporal de las moléculas que participan en la activacién, y posteriormente, de

las que regulan negativamente ésta’®.

De las sinapsis inmunolégicas entre el linfocito T CD4 y la CPA, la monocéntrica
(SMAC) es de la que se tienen mas detalles y la que describiremos. Esta, al igual
que otras sinapsis, inicia con la interaccion de baja afinidad entre las moléculas
de adhesion: LFA-1 con sus ligandos ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, y CD2 con sus
ligandos CD58 (humanos) y CD48 (en raton), expresados en el linfocito T CD4 y
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en la CPA, respectivamente. Estas interacciones acercan a las células
permitiendo el reconocimiento de las MHCII con el péptido especifico, lo que
induce un aumento en la afinidad de sus moléculas de adhesion y rearreglo del
citoesqueleto’ 8% Estos cambios consolidan la interaccion entre el linfocito T
CD4 y la CPA, favoreciendo la formacion del SMAC.

El reconocimiento de los complejos MHCII-péptido por el TCR inicia una cascada
de senalizacién. En ésta la fosfatasa CD45 activa a la cinasa Lck, que su vez
activa a la cinasa Fyn. Estas cinasas fosforilan los ITAM de las cadenas del
complejo CD3 (especialmente CD3() y a la cinasa ZAP70 (proteina cinasa de 70
kDa asociada a la cadena (), la que fosforila a LAT (adaptador para la activacién
de linfocitos T). LAT es una proteina adaptadora, que recluta a PI3K (fosfatidil-
inositol cinasa), SLP-76 y PLCy (fosfolipasa C). La actividad de PI3K genera
3,4,5 fosfatidil-inositol-trifosfato, que sirve como sitio de anclaje a proteinas con
dominios de pleckstrina, como AKT, la que participa en la remodelacién del
citoesqueleto. Por otro lado, PLCy genera diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato,
que aumentan el nivel de Ca?* intracelular y activan a la proteina cinasa C-
0 (PKC9), respectivamente. El reclutamiento de estas moléculas intracelulares al
sitio de reconocimiento de las MHCII, forma una plataforma de sefnalizacién

denominada “sefialosoma” 8%,

Simultdneamente a la sefalizacion intracelular, las moléculas de la membrana
del linfocito T se redistribuyen, localizdndose en el c-SMAC: el TCR, CD4, Lck,
CD45 y proteinas integrantes del sefialosoma; y en el p-SMAC: LFA-1 y CD2 "®
%91 Con el tiempo y debido al reconocimiento del péptido antigénico, la
distribucién molecular cambia en el SMAC, localizandose en el c-SMAC: el TCR,
CD28, CD154 y PKC6; el pSMAC: CD4, LFA-1 y CD2, y el d-SMAC: CD45 vy

CD43 78, 89-93-

De forma similar al linfocito T, la CPA después del contacto con éste, redistribuye
sus moléculas para formar el SMAC. En el c-SMAC se localiza inicialmente, una
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mezcla de las MHCII con péptidos agonistas o irrelevantes, y posteriormente,
estos Ultimos son redistribuidos hacia el p-SMAC, en donde se localiza ICAM-1.
Al parecer, la distribucion inicial de las MHCII es importante para la activacion del
linfocito T CD4, en donde los complejos MHCII-péptido irrelevantes participan en
la activacion del linfocito T CD4 mediante interacciones de baja afinidad con el
TCR. Estas interacciones pueden llevar a la activacion de linfocitos T adn cuando
las concentraciones del péptido especifico son tan bajas como uno o dos
péptidos ¥ %7 Después de la interaccion TCR-MHCII, las moléculas CD40 y
CD86 se concentran en el c-SMAC de la CPA, donde interaccionan con sus
respectivas parejas CD154 y CD28, localizadas en el c-SMAC del linfocito T
CD4.

La senfalizacion del TCR, en conjunto con la interaccion de CD28 con sus
ligandos CD86/CD80 expresados en la CPA, induce en el linfocito T CD4: la
secrecion de IL-2, y la expresidn transitoria de CD154, ICOS y CTLA-4 (CD152),
este Ultimo expresado tardiamente en relacién a los primeros " %1% CD154 e
ICOS participan en la activacion, mientras que CTLA-4, que tiene los mismos
ligandos que CD28, la regula negativamente.

La interaccion CD154-CD40 expresados en el linfocito T CD4 y la CPA,
respectivamente, eleva la expresién de CD80 y CD86 en la superficie de la CPA
e induce la expresién de ICOSL, OX40L y 4-1BBL, proporcionando asi ligandos
de varias moléculas coestimuladoras para linfocito T CD4'%'%, La interaccién
ICOSL-ICOS aumenta la expresién de CD154 en el linfocito T CD4 e induce la
produccién de citocinas como INFy, IL-4, IL-5 e IL-10, favoreciendo su

activacion'9® 199,

A diferencia de ICOS, CTLA-4 regula negativamente la activacion del linfocito T
CD4. CTLA-4 se localiza tardiamente en el c-SMAC, en donde desplaza a CD28
de su interaccién con CD80 y CD86, impidiendo que CD28 mantenga su efecto

positivo en la activacion''®. Ademas, CTLA-4 activa la fosfatasa de tirosina Shp2,
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que desfosforila y antagoniza los sustratos fosforilados por el entrecruzamiento

11, 12 Adicionalmente a

del TCR, regulando negativamente su sefalizacion
CTLA-4, otro mecanismo de regulacion negativa es la internalizacién vy
degradacién del TCR (debido al reconocimiento del antigeno), lo que al parecer
ocurre preferentemente en el c-SMAC. De esta manera, el SMAC participa en la

regulacién negativa de la activacion’®.

En relacion a los mecanismos que regulan la formacion del SMAC (en el linfocito
T CD4 y en la CPA); se ha descrito que ésta depende de la actividad del
citoesqueleto, lo que se demostr6 al bloquear la formacién del SMAC por el uso
de inhibidores del rearreglo del citoesqueleto o de proteinas motoras’ 3116,
Adicionalmente, en linfocitos T la participacion del citoesqueleto se confirmé al
demostrar que linfocitos T con mutaciones en proteinas que participan en la
regulacion del citoesqueleto de actina como: Vav (factor intercambiador de
nucleédtidos de guanina de Ras), Cdc42, Rho (ambas son GTPasas pequenas de
la familia Rho) y WASP (proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich) tienen

alteraciones en la formacién del SMAC '711°

. A la fecha se ha descrito que el
rearreglo del citoesqueleto puede ser inducido en el linfocito T CD4 por la
sefalizacién de CD28, LFA-1 y CD2%% 81 120.121. mientras que para la CPA no es

claro las sefiales que lo originan.

La participacién del citoesqueleto en la formacién del SMAC puede ser a través
de la redistribucion de las moléculas presentes en la membrana plasmatica, y/o
transportando moléculas desde compartimientos intracelulares. Esto ultimo se ha
descrito en el linfocito T CD4, en donde el citoesqueleto participa en el transporte
de vesiculas intracelulares que contienen TCR, Lck y balsas lipidicas hacia el
sitio de contacto con la CPA. Este transporte es inducido por el TCR y CD28,
favoreciendo la activacion, mientras que es inhibido por CTLA4; por lo que se ha
propuesto podria funcionar como un mecanismo para regular la activacion'??'2°.
Por otro lado, en la CPA, particularmente en las células dendriticas, se ha

descrito el transporte de las MHCII hacia el sitio de contacto con el linfocito T
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CD4, lo que parece depender de la senalizacién a través de TLR, y de moléculas
como LFA-1, CD2 y CD154% 7°. De esta manera, el citoesqueleto participa en la
formacion del SMAC en el linfocito T CD4 y la CPA con la que interactla,

resultando en la activacion de ambas células.

Es importante mencionar que el resultado de la sinapsis inmunolégica depende
de las moléculas presentes y de la eficiencia de su sefalizacién. Esta Gltima,
para algunas moléculas, es mejorada cuando ocurre en regiones insolubles de la
membrana plasmética, denominados en conjunto dominios lipidicos'?”. Dentro de
estos dominios se encuentran las balsas lipidicas, las cuales se ha descrito se
acumulan en el c-SMAC' ' en donde se ha propuesto mejoran la

sefalizacion de los receptores ahi localizados.

CD45 Wenao
&)TCR lcDa3 o
CD80/CD86 f LFA1-ICAM1
e ’_ ICAM-1 / p
| - d-SMAC
M — g MHCII-péptido | TCR/CD3-MHClip| .
| cD28-CD80/CD86/ ] p-SMAC
CPA | F CD154 MHCN | Gbao-cD154 s
— : —T CD4+ {ILFA-1 \ S e
> FDZ A CD2-CD48
=7 lCDZB
L - :—-k ’CD4 CcD43
CD48
/ Balsas lipidicas

Sinapsis Inmunolégica A) Esquema de las interacciones moleculares entre el linfocito T CD4 y
la CPA, con flechas se indica la sefalizacion del receptor. B) Vista desde arriba de la estructura
del SMAC durante la etapa de activacién. Esquema basado en Nature Rew Vol.3, 2003.
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2.1.- Balsas Lipidicas y sinapsis inmunoldgica

Las balsas lipidicas o rafts son un tipo de dominio lipidico'?®. Estos dominios son
regiones insolubles de la membrana plasmatica que se detectan por el
tratamiento de la célula con detergentes no ibnicos como Triton X-100. Los
dominios lipidicos estan constituidos por: esfingolipidos, acidos grasos
saturados, proteinas asociadas a glucosil-fosfatidil-inositol (GPI), colesterol, y en
la parte citosélica estan enriquecidas en proteinas aciladas con acidos grasos
saturados (miristiladas o palmitoiladas), que incluyen cinasas de la familia Src
(Lck) o GTPasas pequefias (Ras) %33, Debido a su composicién hidrofébica,
los dominios lipidicos forman una fase ordenada y se mantienen como entidades
independientes; rodeadas del resto de los constituyentes de la membrana

plasmatica, que forman la fase desordenada'*'®.

Existen diferentes tipos de dominios lipidicos, como las caveolas, las balsas
lipidicas clasicas o rafts, y las balsas lipidicas no clasicas'®® '**. Las caveolas se
caracterizan por la presencia de caveolina y participan en endocitosis vy
transduccion de sefales. Las balsas lipidicas clasicas tienen un alto contenido en
gangliosido GM1 (el cual se utiliza como un marcador de ellas), son
dependientes de colesterol, y participan principalmente en la transduccién de
sefales. Mientras que las balsas lipidicas no clasicas estan enriquecidas en
proteinas preniladas o en proteinas de la familia de las tetraspaninas, y son

menos dependientes del colesterol que las balsas lipidicas clasicas'* 137140 |

Se ha demostrado que las balsas lipidicas clasicas participan en la transduccién
de sefiales al disminuir el umbral de activacion de varios receptores, lo cual es
debido a la concentracidon en ellas de cinasas y proteinas citosélicas necesarias

para la sefializacion del receptor'?? 127. 141-143

. Dentro de los receptores del
sistema inmunologico que sefalizan en balsas lipidicas encontramos a: el TCR,
el BCR, MHCII, FceRI, CD28, CD2, CD14, CD19/CD21, CD40, CD45, CDA48,
CD58, CTLA-4 y PD1'*2 14146 Algunos de estos receptores estan asociados a

GPI (CD14, CD58 vy (CD48), mientras que otros son moléculas
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transmembranales, que pueden estar asociadas a colesterol y esfingolipidos,
formando balsas lipidicas elementales. Estas son estructuras de 25-70 nm de
didmetro, que se encuentran en células en reposo, y se ha propuesto que
facilitan (debido a su contenido en colesterol y esfingolipidos) la translocacién

del receptor a las balsas lipidicas'?” %,

A la fecha el modelo mas aceptado para la translocacion transitoria del receptor a
balsas lipidicas, sugiere que ésta se debe al entrecruzamiento del receptor por su
ligando, induciendo la agregacion de las balsas lipidicas elementales, lo que
origina grandes balsas lipidicas, con un tamafno entre 100-1000 nm, estables y

asociadas al citoesqueleto'? %/
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Modelo para el papel de las balsas lipidicas en la sefalizacion de receptores La
interaccién del ligando con su receptor localizado en las balsas lipidicas elementales,
induce la agregacion de estos, formando balsas lipidicas de mayor tamafo. Esquema
basado en Annu. Rev. Immunol 2003. 21: 457-81.

La importancia de las balsas lipidicas en la sefalizacion intracelular ha sido
ampliamente estudiada en linfocitos T CD4, los que presentaron una disminuida
capacidad de activacién a través del TCR después del tratamiento con farmacos
que inestabilizan las balsas lipidicas clasicas, (metil-B-ciclodextrina, nistatina y
filipina)'*” '8, Sin embargo, estos resultados no fueron concluyentes debido a

que estos farmacos afectan otras funciones celulares, tal es el caso de la metil-B-
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ciclodextrina, la cual altera la morfologia celular, la senalizacién intracelular
(inhibe la activacion de la fosfolipasa C) y varias funciones celulares como

exocitosis'*°.

Posteriormente, se encontrd6 que los linfocitos T de ratones
deficientes de esfingomielinasa, cuyas balsas lipidicas son inestables, tienen
alteraciones en su activaciéon, apoyando la funcién de las balsas lipidicas en la

activacion de linfocitos T'*°.

Adicionalmente a la eficiencia de la senalizacién del TCR en balsas lipidicas, la
activacion del linfocito T CD4 es mejorada por la localizacién de las MHCII (su

ligando) en ellas'” '°!

. En linfocitos B y células dendriticas maduras se han
encontrado a las MHCIl en dos tipos de balsas lipidicas elementales: unas
clasicas, enriquecidas en el gangliésido GM1 y dependientes de colesterol, y las
otras no clasicas, enriquecidas en proteinas de la familia de las tetraspaninas
(CD81, CD82), CD86 y HLA-DM, e independientes de colesterol. Ambos tipos de
balsas disminuyen el umbral de activacion del linfocito T CD4, siendo relevante
en condiciones limitantes de antigeno'” *'. Adicionalmente se ha descrito que la
inclusién de las MHCII en balsas lipidicas clasicas podria favorecer la generacion

de una respuesta inmune de tipo Th1'®"- 152,

Considerando que la localizacién de las MHCII en balsa lipidicas elementales
disminuye el umbral de activacion del linfocito T CD4; se ha sugerido que la CPA
podria participar activamente en la sinapsis inmunoldgica, al preformar en su
membrana plasmatica balsas lipidicas enriquecidas en MHCIl y/o moléculas
relevantes en la presentacion de antigeno como CD86 y CD40. Con respecto a
la localizacion en la membrana plasmatica de estas moleculas, se ha encontrado
que en linfocitos B en reposo, CD86 es excluida de las balsas lipidicas, mientras
que CD40 es redistribuida a ellas después de su entrecruzamiento o el de las
MHCI[®: 9. 153 134 "En células dendriticas maduras las MHCII colocalizan con
CD40 en regiones insolubles de la membrana plasmatica, mientras que CD86 se
0155, 156.

redistribuye a ellas s6lo después de la ligacién de las MHCIl o de CD4
Estos estudios sugieren que en condiciones basales, las MHCII se localizan en

24



balsas lipidicas elementales, mientras que CD40 y CD86 se redistribuyen a ellas
después de senales de activacién, como la inducida por MHCII.

Las MHCII inducen sefales que varian dependiendo de si se localizan en balsas
lipidicas elementales o fuera de ellas. A la fecha se desconoce las
consecuencias de estas diferentes senalizaciones, solo se ha descrito que la
sefalizacion generada en balsas lipidicas favorece el reclutamiento de un mayor
nimero de MHCII a ellas™”"°, lo cual tentativamente podria mejorar su funcién
como CPA. Sin embargo, aun faltan estudios que permitan establecer la
relevancia en la sinapsis inmunoldgica de la distribucién de moléculas en la CPA

y los mecanismos que lo regulan.

Finalmente, si la CPA proporciona al linfocito T CD4 las sefales accesorias o
coestimuladoras, éste se activara y a su vez proporcionara senales a la CPA que
le permitiran realizar su funcion particular. En el caso del linfocito B, su funcién
como CPA le permite obtener la cooperaciéon del linfocito T CD4 en una
respuesta frente a antigenos timo-dependientes. Adicionalmente la funcién del
linfocito B como CPA puede ser importante en iniciar la activacion de linfocitos T
CD4 en una respuesta secundaria. Considerando su importancia varios grupos
de investigacion incluyendo el nuestro, se ha enfocado a estudiar el papel

linfocito B como CPA in vivoy los estimulos que regulan esta funcion.

3 Linfocitos B como CPA
El papel del linfocito B como CPA se ha estudiado extensamente. Algunos
autores sostienen que los linfocitos B son incapaces de activar linfocitos T CD4

virgenes'®% 16!

. Esto lo atribuyen principalmente a la baja expresién de moléculas
coestimuladoras en linfocitos B virgenes, lo cual es ineficiente para activar
linfocitos T CD4 e inducir en ellos la expresién en su superficie de CD154'%. La
ausencia de la interaccion CD154-CD40 impide al linfocito B aumentar la
expresion de moléculas coestimuladoras como CD86/CD80 necesarias para

activar al linfocito T CD4, credndose un circulo vicioso. De forma tal que la
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activacion de linfocitos T virgenes por linfocitos B virgenes es dificil, debido a la
necesidad de coestimulacién de ambos.

Otros estudios han demostrado que los linfocitos B juegan un papel importante
como CPA, y que son capaces de inducir proliferacién a linfocitos T virgenes
cuando presentan antigenos que reconocieron a través del BCR'® '®*, Esto sea
atribuido a que la senalizacion a través del BCR induce un aumento transitorio en
la expresion de ligandos coestimuladores del linfocito T CD4, especialmente de
CD86; ademas de promover la presentacion de péptidos antigeno especificos.
Esto ultimo se debe a dos moléculas expresadas exclusivamente en el linfocito B:
el BCR y DO ' | a primera induce sefales de activacién al linfocito B,
ademas de que sirve para capturar y concentrar el antigeno en el M/IC. Mientras
que la segunda actia como un regulador negativo de DM (DM, favorece la
formacion de complejos MHCII-péptido de alta afinidad)'®”'®°. La actividad de DM
es inhibida por su asociacién con DO; asociacién que se pierde debido a la
dismunicién en el pH, como ocurre en el MIIC'"*'"2, De esta manera, la actividad
de DM es favorecida en el MIIC, en donde abundan los péptidos derivados del

antigeno especifico del linfocito B.

Adicionalmente al BCR la eficiencia del linfocito B como CPA es mejorada por la
estimulacién a través de receptores tipo Toll y CD40, siendo esta ultima la de
interés en esta tesis, por lo que describiremos algunas de sus caracteristicas
generales y posteriormente su papel en la funcién de las CPA, particularmente en
el linfocito B.

4 CD40-CD154

4.1 Estructura
CD40 es una glicoproteina transmembranal tipo | que pertenece a la familia del

TNFr. La molécula CD40 murina tiene un PM entre 45-50 kDa, y esta integrada
por 305 amino&cidos de los cuales 90 se localizan en la regién citoplasmica, 22

en la transmembranal y 193 en la extracelular. Como otros miembros de la familia
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del TNFr la regidén extracelular de CD40 tiene cuatro dominios ricos en cisteinas
(DRC), que son pseudorrepeticiones de 40 aminoacidos con seis cisteinas que

generan tres enlaces disulfuro® 2.

Ademas de esta forma transmembranal de CD40 (tipo ), existen cuatro
isoformas que se originan por empalme alternativo de su RNAm; dos solubles
(isoformas Il y V) y dos transmembranales (isoformas Il y IV). Adicionalmente a
las dos formas solubles, una tercera puede generarse por la actividad de
metaloproteinasas sobre la isoforma tipo | de CD40. Todas las isoformas
interactuan con CD154, aunque que soélo la isoforma transmembranal tipo |, es
capaz de generar sefalizacion intracelular; mientras que las otras son sefuelos
que actuan como dominantes negativas que regulan la sefalizacién que la célula

recibe a través de CD40'"* 17°,

4.2 Expresion de CD40
La expresién de CD40 (isoforma 1) se describi6 inicialmente en linfomas B y

después se encontrd en células dendriticas y macréfagos. Posteriormente se
detectd su expresion en otras células que no son CPA, como: linfocitos T CD8
activados, basofilos, eosindfilos, células epiteliales, células endoteliales,
fibroblastos, queratinocitos y algunos carcinomas'”®"'”®. Aunque son muchas las
células que expresan CD40, donde mas se ha estudiado su funcion es en la
CPA.

4.3 Senalizacién a través de CD40
La senalizacién de CD40 se origina por la interaccién con su ligando, CD154, que

es una glicoproteina transmembranal homotrimérica tipo I, codificada en el
cromosoma X (humano y murino). CD154 se expresa predominantemente en
linfocitos T CD4 activados, en los cuales es inducida por la sefalizacién del TCR,
y regulada positivamente por sefales derivadas de CD28, CD2, ICOS, e IL-12,

mientras que es inhibida por la IL-48183,
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Aunque es claro que la interaccién CD40-CD154 es necesaria para iniciar la
senalizacion de CD40, se desconoce si esto es consecuencia de su trimerizacién
en la membrana plasmatica o de un cambio conformacional de trimeros ya
preexistentes en ella. Esta ultima posibilidad ha sido demostrada en dos
miembros de la familia del TNFr; Fas y TNFr, los que preexisten en la membrana
plasmatica como trimeros y cuya interaccién con sus ligandos modifica su
conformacién, exponiendo los sitios de unién a proteinas que participan en su
sefalizacion'®* 18°,

CDA40, al igual que otros miembros de la familia del TNFr, no tiene actividad
enzimatica, y su sefalizacion la realiza a través de la interaccién de su region
citopldsmica con proteinas adaptadoras de la familia TRAF (Factor asociado a
TNFr)'7®1%_ Hasta la fecha se ha encontrado la asociacién a CD40 de TRAF-2,
TRAF-3, TRAF-5 y TRAF-6, las cuales median efectos diferentes de CD40. Asi
por ejemplo: TRAF-2 induce expresion ICAM-1, mientras que TRAF-6 parece ser
importante en la produccién de IL-6, en la maduracién de la afinidad y en la

induccion de la expresién de CD80 en la superficie'®” 9.

Adicionalmente a la participacién de proteinas de la familia de TRAF, en el
linfocito B, la sefalizacion de CD40 involucra la activacidén de cinasas de tirosina
(PTK), incluyendo Syk y Lyn, cinasas de serina treonina como SAPK y JNK, p38
(protein-cinasa activada por mitégenos) y PI3SK. Estas vias de sefalizacion
activan factores de transcripcion como NFkB y NF-AT, que inducen e inhiben

genes, originando los diferentes efectos de CD40 en el linfocito B 107 19319,

4.4 Importancia de la interaccién CD154-CD40
La importancia de la interaccion de CD40-CD154 se demostré inicialmente en

pacientes con sindrome hiper-IgM, que es una inmunodeficiencia ligada al
cromosoma X debida a mutaciones en el gen de CD154. Los pacientes con este
sindrome se caracterizan por niveles elevados o normales de IgM y disminuidos

de otras inmunoglobulinas, por lo que su respuesta humoral es ineficiente'®" .
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Adicionalmente, estos pacientes cursan con enfermedades recurrentes de vias
respiratorias e infecciones por patégenos oportunistas como Cryptosporidium sp
(diarreas) y Pneumocystis carinni (neumonia), que normalmente son controladas
por linfocitos T?%°2%2 Asi, en los pacientes con sindrome hiper-IgM, tanto la
respuesta inmune humoral como la celular estan afectadas. Un fenotipo similar
presentan los ratones deficientes de CD40 o de CD154%%2%  confirmando la
importancia de la interaccion CD154-CD40 en la respuesta inmune.

Los efectos de la interaccién de CD154-CD40 dependen de la célula que exprese
CD40, de su estadio de maduracion y activacion®®® 2%’ En las distintas CPA los
efectos principales son los siguientes:

4.4.1 Células dendriticas

La ligacién de CD40 en estas células induce su maduracion final, que se detecta
por aumento en la expresion en superficie de MHCI, MHCII, CD80, CD86, CD54
(ICAM-1), CD72 (CD27L), OX40L, 41BB-L y CD40'"® 2% ademas de inducir la
produccién de TNF e IL-12%%°. Estos cambios, convierten a la célula dendritica en
una CPA eficiente, capaz de inducir la activacion de linfocitos T CD4 virgenes, y
la preparan o le dan Tlicencia® para activar linfocitos T CD8 antigeno

especificos?'9212,

Las deficiencias en la maduracion de células dendriticas, como ocurre en
ausencia de la senalizacion a través de CD40, resultan en una activacién
deficiente de linfocitos T, y consecuentemente una respuesta inmune celular
disminuida; lo que explica en parte la elevada incidencia de infecciones por
patdgenos intracelulares y la respuesta disminuida de linfocitos T frente a
antigenos proteicos.

4.4.2 Monocitos/macrofagos
En estas células la interaccion CD154-CD40 previene la apoptosis, induce la

expresion en superficie de CD80, CD86, CD40 y CD54, asi como la produccién
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de TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFNy y oxido nitrico?'®2'®. Estos cambios
aumentan la capacidad microbicida del macréfago; por lo que el raton deficiente
de CD40 es incapaz de resolver infecciones intracelulares como la leishmaniasis,
en donde la respuesta inmune Th1 y el macrofago juegan un papel importante

para su eliminacién®'"?'°.

4.4.3 Linfocitos B

Los efectos de la interaccion CD154-CD40 en linfocitos B depende de su estadio

de maduracién, la duracién de esta interaccion y de la presencia de sefiales

adicionales (citocinas o reconocimiento del antigeno )°7 220222,

Los principales efectos que induce la estimulacion a través de CD40 en linfocitos
B maduros son:

a) Proliferacion

b) Generacién de centros germinales, células plasmaticas y linfocitos B de
memoria.

c) Produccién de anticuerpos y cambio de isotipo.

d) Expresién de moléculas accesorias y produccién de citocinas.

A continuacion describiremos en forma breve cada uno de estos efectos:

a) Proliferacién: En los diferentes modelos utilizados para estudiar el efecto de la
interaccion CD154-CD40 en linfocitos B (fibroblastos transfectados con CD154,

CD154 recombinante o anticuerpos anti-CD40), se ha demostrado que ésta
induce sintesis de DNA vy proliferacién celular de linfocitos B maduros virgenes y
de memoria, especialmente cuando hay entrecruzamiento del BCR y en
presencia de IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10%%%2,

b) Generacion de centros germinales vy linfocitos B de memoria. La importancia

de la interaccion CD154-CD40 en la formacién y mantenimiento de los centros
germinales se demostré en ratones deficientes de CD40 o de CD154 en los
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cuales no se formaban centros germinales después de la inmunizacién con un
antigeno proteico®® %7 22 Concordante con lo anterior, en los pacientes con

sindrome hiper-IgM no hay centros germinales®.

Los centros germinales son los sitios en donde, en presencia de linfocitos T CD4
especificos contra el mismo antigeno, ocurre la hipermutacién somatica (HMS),
la seleccion de los linfocitos B con un BCR con alta afinidad por el antigeno, la
diferenciacién a linfocitos B de memoria o células plasmaticas, y el cambio de
isotipo. La HMS es un evento aleatorio en el que ocurren mutaciones puntuales
en la regién variable de la inmunoglobulina, las que pueden conducir a un
aumento o disminucién en la afinidad por el antigeno, o bien a un cambio de la
especificidad. Los linfocitos B que después de la HMS aun reconocen el
antigeno a través del BCR, y que ademas reciben la sefalizacion de CD40 (esta
altima por el linfocito T), son rescatados de la apoptosis, y continllan su proceso
de diferenciacién ya sea hacia células plasmaticas o linfocitos B de memoria 2.

Hasta la fecha no esta claro cual es el papel de CD40 en la diferenciacién del
linfocito B hacia célula plasmatica o linfocitos B de memoria, se ha demostrado
que en ambos casos se requiere de la senalizacibn de CD40. Al parecer la
diferenciacion hacia una u otra via depende del estadio del linfocito B (virgen o
de memoria), la duracion de la interaccion CD40-CD154 y de presencia de
sefnales adicionales (citocinas). Asi, se ha sugerido que una interaccion de
CD40-CD154 de corta duracién (menor a 4 dias) favorece la generacion de
células plasmaticas a partir de linfocitos B de memoria, mientras que se requiere
que esta interaccion sea prolongada (mayor a 7 dias) para la generacién de

células plasmaticas a partir de linfocitos B virgenes'8" 207231,

c) Produccién de anticuerpos y cambio de isotipo: El cambio de isotipo es la

capacidad del linfocito B para producir anticuerpos distintos de IgM después del
estimulo inicial. A nivel molecular, el cambio de isotipo consiste en la asociacion

de los segmentos previamente rearreglados de la region variable VDJ con un
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nuevo segmento de la regién constante; lo que permite al linfocito B expresar
anticuerpos con la misma especificidad pero distinto isotipo o clase, y por lo tanto
con diferente funcién biol6gica. Como ya se menciond, en pacientes con el
sindrome hiper-IgM practicamente no hay inmunglobulinas de otro isotipo que no
sea IgM, confirmando la importancia de la interaccion CD154-CD40 en el cambio

de isotipo.

Adicionalmente a la interaccibn CD40-CD154, las citocinas participan en el
cambio de isotipo determinando la clase de anticuerpos resultante de éste®* 232,
Asi en el raton: la IL-4 e IL-13 son necesarias para la produccion de IgG1 e IgE;
el INFy para lgG2a e IgG3; el TGF-B + IL-10 para IgA; e IL-21 para IgG-2b. En el
humano: IL-10 participa en la produccion de 1gG1 e 1gG3; IL-4 para IgG4 e IgE;

IL-21 para IgG1 e 1gG3; y TGF-B para IgA 22233241,

d) Expresion de moléculas accesorias y produccion de citocinas. Al igual que en
otras CPA, la interaccibn CD154-CD40 induce expresién de: MHCIl, CD54
(ICAM-1), LFA-1 (CD11a/CD18), CD44H, VLA-4, CD80, CD86, ICOSL, OX40L,
4-1BBL, CD23, Fas'?" 18 242249 a5i como la produccion de IL-6, IL-10, TNF y

linfotoxina-a.'”®. Varias de estas moléculas aumentan la capacidad del linfocito B

como CPA. De hecho, la ligacion de CD40 es particularmente importante para la
funcion del linfocito B como CPA, lo que se ha demostrado en los linfocitos B de
ratones deficientes en CD40, los cuales tienen mas comprometida su funcién
como CPA que la de las células dendriticas del mismo ratén®®.

5 CD40 y la funcion del linfocito B como CPA

Los estudios dirigidos a determinar los cambios inducidos por CD40 que
aumentan la funcién del linfocito B como CPA sugieren, que esto es debido a
cambios relacionados a la expresiéon de moléculas accesorias en la superficie y/o

al procesamiento de antigeno 247248231,

32



Con respecto a las moléculas accesorias, como previamente comentamos, la
sefalizacion a través de CD40 aumenta y/o mantiene la expresion en superficie
de moléculas como MHCII, ICAM-1, CD80, CD86, ICOSL, OX40L y CD44H.
Estas moléculas pueden optimizar la funcién del linfocito B como CPA, al
fortalecer la interaccion entre el linfocito T CD4 y el linfocito B por medio de las
moléculas de adhesién (ICAM-1 y CD44H); y/o al proporcionar los ligandos de
moléculas coestimuladoras para el linfocito T CD4 como CD80 y CD86, que son
los ligandos de CD28, la molécula coestimuladora mas importante para el

linfocito T CD4 virgen??® 247252

La importancia de la expresién de CD80 (inducida por la ligacion de CD40) en la
funcién del linfocito B como CPA se demostrd en cultivos mixtos de linfocitos; en
los cuales el estimulo a través de CD40 por 48 horas aumento la expresion de
CD80 en su superficie, la cual duplicé la eficiencia del linfocito B como CPA?*.
En la actualidad existe controversia sobre la funcién de CD80 in vivo ya que por
su cinética de expresién y su mayor afinidad por CTLA-4, parece ser su ligando
preferencial; por lo que participaria mas en la regulaciéon negativa del linfocito T,
que en su activacién '°" 2. Sin embargo, mientras CTLA-4 no se exprese en el
linfocito T CD4, CD80 sigue siendo el ligando de CD28.

Por otro lado, y en forma adicional al aumento de moléculas en superficie, se ha
sugerido que el aumento en la eficiencia del linfocito B como CPA se debe a
modificaciones en el procesamiento de antigeno®®. Esto se deriva de estudios en
los cuales los linfocitos B estimulados con anticuerpos anti-CD40, son mas
eficiencientes como CPA solo en presencia del antigeno completo, y no asi
cuando se administra el péptido sintético (no requiere procesamiento para ser
presentado). Estos resultados sugieren que el estimulo a través de CD40
modifica el procesamiento de antigeno en el linfocito B, aumentando su eficiencia
como CPA.
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Hasta la fecha se desconocen las modificaciones al procesamiento de antigeno
inducidas por la sefalizacion de CD40. Se ha descrito que la estimulacion de
linfocitos B a través de CD40 induce la expresion de Rab7?** (que es una
GTPasa pequefia que participa en el transporte de endosomas tardios a
lisosomas) y la activacién de PI3K' (cinasa relacionada con el trafico de
compartimientos de la via endocitica). Teéricamente, Rab-7 y PI3K podrian
modificar algun paso en el procesamiento de antigeno que dependa de cambios
a la via endocitica; similar al que ocurre para el BCR, el cual induce la fusion de
compartimientos de la via endocitca mediante la activacion de PI3K?*®.
Actualmente, se desconoce si la sobreexpresion de Rab7 y/o la activacion de
PI3K, inducidas por la senalizacién a través de CD40, modifican la funcién del

linfocito B como CPA.

Alternativamente a modificaciones en el procesamiento de antigeno y/o en la
expresion de moléculas en superficie, el estimulo de linfocitos B humanos a
través de CD40 o MHCII, induce la asociacioén y localizacion de ambas moléculas
en regiones insolubles de la membrana plasmatica’* #*®. Considerando que la
presencia de MHCII en balsas lipidicas elementales mejora la funcién del linfocito
B como CPA™’, es factible proponer que la activacién de linfocitos B a través de
CD40 podria mejorar su funcién como CPA debido a un cambio en la distribucién

de moléculas MHCII y/o CD40 en la membrana plasmética.
Finalmente y de acuerdo a lo anterior podemos concluir que aunque la funcién

del linfocito B como CPA es mejorada por la estimulacién a través de CD40, aun

faltan estudios que esclarezcan los cambios moleculares responsables de ello.
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Justificacion

Los linfocitos B, al igual que las células dendriticas y los macréfagos, son CPA
que participan en la activaciéon de linfocitos T CD4. Adicionalmente, la funcién de
los linfocitos B como CPA es indipensable para obtener la cooperacién de
linfocitos T especificos contra el mismo antigeno, y generar una respuesta
inmune humoral eficiente. Esta se caracteriza por la producciéon de anticuerpos
con alta afinidad por el antigeno y cambio de isotipo y la generacion de linfocitos
B de memoria. Debido a que la eficiencia del linfocito B como CPA repercute en
la calidad de la respuesta humoral, es importante estudiar los estimulos que
mejoran esta funcion; de los cuales el estimulo a través de CD40 es el principal.
Aunque esta demostrado que la ligacibn de CD40 aumenta la eficiencia del
linfocito B como CPA, los cambios moleculares responsables de ello no han sido
estudiados en detalle; por lo que su estudio permitird entender mejor los
cambios moleculares que afectan la funcién del linfocito B como CPA.
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Planteamiento del problema

¢, Cudles son los cambios moleculares inducidos por CD40 que aumentan la
eficiencia del linfocito B como CPA?
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Hipotesis

1. La activacion de linfocitos B a través de CD40 aumenta la eficiencia de
presentacion de antigenos, en forma no excluyente, por cualquiera de los
siguientes mecanismos:

a) Modificacién del procesamiento de antigeno

b) Aumento en la expresion de moléculas de adhesion y coestimuladoras en la
superficie celular.

c) Redistribucion de MHCIlI en la superficie celular con o sin moléculas

coestimuladoras.
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Objetivos

Objetivo general
Determinar cuales son los cambios moleculares inducidos a través de CD40 que
mejoran la funcién del linfocito B como CPA.

Objetivos particulares

a) Estudiar si el estimulo a través de CD40 induce modificaciones en el
procesamiento de antigeno, que mejoren la capacidad del linfocito B para
presentar péptidos a linfocitos T CD4 especificos.

b) Analizar si la estimulacion de linfocitos B a través de CD40 induce cambios en
la expresion en superficie de moléculas relacionadas con la presentacién de

antigeno, y si esto se relaciona con una mejor funcién del linfocito B como CPA.

c) Estudiar si la activacion a través de CD40 induce una redistribucion de
moléculas MHCII a balsas lipidicas, y si esto influye en la eficiencia del linfocito B
como CPA.

d) Estudiar si la ligacion de CD40 induce la redistribucion de moléculas
relacionadas en la presentacién de antigeno, como CD80, generando en el
linfocito B una estructura molecular similar al ¢c-SMAC, lo cual facilitaria la
activacién del linfocito T CDA4.
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Materiales y Métodos

Reactivos

El medio de cultivo utilizado fue RPMI-1640 suplementado con 10% suero fetal
bovino (SFB), 2 mM glutamina, 10 mM piruvato de sodio, 10 mM aminoacidos
esenciales, 25 mM HEPES (Hy-clone, Salt Lakey) y 10 pg/mL ciprofloxacina
(Bayer). La lisozima de gallina (LG), RNAasa A bovina (RNAasa A) y la metil-B
ciclodextrina fueron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO). La wortmanina vy
staurosporina se adquirieron de Calbiochem (San Diego, CA), y la ®H-timidina
(*H-TdR) se compré a Amersham Biosciences (Piscataway, NJ). Los péptidos de
LG y de RNAasa A se sintetizaron en Hartwell Center St. Jude Children’s
Research Hospital o se compraron en Research Genetics (Hunstville, AL),
respectivamente. Los kits para marcar proteinas con biotina y Rojo Texas fueron
de Pierce Chemical Co, (Rockford, IL), y el de Alexa-488 de Molecular Probes.

Anticuerpos monoclonales
Todos los anticuerpos utilizados en este trabajo reconocen moléculas murinas.

Los anticuerpos anti-MHCII [Ad® (IgG2b)®’, fueron producidos en nuestro
laboratorio en cultivos del hibridoma murino H116.32 (donado por el Dr. Gdnter
Hammerling, DKFZ, Heidelberg, Alemania). Los anticuerpos anti-CD40 (IgG2a)*®
fueron producidos por el hibridoma de rata 1C10 que fue donado por el Dr. Andy
Heath (Sheffield, UK). Los anticuerpos anti-CD11b (IgG2b), anti-CD86 (IgG2a) y
anti-CD80 (lgG2a), fueron producidos por los hibridomas de rata; 70.15.11.5, GL-
1 y 1G10, respectivamente, adquiridos de la American Type Culture Collection
(ATTC). Todos los anticuerpos fueron producidos en cultivos celulares, y se
purificaron en columnas de sepharosa-proteina G o proteina A (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ). La concentracién y la funcionalidad de los
anticuerpos se determinaron por espectrofotometria a 280 nm y citometria de

flujo, respectivamente.

Los anticuerpos anti-MHC Il y anti-CD80, y la lisozima de gallina se marcaron con

biotina, rojo Texas y Alexa-488, respectivamente, siguiendo las indicaciones del
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fabricante. Finalmente, los anticuerpos anti-CD54-biotina (clona 3E2) o anti-
CD80-FITC (clona 1G10) se compraron en PharMingen y la subunidad B de la
toxina del célera-Alexa 488 en Molecular Probes.

Lineas celulares
Como CPA se utilizaron las lineas celulares LK-35.2 (H-2"9)

29 v dos lineas

derivada de ella, LK-LG-KDEL y LK-LG, que fueron donadas por Frank Momburg
(Heidelberg)®°. LK-35.2 es un hibridoma de una sublinea de A20 (derivada de
ratones Balb/c H2%) con esplenocitos de ratones B10.BR H-2. Las lineas LK-LG-
KDEL y LK-LG se generaron por la transfeccibn de células LK-35.2 con
plasmidos que contiene el cDNA que codifica para una forma de LG a la cual se
le inserté una sefal de retencion en el reticulo endoplasmico (KDEL)?®', o que
codifican para una forma soluble de LG; originando células que expresan la LG
como proteina residente del RE (LK-LG-KDEL)?®?, o que la secretan (LK-LG). Las
tres lineas, LK-35.2, LK-LG-KDEL y LK-LG, expresan cantidades semejantes de
MHCII, CD40, CD80 y CD86 en superficie. Adicionalmente a estas lineas
celulares, se utilizaron células LKK (derivadas de células L), que previamente
habfan sido transfectadas con los genes que codifican para las MHCII 1A¥,

Los hibridomas de linfocitos T CD4 que reconocen péptidos de LG fueron; C10,
A6B3, E907.D, 2B6.3, 4G4.1y 2G7 que reconocen los determinantes 48-62, 34-
45, 33-47, 24-43, 48-62 y 1-18 de la LG, respectivamente®*?%°. Los dos primeros
hibridomas fueron donados por la Dra. Laurie Glimcher (Universidad de Harvard),
el tercero fue generado por el Dr. José Moreno (UIM en Enfermedades
Autoinmunes) y el cuarto fue donado por el Dr. Luciano Adorini (Roche Milan). El
hibridoma especifico para RNAasa A bovina fue TS12 que reconoce el
determinante 43-56 de esta proteina, y fue donado por el Dr. Paul Allen®®. La
linea celular dependiente de IL-2, utilizada en los estudios de presentacién de
antigeno, fue CTLL-2, la cual se adquirié del ATCC. Todas las lineas celulares se
cultivaron en medio RPMI suplementado, en una atmésfera de 5 % de CO, y 90
% de humedad, en botellas de cultivo de 200, 125 y 75 cm?, a 37 °C.
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Células Caracteristicas

LK-35.2 CPA MHCII (H-29

LK-LG-KDEL | CPA MHCII (H-2%%), y expresa LG con sefial de retencién en RE
LK-LG CPA MHCII (H-2%%), y expresa LG soluble

LKK Células L (LTK-) transfectadas con MHCII (H-2)
C10 Hibridoma T CD4, LG 48-62 (1A

E907.D Hibridoma T CD4, LG 33-47 (1A%

A6B3 Hibridoma T CD4, LG 34-45 (IAY)

2B6.3 Hibridoma T CD4, LG 25-43 (IA¥)

4G4 Hibridoma T CD4, LG 48-62 (IA“)

2G7 Hibridoma T CD4, LG 1-18 (IEY

TS12 Hibridoma T CD4, RNAasa A bovina 43-56 (IA)
Ratones

Se utilizaron ratones C3H/Hed y 3A9 de 8-12 semanas de edad, de ambos
sexos. Los segundos son transgénicos para los genes de las cadenas af3 del
TCR del hibridoma con el mismo nombre (3A9) que reconoce el péptido 48-62 de
la LG asociado a la MHCII IA* 267, Mientras que los primeros expresan MHCII IA
y sus CPA son capaces de unir y presentar los péptidos de LG a los hibridomas
de linfocitos T CD4 y a los linfocitos T de ratones 3A9.

Obtencion de esplenocitos

Se sacrificaron los ratones por luxacién cervical, se extrajo el bazo y se colocé en
una caja petri con 5 mL de solucion salina balanceada de Hanks (HBSS) fria. El
bazo se corté longitudinalmente y se colocd entre las partes esmeriladas de dos
portaobjetos. Los esplenocitos se extrajeron mediante movimientos circulares de
los portaobjetos, adicionando medio RPMI-1640 sin suplementar. La suspensién
resultante se transfirié a tubos Eppendorff, que se centrifugaron a 1200 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante se desechdé y el botdén celular se
resuspendié en PBS-2% SFB (PBS-SFB), y se centrifugé a 1200 rpm por 10 min.
Se deseché el sobrenadante y el boton celular se resuspendié en 1 mL de
solucion de lisis de eritrocitos (0.15 M NH4CI; 1mM KHCO3; y 0.1mM NaEDTA),

41



incubando 4 minutos a temperatura ambiente con agitacién ocasional. A
continuacién, las células se lavaron 3 veces con PBS. Finalmente, los
esplenocitos fueron resuspendidos en solucion de FACS (PBS-2% SFB 1%
suero de conejo) para los del raton 3A9, y en medio completo los del C3H/Hed.
En ambos casos, las células se contaron en una camara de Neubauer con azul-
tripano (que tine de azul las células muertas) para excluir del conteo a las células

muertas.

Purificacion de Linfocitos T CD4

Los linfocitos T CD4 del ratén 3A9 se purificaron por seleccion negativa en
citometria flujo (FACS) después de tefiir con anticuerpos anti-B220, CD8, 1A,
NK1.1, CD69 y CD14 marcados con ficoeritrina (PE, Pharmingen, San Diego,
CA) en un citometro Mo-Flo (Cytomation, Fort Collins, CO). Brevemente, los
esplenocitos resuspendidos en la solucion de FACS se centrifugaron a 1200 rpm
por 10 minutos, el sobrenadante fue desechado y el botdn celular resuspendido
en una soluciéon de FACS adicionada con los anticuerpos anti-B220, CD8, NK1.1,
CD69 y CD14 marcados con ficoeritrina, los cuales se incubaron 30 minutos en
hielo. Al término de la incubacién, las células se lavaron tres veces con 1.5 mL
de la solucién de FACS y se resuspendieron en PBS. Las células transfirieron a
tubos de FACS, se analizaron en un citometro Mo-Flo y se recolectaron las
células no tenidas, que corresponden a la poblacién de linfocitos T CD4, cuya
pureza fue del 90%.

Purificacion de linfocitos B

La purificacién de linfocitos B se realizé por seleccién negativa en el método de
“panning” en cajas petri bacteriolégicas recubiertas con anticuerpos anti-CD4,
anti-Thy 1.2 y anti-CD11b. Estas cajas se prepararon incubando durante la noche
a 4°C con 10 mL de una solucién de TRIS 0.5 M pH 9.3 que contenia 10 ug de
cada uno de los siguientes anticuerpos: anti-Thy 1.2, anti-CD4 y anti-CD11b.

Después de la incubacion, las placas se lavaron 2 veces con PBS y una vez mas
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con PBS y albumina bovina al 1% para después adicionar la suspension de

esplenocitos.

Para la purificacion de linfocitos B, se adicionaron 10 mL de la suspension de
esplenocitos del ratén C3H/Hed (2x10° células/mL) a las cajas petri previamente
recubiertas con anticuerpos y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Al
término, la suspensién celular se recuperd y se transfirié a otra caja petri idéntica,
incubandose por 1 hora a temperatura ambiente. Después de ello la suspension
celular se transfirié a tubos de 50 mL y se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos.
El sobrenadante se descart6 y el botén celular fue resuspendido en RPMI-1640
suplementado. Para determinar la eficiencia de purificacion, se tifio una alicuota
de la suspension celular final con anticuerpos anti-CD19, siendo 88% la

poblacion CD19 positiva.

Estimulacién a través de CD40

El efecto de la estimulacion de linfocitos B a través de CD40 se realizd
adicionando anticuerpos anti-CD40 (agonistas) o anti-CD11b (control de isotipo)
a una concentracién de 10 pg/mL. En otros experimentos se cultivaron 2.5x10°
células LK35.2 o 2x10° linfocitos B de bazo en placas de 6 pozos, a las cuales se
anadié 2 mL RPMI-1640 suplementado. En estos casos, la estimulacién a través
de CD40 se realizé con una solucién de RPMI-1640 suplementado que contenia

los anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b a una concentracion de 10 pg/mL.

En los experimentos con inhibidores, estos se adicionaron 10 minutos antes de
los anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b, manteniéndose durante el tiempo de
estimulacién; con excepcion metil-B-ciclodextrina (m-BC) la cual se adiciond 10
minutos antes de finalizar la estimulacién. Las concentraciones utilizadas fueron:
0.1% de azida de Na, 20nM de staurosporina, 1uM de wortmanina, 4uM de

citocalasina D'y 10mM m-BC.
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Después de la estimulacion con anti-CD40, las células se cosecharon, se lavaron
extensamente con PBS frio, centrifugando siempre a 4°C para evitar cambios
ulteriores. Las células obtenidas se utilizaron para estudios de endocitosis,
citometria de flujo o se fijaron con paraformaldehido y se utilizaron en estudios

presentacion de antigeno o de desregulacién del TCR.

Endocitosis de LG-Alexa-488
Para estos estudios se utilizaron células LK35.2 cultivadas por 24 horas en

presencia 10 pg/mL de los anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b (como se
mencion6 en el apartado anterior) o en ausencia de estos. Tres horas antes de
finalizar el cultivo, las células se cosecharon y contaron en una camara de
Neubauer. Se transfirieron 2x10° células de cada condicién a tubos eppendorff,
se centrifugaron 3 minutos a 1200 rpm a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 100 pyL con 2 mg/mL de LG-Alexa-488 y 10 ug/mL
de anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b. Se incubaron 3 horas a 37 °C,
acompletando 24 horas en presencia de anti-CD40 o solamente 3 horas en
presencia de éste, después de lo cual, las células se lavaron 5 veces con 1.5 mL
de PBS- 2% SFB- 0.1% azida de sodio a 4°C, se resuspendieron en 450 uL de la

misma solucién y se analizaron en un citometro de flujo.

Fijacion de células

Para fijar las células (previamente cultivadas con los anticuerpos); éstas se
cosecharon y resuspendieron en 5 mL de PBS frio, se centrifugaron 10 minutos a
1200 rpm, se resuspendio el botdn celular. Las células se lavaron 2 veces con 5
mL de PBS frio. Después del ultimo lavado, el botén celular se resuspendié y las
células (10°) se fijaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con 100 uL de
una solucién de paraformaldehido al 1% en PBS. La reaccion se detuvo con 20
uL de glicina 200 mM, en hielo durante 5 minutos. Al término de la incubacién las
células se lavaron 3 veces con HBSS frio. Al finalizar los lavados, las células se
resuspendieron en 0.5 mL de medio completo y se contaron en camara de
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Neubauer. En el caso de células tratadas con m-BC o linfocitos B de bazo la

fijacion se realiz6 con paraformaldehido al 0.75%.

Estudios de presentacién de antigeno

Estos ensayos consistieron en cultivar las CPA (LK-35.2 o linfocitos B de bazo)
con linfocitos T CD4 (hibridomas o transgénicos para el TCR anti-LG 48-62) en
presencia de antigeno para evaluar la eficiencia de presentacion de antigeno de
las primeras. Para estos experimentos, se cosecharon las CPA y los hibridomas
de linfocitos T, se resuspendieron en RPMI-1640 suplementado y se contaron en
una camara de Neubauer utilizando azul tripano para excluir del conteo a las
células muertas. Se cultivaron en placas de 96 pozos y por triplicado; células LK-
35.2 (nimero variable) o linfocitos B de bazo (5.0x10%), con hibridomas de
linfocitos T (5.0x10%), en presencia diferentes concentraciones del antigeno, de
péptido sintético o en ausencia de ambos, en un volumen final de 200 uL.
Después de 24 horas de cultivo, las placas se centrifugaron a 1200 rpm por 10
minutos, y se recolectaron 100 pyL de sobrenadante para determinar la IL-2.

Determinaciéon de la produccion de IL-2 como medida del reconocimiento

antigénico por los hibridomas T

La eficiencia de la presentacidén de antigeno, se determiné por la presencia de IL-
2 en los sobrenadantes del estudio de presentacion de antigeno, la cual es
secretada por los linfocitos T CD4 en forma directamente proporcional a su
activacion. La produccion de IL-2 se evalué por la proliferacién de células
dependientes de IL-2 (CTLL-2) en presencia °H-TdR. De tal forma, que
incorporacion de *H-TdR por estas células es proporcional a la IL-2 presente en
el sobrenadante, indicando, en forma indirecta la eficiencia de activacion de los

linfocitos T CD4 debida a la presentacion de antigeno por las CPA.
Para determinar la IL-2 presente en los estudios de presentacion de antigeno, las

CTLL-2 se cosecharon y lavaron extensamente (3 veces con 15 mL de HANKS,

centrifugando a 1200 rpm durante 10 minutos, entre cada lavado). Al finalizar los
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lavados, las CTLL-2, se resuspendieron en medio completo y se contaron en una
camara de Neubauer. Las células CTLL-2 (10%) se adicionaron en un volumen de
100 pL a los 100 uL del sobrenandante del ensayo de presentacién de antigeno,
y se cultivaron durante 32 horas en placas de 96 pozos. A las 20 horas de cultivo
se afiadié 1 pCi *H-TdR a cada pozo, cultivdndose por las 12 horas restantes,
hasta que se cosecharon en un cosechador semiautomatico (Tomtec). La
sintesis de DNA se determind en un contador de centelleo (Wallac). Los
resultados de los estudios de presentacion de antigeno se muestran como
promedio de los valores de cpm de los triplicados indicando con barras de error

estandar en cada caso.

Proliferacion de linfocitos T CD4 y cuantificacién de citocinas.

Estos experimentos fueron realizados con el apoyo de Dr. Dario Vignali y el Dr.
José Moreno, en St. Jude Children’s Research Hospital.

Para la determinacion de la proliferacion de linfocitos T CD4 y la cuantificacion de
citocinas, se cultivaron por triplicado y en dos placas de 96 pozos; 2.5x10*
células LK-35.2 fijadas (previamente tratadas con los anticuerpos; anti-CD40 o
anti-CD11b) con 5.0 x10* linfocitos T CD4 del ratéon 3A9, en presencia de
concentraciones variables del péptido 48-63 de la LG. Después de 48 horas de
cultivo se determiné la proliferaciéon de los linfocitos T CD4 y la produccion de
citocinas. Para el primero, se adicioné en una placa, 1 uCi 3H-TdR a cada pozo,
cultivandose durante 18 horas mas. Al término de la incubacién, los cultivos
fueron cosechados en un cosechador semiautomatico y la sintesis de DNA fue

determinada en un contador de centelleo.

La determinacién de las concentraciones de IL-2 e IFNy se obtuvé por medio de
un método de citometria de flujo basado en particulas fluorescentes.
Brevemente, se recuperaron 100 pL del sobrenadante de la segunda placa de 96
pozos, los cuales se incubaron con perlas fluorescentes acopladas a anticuerpos

anti-IL-2 y anti-IFNy, seguidas por segundos anticuerpos dirigidos contra las
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mismas citocinas, marcados con ficoeritrina. Las muestras se analizaron en un
citometro de flujo FACSalibur con un equipo Luminex, y la concentracion de las
citocinas fue determinada interpolando los valores obtenidos en una curva patrén

de cada citocina.

Citometria de flujo.
Para analizar la expresiéon de moléculas en superficie, se utilizaron 2.5x10*

células LK35-2 o linfocitos B de bazo que se resuspendieron en placas de 96
pozos en un volumen de 200 pL. Las placas se centrifugaron durante 3 minutos a
1200 rpm. El sobrenadante se descarté y el botdn celular se resuspendié en 50
WL de PBS con 0.1% azida y 1% de suero de conejo (PBS-Azida-SC) durante 15
minutos en hielo. Posteriormente, las placas se centrifugaron 3 minutos a 1200
rpm, y el sobrenadante se desechd. El botdn celular se resuspendié en 50 pL de
una solucién de PBS-Azida-SC que contenia los anticuerpos dirigidos contra las
diferentes moléculas de interés, y se incubaron en hielo durante 20 minutos. Al
finalizar la incubacion, se adicion6 100 uL de PBS-azida-SC y se centrifugd 3
minutos a 1200 rpm. Se descarté el sobrenadante, se resuspendié el botdn
celular, y las células se lavaron 2 veces con 200 yL de PBS-azida-SC frio,
centrifugandose 3 minutos a 4 °C y 1200 rpm entre cada lavado. Al finalizar
estos, el botdn celular se resuspendié en 450 uL de PBS-azida-SC y fueron
transferidos a tubos de FACS para ser analizados.

En el caso de tinciones indirectas, el boton celular del ultimo lavado se
resuspendi6 en 50 pyL de una solucion PBS-azida-SC que contenia los
anticuerpos secundarios o estreptoavidina, marcados con fluorocromos, los
cuales se incubaron en hielo durante 20 minutos. Al terminar la incubacién, las
muestras se lavaron con PBS-azida-SC y transfirieron a tubos de FACS. El
andlisis de las muestras se realiz6 en un citdmetro de flujo FACScalibur (Becton-
Dickinson, San Jose, CA).
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Desregulaciéon del TCR

Para estos experimentos se cultivaron en placas de 6 pozos; células LK-35.2 en
presencia de anti-CD40 o anti-CD11b, y con concentraciones variables delG.
Después de 24 horas de cultivo las células se lavaron y fijaron, como se describid
previamente. Posteriormente se cultivaron por seis horas a 37 °C; 0.166 x10°
células LK-35.2 fijadas con 0.5x10° hibriomas de linfocitos T (A6B3), en tubos
Falcon de 15 mL, y en un volumen final de 0.5 mL. Para facilitar la interaccion
celular, las células se centrifugaron a 500 rpm durante 2 minutos. Al finalizar la
incubacién las células se lavaron y se tifieron con anticuerpos anti-TCR
marcados con APC, y se analizaron en un citometro de flujo.

Microscopia confocal.

Células LK35.2 (10%) se cultivaron a 37°C en portaobjetos de vidrio especiales
para cultivo (), durante 24 horas en un volumen de 200 pL, después de lo cual se
adicionaron 10 pg/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control) y se incubaron
nuevamente a 37°C por distintos tiempos. Las laminillas se lavaron con PBS
filtrado (0.22 um), y se fijaron con paraformaldehido al 4%, durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Al terminar la fijacién, las laminillas se lavaron dos veces
con PBS filtrado, y se adicionaron 50 yL de PBS filtrado con los anticuerpos anti-
MHCII-biotina (estreptoavidina-Rojo Texas o Alexa 488) anti-CD80-Rojo Texas o
la subunidad B de la toxina del colera (CTB-Alexa 488, que se une al gangliésido
GM-1) y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
laminillas se lavaron tres veces con PBS, se adicion6 1 yL de Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) por muestra y se montaron los cubreobjetos, que
se sellaron con resina acrilica. Las preparaciones se observaron en un
microscopio confocal Carl Zeiss, modelo LSM510 equipado con un laser dual. La
fluorescencia se detect6 simultdneamente con excitacion/emisién a 488/520 nM
para FITC o Alexa 488, y a 540/590 nm para el rojo Texas. Las imagenes (100x)
se adquirieron con una resolucion de 2048x2048 pixeles y se almacenaron en la
computadora, después de lo cual se procesaron y se analizaron por medio del
software LSM5 Image Examiner (Carl Zeiss).
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Resultados

El estimulo a través de CD40 mejora la funcion del linfocito B como CPA.

Para estudiar el papel de CD40 en la funcion del linfocito B como CPA
realizamos experimentos con el modelo de presentacién de antigeno que se
tiene en el laboratorio. En este modelo se utiliza como antigeno la lisozima de
gallina (LG), como CPA el linfoma murino LK-35.2, que expresa la MHCII 1A y es
CD40+ y, como células respondedoras, hibridomas de linfocitos T CD4 que
reconocen distintos péptidos de LG unidos a MHCII 1A, La estimulacion a través
de CDA40 se realizé con un anticuerpo monoclonal agonista (1C10) que reconoce
la molécula CD40 murina, y como control negativo de isotipo un anticuerpo

monoclonal anti-CD11b, que no se expresa en las células LK-35.2.

En la figura 1 se presenta el resultado del estudio de presentacion de antigeno,
en cual se confirma que el estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia del
linfocito B como CPA. Esto se observo claramente cuando el numero de CPA
(LK-35.2) fue subdptimo; en donde las células LK-35.2 estimuladas a través de
CD40 fueron =1.3 veces mejores CPA que las células controles en los estudios
con los hibridomas A6B3 (12,500 CPA/pozo) y 2B6 (6000 CPA/pozo); 2 veces
mejores CPA con el hibridoma C10 (3000 CPA/pozo); 2.5 veces mejores CPA
con el hibridoma 4G4.1 (25,000 CPA/pozo); y 5 veces mejores CPA con el
hibridoma 2G7 (12,500 CPA/pozo). De los cinco hibridomas de linfocitos T CD4
utilizados, el mayor efecto de la estimulacion a través de CD40 se observo con el
hibridoma 2G7 (LG 1-18), que fue el hibridoma con menor respuesta basal (cpm
~ 5000). Esta baja respuesta basal puede se debido a que el numero de
complejos MHCII-LG 1-18 en superficie sean insuficientes para inducir la
activacion del hibridoma 2G7. Considerando lo anterior, podria ser probable que
el efecto de CD40 sea relevante cuando el nimero de complejos MHCII-péptido
en superficie sea subdptimo para activar al linfocito T CD4.
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Por otro lado, en practicamente todos los hibridomas de linfocitos T CD4 (con
excepcion del hibridoma 2G7), el efecto de CD40 disminuyé e incluso
desaparecié cuando se incrementd el numero de CPA en el cultivo. Esto puede
ser debido a que al aumentar el numero de CPA se aumenta el numero de
complejos MHCII-péptido que pueden ser reconocidos por los linfocitos T CD4; lo
cual podria saturar su capacidad de produccion de IL-2, y/o del sistema de
deteccion de ésta, por lo que no podria detectarse ningun cambio en la funcién
de la CPA.
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C10 (LG 48-62)
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Figura 1 El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B como CPA. Se
cultivaron durante 24 horas, el nimero de células LK-35.2 indicado en las figuras con 5.0 x 10*
hibridomas de linfocitos T CD4 y en presencia de 10 ug/mL de LG y de anti-CD40 o anti-CD11b
(control). La determinacién de IL-2 se realiz6 como se indica en a seccién de material y métodos.
Los resultados se expresan como el promedio de las cpm de los triplicados, indicando en barras
el error estandar. Se muestra un experimento representativo de dos.

Considerando que CD40 mejora la funcién de LK-35.2 para activar a hibridomas
de linfocitos T CD4 que reconocen diferentes determinantes de la LG, es muy
probable que al menos un mecanismo responsable de esto sea independiente a
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la generacion del determinante antigénico. Ademas, debido a que el efecto de
CD40 es notable cuando el sistema de presentacién de antigeno es ineficiente
(numero subdptimo de CPA), este efecto podria ser relevante cuando el numero
de complejos MHCII-péptido sea bajo, ya sea por concentraciones limitantes de

antigeno o de CPA.

Adicionalmente a la presentacion de la LG exdgena, evaluamos el efecto de la
estimulacién de linfocitos B a través de CD40 en la presentacién péptidos
derivados de dos formas de LG enddgena: una con senal de retenciéon en el
reticulo endoplasmico, LG-KDEL; y la otra soluble, LG. Estas proteinas se
expresan en las lineas LK-LG-KDEL y LK-LG, respectivamente. Ambas lineas
presentan péptidos de la LG unidos a MHCII IA* en forma constitutiva, y su

generacion y/o procesamiento difiere de la LG exégena?®® 269,

De forma similar a LK-35.2, el estimulo a través de CD40 mejoré la eficiencia de
LK-LG-KDEL y LK-LG para activar a los distintos hibridomas de linfocitos T CD4,
lo cual fue notable cuando el numero de éstas fue subodptimo (Fig 2). En el caso
de LK-LG-KDEL, la estimulacion a través de CD40 aument6 al doble su
capacidad como CPA frente al hibridoma 2B6 (25,000 CPA/pozo) y =1.5 veces
con los hibridomas A6B3 (25,000 CPA/pozo) y C10 (12,500 CPA/pozo). El mejor
efecto de anti-CD40 se observd con los hibridomas 2G7 (50,000 CPA/pozo) y
E907.D (25,000 CPA/pozo) en donde fueron 11 y 19 veces mejores CPA que las
células controles, respectivamente. En el caso de LK-LG, el estimulo a través de
CD40 aument6 su eficiencia como CPA aproximadamente 1.5 veces para 2B6
(3,000 CPA/pozo) y C10 (6,000 CPA/pozo), =2.5 para A6B3 (3,000 CPA/pozo) y
E907 (6,000 CPA/pozo); y 4 veces para 2G7 (25,000 CPA/pozo). Los resultados
de LK-LG fueron similares a los de la LG exdgena (Fig 1); en donde el mejor
efecto de anti-CD40 fue con el hibridoma 2G7 (LG 1-18), mientras que con los
demas hibridomas el efecto de anti-CD40 disminuyé al aumentar el numero de
CPA en el estudio.
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Figura 2 El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B como CPA
independientemente de la localizacion del antigeno. Se cultivd un ndmero variable de células
LK-LG-KDEL o0 LK-LG con 5 x 10* hibridomas T en presencia de anti-CD40 o anti-CD11b (control)
durante 24 horas La determinacién de IL-2 se realizé6 como se indica en a secciéon de material y
métodos. Los resultados se expresan como el promedio de cpm de los triplicados, indicando en
barras el error estdndar. Se muestra un experimento representativo de dos independientes con
resultados similares.
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Debido a que el estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de LK-35.2
como CPA, en la presentacion de diferentes péptidos derivados de distintas
formas de LG (exdgena, soluble o con sefal de rentencion en el RE), cuya
generaciéon depende de diferentes procesamientos; es muy probable que CD40
induzca cambios que sean independientes al procesamiento de antigeno. Sin
embargo, el hecho de que la magnitud del efecto de CD40 varia
considerablemente en las tres formas de LG, sugiere también la participacion de
cambios que estuviesen relacionados al procesamiento de antigeno; y que sean
estos cambios los que expliguen el mayor efecto en la presentacion de los
péptidos derivados de LG-KDEL. Alternativamente, otra posibilidad no
excluyente, es que el efecto de anti-CD40 se aprecie mejor utilizando LK-LG-
KDEL, debido a que es el sistema de presentacion de antigeno menos eficiente
(en condiciones basales se necesit6 un mayor nimero de CPA para alcanzar la
Optima respuesta de los hibridomas de linfocitos T CD4), lo que podria ser debido
a un menor acceso de la proteina a los compartimientos de la via endocitica, a la
eficiencia de generacion de los péptidos estudiados y/o a la estabilidad de los

complejos MHCII-péptido en superficie.

Para evaluar que el efecto de anti-CD40 no fuera particular de LK-35.2,
utilizamos como CPA una linea celular derivada de fibroblastos, LKK. Esta fue
previamente transfectada con el cDNA que codifica para las moléculas MHCII IA¥
y ademas es CD40+. Similar a LK-35.2, el estimulo a través de CD40 aumenté
la eficiencia de LKK como CPA (Fig. 3). En condiciones basales LK-35.2 fue mas
eficiente que LKK para activar a los hibridomas de linfocitos T CD4: E907 (LG 33-
47) y C10 (LG 42-68). Sin embargo, el efecto de CD40 fue similar en ambas
lineas celulares, siendo 6ptimo a una concentracion de 3 ug/mL de LG; en donde
fueron aproximadamente 6 y 3 veces mas eficentes para activar a los hibridoma
de T CD4 E907 y C10, respectivamente. Similar a los resultados anteriores, el
efecto de CD40 disminuye al optimizar las condiciones del estudio de
presentacion de antigeno, en este caso debido al aumento en la concentracion

del antigeno en el cultivo. Estos resultados indican que el aumento en la
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eficiencia como CPA de LK-35.2, inducido por el estimulo a través de CD40, no
es una particularidad de éstas y que puede ocurrir en células que no son CPA
profesionales, como LKK.

E907.D c10
(LG 34-35) (LG 48-62)

Sintesis de DNA por células CTLL-2 (cpm 10°)
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LG (pg/mL) B—a Anti-CD40
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Figura 3 El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de activacion de linfocitos T
CD4 independientemente del tipo de CPA. Se cultivaron durante 24 horas; 2.5 x 10* células
LK-35.2 o LKK con 5.0 x 10* hibridomas de linfocitos T CD4, en presencia de anti-CD40 o anti-
CD11b (control), y las concentraciones de LG indicadas en la figura. La determinacion de IL-2 se
realizé como se indica en a seccién de material y métodos. Los resultados se expresan como el
promedio de las cpm de los triplicados, indicando en barras el error estdndar. Se muestra un
experimento representativo de dos experimentos independientes.

Finalmente, para asegurar que los resultados obtenidos no fueran particulares
del procesamiento de la LG, se realizaron estudios de presentacién de antigeno
utilizando otro antigeno, la RNAasa A bovina. Esta a diferencia de la LG
exogena, se presenta eficientemente por MHCIl en ausencia de la cadena
invariante (el determinante antigénico 43-56) y sus complejos MHCII-péptidos se
forman con MHCII de reciclaje en compartimientos de la via endocitica diferentes

que los de la LG#"% 27",
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El estudio de presentacidén de antigeno se realizé cultivando células LK-35.2 con
diferentes concentraciones de RNAasa A bovina o LG, en presencia de
cualquiera de los siguientes hibridomas: TS12 (RNAasa A 43-56), C10 (LG 42-
68) y E907 (LG 33-47); y de anticuerpos anti-CD40 o control. En ambos
antigenos las células LK-35.2 cultivadas con anti-CD40 fueron mejores CPA que
las células control; lo cual fue evidente a concentraciones subdptimas de
antigeno (Fig. 4). El efecto mas notable de anti-CD40 se encontr6 a 1 y .3ug/mL
de LG para los hibridomas E907 y C10, respectivamente; y a 1 yM RNAasa A
para TS12. En el caso del hibridoma C10, y E907, las células LK-35.2
estimuladas a través de CD40 fueron =3.5 y 8 veces mejores CPA que las
células controles, respectivamente; mientras que fueron =2.5 veces mas
eficientes para activar al hibridoma TS12. De forma similar a la figura 3, el efecto

de CD40 disminuy6 al aumentar la concentracién del antigeno.
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Figura 4 El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B como CPA
independientemente del antigeno. Se cultivaron durante 24 horas, 2.5 x 10* células LK-35.2
con 5.0 x 10* hibridomas de linfocitos T CD4 C10 o TS12 a las concentraciones de LG o RNAasa
A indicadas, y en presencia de 10 ug/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control). La determinacién
de IL-2 se realizé como se indica en a seccion de material y métodos por proliferacion de células
CTLL-2. Los resultados se expresan como el promedio de las cpm de los triplicados, indicando en
barras el error estdndar. Se muestra un experimento representativo de tres experimentos
independientes.
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Estos resultados indican que la estimulacién a través de CD40 aumenta la
eficiencia de presentacion de antigeno por linfocitos B independientemente del
tipo de antigeno y de sus diferentes vias de procesamiento; lo que sugiere la
participacion de mecanismos alternos al procesamiento de antigeno. Sin
embargo, el hecho de que el efecto de CD40 ocurra con diferente magnitud
dependiendo del determinante antigénico y de la localizaciéon intracelular de la
proteinas (LG exogéna, LG soluble o LG-KDEL) podria sugerir la participacion de
mecanismos relacionados con su procesamiento y presentacion. Debido a esto,
decidimos investigar si el estimulo a través de CD40 modificaba algunas etapas
generales del procesamiento de antigeno, que resultaran en una mayor eficiencia

en la activacién del linfocito T CDA4.

De las diferentes etapas del procesamiento de antigeno (internalizacion del
antigeno, sintesis y transporte de las MHCII a la via endocitica, degradacién del
antigeno y de la cadena li, formacion de complejos MHCII-péptido y su transporte
a la membrana plasmatica), decidimos evaluar inicialmente la internalizacion del

antigeno.

El estimulo a través de CD40 no modifica la internalizaciéon del antigeno.

Para evaluar si el estimulo a través de CD40 aumentaba la internalizaciéon del
antigeno, se marcé LG con Alexa-488, y se evalud la capacidad de las células
LK-35.2, pre-estimuladas por diferentes tiempos con anti-CD40 o un anticuerpo
control de isotipo, para internalizar esta proteina durante 3 horas. En la figura 5
se muestra que el estimulo a través de CD40 no modifica la internalizacion del
antigeno, ya que las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de las células
tratadas con anti-CD40 o el anticuerpo control son similares; por lo que el
aumento en la eficiencia de LK35.2 como CPA debido a la estimulacién a través

de CD40, no es debido a una mayor cantidad de antigeno intracelular.
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Figura 5 El estimulo a través de CD40 no modifica la internalizacion del antigeno. Células
LK35.2 previamente cultivadas durante 21 horas en presencia o ausencia de 10 yg/mL de los
anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b (control), se incubaron por 3 horas mas con LG-Alexa-488 y
los anticuerpos anteriores. La internalizacién de LG-Alexa-488 se determind como la intensidad
media de fluorescencia (IMF) en un citometro de flujo. La IMF para células mantenidas a 4 °C en
presencia de LG-Alexa 488 fue de 4.5. Los resultados se presentan como el promedio de los
triplicados de la IMF, indicando en barras el error estdndar. Se muestra un experimento
representativo de dos experimentos independientes con resultados similares.

El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de los linfocitos B como

CPA independientemente del procesamiento de antigeno.

Adicionalmente a la internalizacién del antigeno, otra etapa importante en la
presentacion de antigeno es la generacion de péptidos; por lo que evaluamos si
el estimulo a través de CD40 aumenta la capacidad de las células LK-35.2 como
CPA cuando el procesamiento del antigeno a péptidos no es necesario. Para
esto, realizamos estudios de presentacion de antigeno con péptidos sintéticos de

LG en lugar de la proteina completa.

Los resultados obtenidos indican que el estimulo a través de CD40 aumenta la
efciencia de las células LK-35.2 como CPA a través de mecanismos alternos a la
generacién de los péptidos (Fig. 6). En los hibridomas C10 y A6BS3 el efecto de
anti-CD40 fue mas notable a concentraciones intermedias del péptido, efecto que
se perdi6é al aumentar la concentracion del péptido. Utilizando estos hibridomas,
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las células LK-35.2 cultivadas con anticuerpos anti-CD40 fueron = 2 y 3 veces
mas eficientes como CPA, que las mismas tratadas con el anticuerpo control
(Fig. 6), lo cual se observd a las concentraciones de los péptidos de LG de 0.3
MM para A6B3 y 0.1 uM para C10, respectivamente. En el caso de E907.D, la
estimulacién a través de CD40 aumentd aproximadamente 3 veces la eficiencia
de LK-35.2 como CPA, lo que se mantuvo incluso al aumentar la concentracion
del péptido. De hecho, para este hibridoma, la respuesta basal fue similar a las
concentraciones de péptido de .3 y 1 uM, lo cual sugiere que se requiere una
mayor concentracion del péptido para optimizar la respuesta basal de E907.D
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Figura 6 EIl estimulo a través de CD40 aumenta la presentacion de antigeno
independientemente a la generacion de los péptidos. Se cultivaron durante 24 horas; 2.5 x
10* células LK-35.2 y 5 x 10* hibridomas de linfocitos T CD4 con las concentraciones de los
péptidos de LG indicadas figura, y en presencia de 10 ug/mL de anticuerpos anti-CD40 o anti-
CD11b (control). La determinacion de IL-2 y de las cpm se realiz6 como se indica en material y
métodos. Los resultados se presentan como el promedio de los triplicados, indicando con barras

el error estandar. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

Considerando que la estimulacién de linfocitos B a través de CD40 aumenta la
eficiencia de presentacion de péptidos sintéticos, que no requieren ser
degradados para unirse a las MHCII, es probable que uno de los mecanismos

responsables de este efecto sea independiente a la generacién de péptidos.
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Finalmente, para descartar la participacion de cualquier etapa del procesamiento
de antigeno (internalizacién del antigeno, generacién de péptidos, transporte
intracelular del antigeno/péptido, formacién de los complejos MHCII-péptido
antes de su transporte a la superficie celular) en el efecto de anti-CD40; se
cultivaron células LK-35.2 con los anticuerpos anti-CD40 o control por 24 horas, y
al finalizar la incubacién se fijaron. Estas células fijadas se utilizaron en el estudio
de presentacion de antigeno, en el cual se adicioné el hibridoma de linfocitos T
CD4 vy los péptidos de LG. Estos ultimos, debido a que la CPA esta fijada, se
unen a las MHCII vacias en su membrana plasmatica, por lo que su presentacion

no depende de su manejo intracelular.

Los resultados obtenidos indican que el estimulo a través de CD40 aumenta la
eficiencia de las células LK-35.2 como CPA por cambios independientes al
procesamiento de antigeno (Fig. 7). Las células LK-35.2 pretratadas con anti-
CDA40 fueron mas eficientes para activar a los linfocitos T que las células control,
lo cual fue evidente para E907.D y A6B3 a concentraciones del péptido 33-47 de
1 y .1uM, respectivamente. A estas concentraciones las células LK-35.2
estimuladas a través de CD40 fueron =2.5 y 3 veces mas eficientes para activar a

los hibridomas E907.D y A6B3, respectivamente.

De acuerdo a estos resultados, el estimulo a travées de CD40 aumenta la
efciencia de las células LK-35.2 como CPA por medio de modificaciones que son
independientes al procesamiento de antigeno. Esto, no excluye la posible
participacion del procesamiento de antigeno en el efecto de CD40, sino que
describe la participacion de otras modificaciones o cambios alternos a él. Uno de
estos cambios podria ser debido al aumento en el numero de MHCII en la
superficie, que pudieran captar mas péptido, o bien, que el efecto fuera sobre

moléculas coestimuladoras; por lo que decidimos analizar estas posibilidades.
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Figura 7 El estimulo a través de CD40 mejora la presentacion de antigeno por linfocitos B
independientemente al procesamiento de antigeno. Se cultivaron células LK-35.2 en
presencia de 10 pg/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control) durante 24 horas, y posteriormente
se fijaron con paraformaldehido. 2.5 x 10* células LK-35.2 fijadas se cultivaron con 5 x 10* células
de los hibridomas T, E907.D 6 A6BS3, en presencia del péptido LG33-47 a las concentraciones
indicadas. La determinaciéon de IL-2 se efectué como se describe en material y métodos. Los
resultados se presentan como el promedio + el error estdndar (en barras) de los triplicados en
cpm. Se presenta un experimento representativo de tres experimentos independientes.

El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de reconocimiento de
los complejos MHCII-péptido.

Se ha descrito en la bibliografia que la expresion del TCR en la membrana
plasmatica disminuye después del reconocimiento de los complejos MHCII-

2’2 En base a esto, evaluamos si el estimulo a través de CD40

péptido
aumentaba la eficiencia del reconocimiento de los complejos MHCII-péptido;
para lo cual cultivamos durante 24 horas, células LK35.2 con anti-CD40 o el
anticuerpo control en presencia de diferentes concentraciones del antigeno. Al
finalizar las células se fijaron y se cultivaron con el hibridoma de linfocito T A6B3
(LG 35-45) durante 6 horas; después de lo cual se evalué la expresion del TCR.
Por otro lado, con estas mismas células (A6B3 y las CPA fijadas), se realiz6 un
estudio de presentacién de antigeno para correlacionar la desregulacién del

TCR con la capacidad de la CPA para activar al linfocito T CD4.
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Los resultados indican que el estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia
de reconocimiento de los complejos MHCII-péptido, lo que correlaciona
positivamente con la eficiencia de las células LK-35.2 como CPA (Fig 8). Las
células LK-35.2 estimuladas a través de CD40 indujeron la desregulacion del
TCR a partir de 10 ug/mL de LG siendo evidente a 1 mg/mL, mientras que con
las células controles se observé un ligera desregulacion del TCR solo a la
concentracion de 1 mg/mL de LG. Por otro lado, las células cultivadas con anti-

CD40 fueron =2.5 veces mas eficientes como CPA que las células controles.
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Figura 8 El estimulo a través de CD40 aumenta la
eficiencia de reconocimiento de los complejos MHCII
Durante 24 horas se cultivaron células LK-35.2 en presencia
de 10 pg/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control), y con
diferentes concentraciones de LG. Al finalizar, las células se
fijaron. A) Se cultivaron 0.1 66x10° células LK-35.2 fijadas con
0.5x10° hibridomas T A6B3, durante 6 horas. Al finalizar las
células se tifieron con anti-TCR. B) Se realiz6 el estudio de
presentacion de antigeno con 0.5x 10* células LK-35.2 fijadas
y 5x10* hibridomas A6B3. La determinacion de IL-2 se realizd
como se indica en material y métodos. Los resultados se
presentan como el promedio de las cpm, indicando en barras
el error estandar. Se presenta un experimento representativo
de dos experimentos.
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Estos resultados sugieren que un mecanismo por el cual el estimulo a través de
CD40 mejora la eficiencia de la CPA es a través de cambios que afectan la
interaccion TCR-MHCII; esto puede ser debido a la presencia de un mayor
namero de complejos MHCII-péptido especifico en la CPA, y/o a cambios que
mejoren la eficiencia en la interaccion TCR-MHCII. Por otro lado, es necesario
corroborar la interpretacion de estos resultados, ya que sea descrito que la
disminucion en la expresién del TCR puede deberse a la activacion de PKC

(independiente al reconociemiento de MHCII-péptido)?”°.

El estimulo de linfocitos B a través de CD40 aumenta la expresion de CD80
en superficie, sin modificar la expresion de MHCII, CD86 e ICAM-1.

Para evaluar si el estimulo a través de CD40 aumentaba la expresién de MHCII,
(lo que podria aumentar el niumero de complejos MHCII-péptido presentados a
los linfocitos T CD4), y/o de moléculas que participan positivamente en la
sinapsis inmunoldgica como CD80, CD86 e ICAM-1; se analiz6 la expresion de
estas moléculas en células LK-35.2 cultivadas en presencia de anticuerpos anti-
CD40 o control durante diferentes tiempos. La expresién de estas moléculas se
determiné mediante citometria de flujo. Los datos de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) se presentan como indice de estimulacion, [(IMF de células
tratadas con anti-CD40/IMF de las células controles)-1] que indica el nimero de
veces en que la expresidbn de una molécula es mayor con respecto a su
expresion basal; permitiendo asi comparar en una sola figura, moléculas con

diferentes niveles basales de expresion en superficie.

En la figura 9, se muestran los resultados, en donde se observa que el estimulo
a través de CD40 induce un aumento en los niveles de expresion en superficie de
CD80, sin modificar los niveles de expresién de las moléculas MHCII, ICAM-1 y
CD86. Los niveles de CD80 empezaron a aumentar después de 6 horas de
estimulacién con anti-CD40, duplicandose entre las 12 y 24 horas, para diminuir

después de 72 horas de estimulacion.
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M (CAM-1 Figura 9 El estimulo a través de CD40 aumenta
® MHC-II la expresion de CD80 en la superficie celular. 2
2 | x 10° células LK-35.2 se cultivaron en presencia de

10 pug/mL de anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b
(control) por los tiempos indicados en la figura. Al
finalizar el cultivo, las células se lavaron y se
tiferon con anticuerpos especificos para cada una
de las moléculas indicadas. Las muestras se
analizaron en un citdmetro de flujo. Los resultados
se presentan como el indice de estimulacién
menos 1 [(IMF de las células tratadas con
0 anticuerpos anti-CD40/IMF de las células tratadas
con anticuerpos anti-CD11b) menos 1]. Se
muestra un experimento representativo de 3
experimentos independientes.
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A pesar que la expresion de MHCII permanecié sin cambios, desconocemos si el
namero de complejos MHCII-péptido es similar entre las células estimuladas a
través de CD40 y las células controles, por lo que no podemos establecer una
relacion con la desregulacién del TCR. Por otro lado, considerando que CD80 es
uno de los ligandos de CD28, es posible, que el aumento en la eficiencia del
linfocito B como CPA inducida por anti-CD40 fuera debida en parte, a la mayor
expresion de CD80 en superficie; por lo que decidimos evaluar si existia una

correlacién positiva entre ellos.

El estimulo a través de CD40 aumenta la funcioén del linfocito B como CPA
en un tiempo muy corto, que es independiente de la mayor expresion de

CD80 y de cambios en el procesamiento de antigeno.

Para evaluar si existia una correlacidon entre la expresion de CD80 y el aumento
en la capacidad del linfocito B como CPA la eficiencia como CPA; se evaluaron
ambas simultaneamente, en células LK-35.2 cultivadas por diferentes tiempos
con anti-CD40 o control.
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Para los estudios de presentacion de antigeno, las células LK-35.2, pretratadas
con los anticuerpos anti-CD40 o control, se fijaron, y posteriormente se
cultivaron con los hibridomas T A6B3 (LG34-45) o TS12 (RNAasa A43-56) en
presencia de sus respectivos péptidos. Como se menciond, debido a que las
células LK-35.2 estan fijadas, el péptido adicionado se unira a las MHCII vacias
en la membrana plasmatica, eliminando cualquier etapa en el procesamiento de

antigeno, incluida una posible internalizacidén del péptido.

Los resultados muestran que el estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia
de LK-35.2 como CPA, previo al aumento en los niveles de CD80 en su
superficie (Fig. 10). En el estudio de presentacién de antigeno con el hibridoma
A6B3 (LG34-45), las células LK-35.2 cultivadas durante 30 minutos con anti-
CD40 fueron el doble de eficientes como CPA que las células control; lo que
aument6 progresivamente con el tiempo de estimulacién con anti-CD40,
alcanzando su maximo a las 12 horas de cultivo, en donde fueron 4 veces mas
eficientes como CPA. Después de 12 horas de estimulacion con anticuerpos anti-
CD40, la eficiencia de las células LK-35.2 empezé a decaer, duplicando la
capacidad de CPA de las células controles a las 72 horas post-estimulo. En el
estudio de presentacién de antigeno utilizando el hibridoma TS12 (RNAasa A43-
56) los resultados fueron similares a los obtenidos con A6B3. En relacion a la
expresion de CD80, las células LK-35.2 estimuladas a través de CD40
expresaron mayores niveles de CD80 que las células controles. Esto se observa
después de una estimulacién con anti-CD40 por 6 horas, siendo del doble entre
12 y 24 horas de estimulacién, y regresando a los niveles basales a las 72 horas

post-estimulo.

De acuerdo a que el estimulo a través de CD40 por tiempos menores a 6 horas
no modifica el nivel de expresion de CD80 en superficie, es posible que el
aumento en la capacidad de las células LK-35.2 como CPA durante este tiempo
sea independiente al aumento de CD80. Mientras que a tiempos mayores de
estimulacién (12-24 horas), existe una correlacidén positiva entre la eficiencia de
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las células LK-35.2 como CPA y su expresion de CD80 en superficie, siendo
ambas 6ptimas, por lo que podrian estar relacionadas. Ademas, debido a que las
células LK-35.2 fueron previamente fijadas, el aumento en su funcién como CPA
es independiente a modificaciones en el procesamiento de antigeno
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Figura 10 El estimulo a través de CD40, por tiempos cortos, aumenta la funcion del
linfocito B como CPA independientemente del incremento en la expresion de CD80 en
superficie y de modificaciones en el procesamiento de antigeno. Células LK-35.2 se
cultivaron en presencia de 10 pg/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control) por los tiempos
indicados. Al finalizar los cultivos, las células se lavaron y cada muestra se dividié en dos; en una
las células se tifieron con anticuerpos anti-CD80-FITC (izq.), y en la otra se fijaron y se utilizaron
en un estudios de presentacion de antigeno utilizando los hibridomas T, A6B3 o TS12, y en
presencia de .3 uM del péptido LG33-47 6 3 uM del péptido RNAasa A43-56, respectivamente. La
determinacién de IL-2 y de las cpm se efectué como se indica en material y métodos. Los
resultados se presentan como el promedio de los triplicados en cpm, indicando con barras el error
estandar en cada caso, y es un experimento representativo de tres experimentos independientes.

Adicionalmente a la presentacién de proteinas exdégenas como LG o RNAasas A,
el efecto temprano de CD40 en la funcién de la CPA, ocurrié también con células
LK-LG-KDEL (presentan de péptidos derivados de LG con sefal de retencién en
el reticulo endoplasmico), figura 11. Las células LK-LG-KDEL se estimularon con
anti-CD40, se fijaron, y posteriormente se evalué su funcion como CPA con los
hibridomas A6B3 y E907.D. En el caso de E907.D, las células LK-LG-KDEL
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cultivadas por 30 minutos con anti-CD40 fueron el doble de eficientes como CPA;
eficiencia que triplicd después de 3 horas de estimulacion a través de CD40. En
el caso de A6B3, se requirié una estimulacién por 3 horas para aumentar al doble
la eficiencia de LK-LG-KDEL como CPA.

150

A6B3 (LG 34-45) E907.D (LG 33-47)

100+

50

1 1 ] T Y T

05 1 3 6 051 3 6

I anti-CD40
Ard Control

Sintesis de DNA por células CTLL-2
(cpm 103)
]
no
o
(01 wdod)
2-1110 sen|2 1od yNQ ap sisajuls

Horas en presencia de los anticuerpos

Figura 11 El estimulo a través de CD40, por tiempos cortos, aumenta la funcion del LK-LG-
KDEL como CPA. Células LK-LG-KDEL se cultivaron en presencia de 10 ug/mL de anti-CD40 o
anti-CD11b (control) por los tiempos indicados. Al finalizar los cultivos, las células se lavaron y se
fijaron. 2.5 x 10* células LK-LG-KDEL fijadas se utilizaron en el estudio de presentacion de
antigeno con los hibridomas T, A6B3 o E907.D. La determinacién de IL-2 se realiz6 como se
indica en material y métodos. Los resultados se presentan como el promedio de los triplicados en
cpm, indicando con barras el error estandar. Se presenta un experimento representativo de dos
experimentos independientes.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos con LK-35.2 y LK-LG-
KDEL, el estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de las CPA, lo cual
ocurre desde periodos cortos de estimulacién (30 minutos). Este efecto de anti-
CD40 es independiente a cambios en el procesamiento de antigeno y del
aumento en los niveles de expresion de MHCII, ICAM-1, CD86 y CD80. Esto
sugiere que la estimulacion por tiempos cortos a través de CD40 aumenta la
funcion del linfocito B como CPA, mediante cambios moleculares no descritos a
la fecha, algunos de los cuales podrian estar directamente relacionados con la
interacciéon TCR-MHCII.
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Tres horas de estimulacion de linfocitos B con anti-CD40 son suficientes
para aumentar su capacidad para activar a linfocitos T CD4 virgenes

Debido a que en los estudios de presentacion de antigeno realizados hasta aqui,
se utilizaron hibridomas T CD4, cuyo umbral y requerimientos de activacién son
menores que los de los linfocitos T virgenes, consideramos importante examinar
si el aumento en la eficiencia del linfocito B como CPA inducido por la
estimulacion a través de CD40 por 3 horas también era suficiente para mejorar
su capacidad de activar linfocitos T CD4 virgenes. Para esto, se purificaron
linfocitos T CD4 virgenes de ratones 3A9, que son transgénicos para los genes
rearreglados de las cadenas oy B del TCR del hibridoma del mismo nombre, que
reconoce el péptido LG 48-62 unido a moléculas MHCII 1A, Estos linfocitos T
CD4 purificados se utilizaron en el estudio de presentacién de antigeno, en
donde se cultivaron con células LK-35.2 fijadas, las cuales previamente se
habian cultivado por tres horas en presencia de anti-CD40 o anticuerpo control, y
con concentraciones progresivas del péptido LG 48-63. A las 48 horas de cultivo

se evaluo la proliferacién y produccion de IL-2 e IFNy por los linfocitos T CD4.

Los resultados de este experimento muestran que el estimulo a través de CD40
por tres horas fue suficiente para aumentar la activacién de linfocitos T CD4
virgenes (Fig 12). Las células LK-35.2 cultivadas con anti-CD40 fueron mas
eficientes para inducir la proliferacién de linfocitos T CD4, asi como la produccion
de IL-2 e IFNy, que las células tratadas con el anticuerpo control. En relacién a la
proliferacion, las células LK-35.2 cultivadas con anti-CD40 inducieron hasta 5
veces la proliferacion de linfocitos T, lo cual se observé a concentraciones de
péptido entre 0.1 a 1 uM. Mientras que la produccién de IL-2 y de IFNy fue hasta
9 y 10 veces mayor, respectivamente, en células tratadas con anti-CD40 que en
las células control.

Estos resultados nos permiten concluir que las modificaciones inducidas por la

estimulacion de células LK-35.2 a través de CD40 por 3 horas, mejoran la
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activacion de linfocitos T CD4 virgenes, lo que sugiere la posibilidad de estas

modificaciones pudieran ser relevantes in vivo.
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Figura 12 El estimulo a través de CD40 durante 3 horas aumenta la capacidad de las células LK-
35.2 para activar a linfocitos T CD4 virgenes. Células LK-35.2 se cultivaron en presencia de 10
pug/mL de anticuerpos anti-CD40 o anti-CD11b (control) por 3 horas. Al finalizar, las células se
fijaron y se utilizaron para estudios de presentacion de antigeno y determinacién de citocinas.
Para esto, se cultivaron en dos placas de 96 pozos; 2.5 x10” células LK-35.2 fijadas con 5x10*
linfocitos T CD4 virgenes del ratdbn 3A9, y en presencia de las concentraciones de péptido
indicadas en la figura. Posteriormente, y como se indica en material y métodos, en una placa se
determind la proliferacién de linfocitos T CD4 y en la otra la produccion de citocinas. Los
resultados se presentan como el promedio de los triplicados en cpm, indicando con barras de
error estandar en cada caso. Los resultados son de un experimento representativo de dos.

En linfocitos B normales, el estimulo a través de CD40 aumenta la
expresion de moléculas MHCII, CD80, CD86 e ICAM-1 en superficie y en
paralelo, su eficiencia como CPA.

Hasta ahora hemos encontrado que la estimulacién de células LK-35.2 a través
de CD40 por tres horas, induce modificaciones en éstas, suficientes para
aumentar su funciéon como CPA e inducir una eficiente activacion de linfocitos T
CD4 virgenes. Sin embargo, es importante considerar que las células LK-35.2

son hibridomas y por lo tanto su comportamiento puede ser diferente del de los
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linfocitos B normales. Por esto, era necesario explorar si la estimulacién de
linfocitos B normales de bazo a través de CD40 modificaba su funcion como CPA

de la misma forma.

Para esto, se purificaron linfocitos B de bazo por seleccion negativa con el
método de “panning’, y se cultivaron por diferentes tiempos en presencia de anti-
CD40 o anticuerpo control, en presencia de polimixina B, para evitar posibles
efectos de lipopolisacarido contaminante. Terminado el tiempo de incubacién, los
linfocitos B se fijaron y se analizé la expresién de moléculas en superficie (MHCII,
ICAM-1, CD86 y CD80), asi como su capacidad como CPA, mediante citometria
de flujo y estudios de presentacion de antigeno, respectivamente.

En la figura 13 se muestran los resultados, en los cuales se observa que el
estimulo a través de CD40 aumentd la eficiencia de los linfocitos B como CPA y
la expresién de moléculas relacionadas con esta funcién como: MHCII, CD86,
CD80 e ICAM-1. En el estudio de presentacion de antigeno, los linfocitos B
cultivados por tres horas con anticuerpos anti-CD40 fueron hasta cuatro veces
mas eficientes para activar al hibridoma T A6B3, que los linfocitos B cultivados
con el anticuerpo control. Este aumento en la eficiencia del linfocito B como CPA
se mantuvo hasta las 48 horas de cultivo con anti-CD40, disminuyendo después
de 72 horas, en donde fue similar al de las células control. En relacién a la
expresién de moléculas en superficie; la expresion de MHCII y CD86 aumenté
después de 3 horas de activacion, con maxima expresion a las 72 horas y a las
12 horas de cultivo, respectivamente. Mientras que la expresién de ICAM-1 y
CD80 aument6 después de 12 horas de cultivo con anti-CD40, siendo éptima a

las 72 horas.
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Figura 13 El estimulo de linfocitos B normales
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Horas en presencia de los anticuerpos
Estos resultados confirman que el estimulo de linfocitos B a través de CD40
aumenta la expresion de moléculas que participan en la presentacion de
antigeno como MHCII, ICAM-1, CD80 y CD86 en la superficie celular, al mismo
tiempo que aumenta su eficiencia como CPA. Para esto ultimo, son suficientes 3
horas de estimulacion a través de CD40, similar a lo observado con células LK-
35.2; por lo que los resultados obtenidos con LK-35.2, no son una particularidad
de la linea celular y, por lo tanto, podrian ser relevantes in vivo. Sin embargo, a

diferencia de los linfocitos B de bazo, en células LK-35.2 el estimulo por tres
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horas a través de CD40 no cambié la expresion en superficie de moléculas CD86
y MHCII, lo que nos permite explorar los mecanismos inducidos por la
estimulacién a través de CD40 independientes del aumento en la expresion de
moléculas en superficie y al procesamiento de antigeno, por lo que el resto del

trabajo se realiz6 en células LK-35.2.

Las balsas lipidicas clasicas y la actividad de la proteina-cinasa C (PKC),
son necesarias para que el estimulo a través de CD40 por tres horas
aumente la eficiencia del linfocito B como CPA.

Para examinar que elementos participaban en aumentar la eficiencia del linfocito
B como CPA debido al estimulo a través de CD40 por tres horas; cultivamos
durante este tiempo; células LK-35.2 con anti-CD40 o el anticuerpo control, y en
presencia de cualquiera de los siguientes inhibidores: azida de Na (inhibe la
actividad celular), staurosporina (inhibidor de PKC), wortmanina (inhibidor de
PI3-K), citocalasina D (inhibidor del citoesqueleto) y metil-B-ciclodextrina
(desestabilizador de las balsas lipidicas clasicas). Esta ultima, m-BC, se adicion6
10 minutos antes de finalizar los cultivos. Posteriormente, las células se fijaron y
se utilizaron en un estudio de presentacidén de antigeno con los hibridomas C10
(LG 48-62) y E907.D (LG 3-47) y en presencia de sus respectivos péptidos.

Los resultados (Fig. 14) indican que el efecto de anti-CD40 en la eficiencia del
linfocito B como CPA depende: de la actividad celular, de las balsas lipidicas
clasicas, y de la actividad de PKC; mientras que parece ser independiente de la
actividad de PI3-K. Las células LK-35.2 cultivadas con anti-CD40 fueron mas
eficientes como CPA que las células controles; este efecto de anti-CD40 se
perdié al tratar las LK-35.2 con azida de sodio, staurosporina y m-BC, sugiriendo
que el efecto de la estimulacién a través de CD40 depende de la actividad
celular, de PKC y de las balsas lipidicas clasicas. Por otro lado, el efecto de anti-
CD40 persistid6 después del tratamiento con wormaninna, inhibidor de PI3-K,
sugiriendo que esta cinasa no participa en este efecto. Es importante mencionar

que la staurosporina puede afectar en menor medida la actividad de otras
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cinasas como PKA y PKG, por lo que es recomendable realizar estudios mas
detallados que confirmen la participacién de PKC en el efecto de CD40. Por otro
lado, aunque todos los inhibidores disminuyeron la capacidad de las células LK-
35.2 para activar a los hibridomas E907.D y C10; esto fue notable con
citocalasina, la cual practicamente eliminé la capacidad de LK-35.2 para activar
a los hibridomas. Esto demuestra la importancia del citoesqueleto en la funcién
de LK-35.2 como CPA, pero hace dificil evaluar el papel de CD40 en esta

funcién.
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El estimulo a través de CD40 reorganiza las MHCII en la superficie.

Estudios previos han demostrado que la distribucién de MHCII en balsas lipidicas
clasicas mejora la capacidad del linfocito B como CPA, siendo notable a bajas

¥ Considerando que el aumento en la eficiencia de

concentraciones de antigeno
LK-35.2 como CPA, inducido por la ligacién de CD40 depende de las balsas
lipidicas (Fig 14), evaluamos si este estimulo modificaba la distribucion de MHCII

en su superficie. Para esto, se cultivaron células LK-35.2 en laminillas en

72



presencia de anti-CD40 o anti-CD11b (control) por 1, 3 y 24 horas, después de lo
cual se fijaron, se tineron las MHCII y se observaron en un microscopio confocal.

En la figura 15 se observa que el estimulo a través de CD40 induce la
redistribucion de MHCII en la membrana plasmatica, formando cumulos o
agregados. En condiciones basales (tiempo 0), la distribuciéon de las MHCII fue
practicamente homogénea, encontrdndose regiones en donde se forman
pequefos cumulos o agregados constitutivos de MHCII menores a 1.5 ym en la
membrana plasmatica. Esta distribucién de MHCII se mantuvo practicamente sin
cambios durante el estudio cinético en los cultivos con el anticuerpo control, no
asi en los cultivos con anti-CD40, en los que la distribucién de MHCIl cambié
después de 1 hora de cultivo, formando agregados de MHCII mayores de 1.5 uym,
que se hicieron mas evidentes a las 3 horas de cultivo. Ademas, se encontré una
distribucién polarizada de MHCII, en la membrana plasmatica. Ambos patrones

de tincion se mantuvieron después de las 24 horas de cultivo con anti-CD40.

Para evaluar el porcentaje de células que presentaban cumulos de MHCII o
polarizacion de éstas en la superficie, se adquirieron imagenes a una
magnificacion de 40x en diferentes areas de las laminillas con las células
tratadas con anti-CD40 o anticuerpo control. Se contaron las células en la tincién
mostraran cumulos de MHCII menores de 1.5 um versus las células con cumulos
mayores de 1.5 ym o con tinciones polarizadas de MHCII.

En los cultivos con el anticuerpo control (Fig. 15 abajo), el porcentaje de células
LK35.2 con agregados de MHCII >1.5 ym variaron ligeramente en forma aleatoria
y no significativa a través del periodo de cultivo, siendo en promedio alrededor
del 10%. En los cultivos con anticuerpos anti-CD40 al tiempo 0, los porcentajes
fueron similares que el control, pero a partir de 1 hora de estimulaciéon con anti-
CD40 se elevd a 69 + 14% de células con cumulos de MHCII >1.5 ym o con
patrén polarizado. Esta poblacién aumenté al 83 + 2.5 % a las 3 horas de

estimulacién, manteniéndose muy similar (85%) a las 24 horas de estimulacién.
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Para determinar si la redistribucion de MHCII requeria de la actividad celular, o
era debida a un mecanismo pasivo (consecuencia del entrecruzamiento con el
anticuerpo anti-CD40 y considerando que se ha reportado la asociacion de las
MHCII y CD40 en la membrana plasmatica de linfocitos humanos'*); cultivamos
por 3 horas, células LK-35.2 con anti-CD40 o anti-CD11b, en presencia o
ausencia de NaNs. Al término, las células se fijaron, se tifieron las MHCII y se
analizaron en un microscopio confocal. En la figura 16, se observa que la
redistribucién en la membrana plasmatica de las MHCII depende de la viabilidad
celular; en células tratadas con anti-CD40 o el anticuerpo control al tiempo 0, la
distribucién de MHCII en la membrana plasmatica fue similar y no se afecté por la
presencia de NaNs, mientras que ésta impidi6 la formacién de cumulos de MHCII
en las células tratadas con anti-CD40 por 3 horas, indicando que su formacion
requiere de la actividad celular.

Horas en cultivo con los anticuerpos

NaN,

orao-nue

MHC II

Figura 16 La redistribucion de MHCII en superficie inducido por el estimulo a través de
CD40, depende de la actividad celular. Células LK35.2 cultivadas por 3 h a 37°C en
portaobjetos de vidrio con 10 pg/mL anti-CD40 o anti-CD11b (control) con o sin 0.1% NaNj. Al
final del cultivo, se analizaron como en la figura15. Cada panel contiene a la derecha la imagen
en Nomarsky y a la izquierda tincién de MHCII. Resultados representativos de dos experimentos
independientes.
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El estimulo a través de CD40 induce la formacién de regiones enriquecidas
en MHCIl y CD80 en la membrana plasmatica.

Considerando que el estimulo a través de CD40 induce redistribucion de las
MHCII en la membrana plasmatica, evaluamos su efecto en la distribucion de
otras moléculas relacionadas con la presentacién de antigeno, como CD80. Para
esto, cultivamos células LK-35.2 con anti-CD40 o control en laminillas por 1, 3y
24 horas vy al finalizar se fijaron, se tifieron con anti-MHCII (verde) y anti-CD80

(rojo) y se observaron en un microscopio confocal.

Como puede verse en la figura 17, en células cultivadas con anti-CD40, CD80 se
redistribuy6 con las MHCII, formando cumulos en la membrana plasmatica
enriquecidos en ambas moléculas. De manera basal, CD80 colocaliz6 con las
MHCII, siendo la expresion de la primera de menor intensidad que la segunda.
Después de una hora de cultivo con anti-CD40 se observaron sitios en la
membrana plasmatica en donde se acumularon estas moléculas, los cuales
fueron méas evidentes a las 3 horas de activacién. A las 24 horas de cultivo con
anti-CD40, la expresion de CD80 en superficie se increment6 (correlacionando
con la citometria de flujo, figura 9), y colocalizé completamente con las MHCII.

Estos resultados indican que CD80 se localiza en forma basal con las MHCII, y
que después del estimulo a través de CD40, se redistribuyen ambas moléculas
formando regiones en la membrana plasmatica enriquecidas en ellas. La
formacién de regiones en la membrana plasmatica enriquecidas en MHCII y
CD80 podria ser un mecanismo mediante el cual se mejore la capacidad del
linfocito B para activar al linfocito T CD4, ya que se estarian preformando en la
membrana de la CPA estructuras moleculares que contienen el ligando del TCR
(MHCII) como el de CD28 (CD80), ambas moléculas indispensables para la
activacion del linfocito T CD4.
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Figura 17. La estimulacion de linfocitos B a través de CD40 induce la formaciéon de
cumulos enriquecidos en moléculas MHCIl y CD80 en la membrana plasmatica. Se
cultivaron células LK-35.2 a 37°C en portaobjetos de vidrio en presencia de 10 pg/mL anti-CD40 o
anti-CD11b (control), por los tiempos indicados. Al finalizar, las células se fijaron y tifieron para
MHCII (Alexa 488, verde) y CD80 (Rojo-Texas) y se observaron en un microscopio confocal con
excitacién/emisién a 540/590 y 488/540 para rojo y verde, respectivamente. Las imagenes (100x)
se adquirieron a una resolucién de 2048x2048 pixeles y se analizaron por medio del software
LSM5 Image Examiner. Resultados de un experimento representativo de cuatro independientes.

El estimulo a través de CD40 induce balsas lipidicas clasicas enriquecidas
en MHCII.

Considerando que la localizacion de MHCII en balsas lipidicas elementales
disminuye el umbral de activacién de los linfocitos T CD4 "', decidimos

determinar si los cumulos o agregados de MHCII en la membrana plasmatica
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inducidos por la sefnalizacion a través de CD40, ocurrian en balsas lipidicas
clasicas (enriquecidas en gangliésido GM-1 y dependientes de colesterol). Para
esto, cultivamos células LK35.2 con anticuerpos anti-CD40 o control en
laminillas, y a las 0, 3 y 24 horas de cultivo en algunos pozos se adicioné metil-p3-
ciclodextrina (M-Bc). Después de 10 minutos de incubacion M-Bc, las células se
lavaron, se fijaron, y se tiferon con anti-MHC Il (rojo) y con la subunidad B de la
toxina de colera marcada con Alexa 488 (verde), la cual se une al gangliésido
GM-1, un marcador de balsas lipidicas clasicas.

La figura 18 muestra que el estimulo a través de CD40 induce acumulacién de
MHCII en balsas lipidicas clasicas. En condiciones basales las MHCII colocalizan
con el gangliésido GM-1 en pequefios cumulos dependientes de colesterol, que
corresponden a las balsas lipidicas elementales o basales. Después de tres
horas de estimulacién con anti-CD40, se formaron grandes cumulos de MHCII y
GM-1 en la membrana plasmatica; que fueron sensibles a la adiciéon de M-Bc, por
lo que son dependientes de colesterol. A las 24 horas de cultivo con anti-CD40,
las balsas lipidicas enriquecidas en MHCII no se eliminaron completamente por
la adicién de M-Bc, sugiriendo una menor dependencia al colesterol. Esto, podria
ser debido a que a estas balsas lipidicas estén integradas por otros elementos,
como el citoesqueleto u otras proteinas reclutadas a los sitios de senalizacién, lo
que podria disminuir su dependencia de colesterol.

Estos resultados indican que la formacién de balsas lipidicas -clasicas
enriquecidas en MHCII, es inducida por el estimulo a través de CD40. Ademas,
considerando que la desestabilizacidén de estas balsas elimina el efecto temprano
de CD40 en la funcién del linfocito B como CPA (Fig. 14), estas balsas
representarian una opcién por la cual CD40 mejora la eficiencia de la CPA para
activar a linfocitos T CD4.
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Horas en presencia de los anticuerpos
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Figura 18 El estimulo a través de CD40 induce balsas lipidicas enriquecidas con moléculas MHCII Células LK35.2 se cultivaron a 37°C en
portaobjetos de vidrio, en presencia de 10 pg/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control), por los tiempos indicados en la figura. 10 minutos antes de
finalizar los cultivos, se adicion6 en algunos pozos, metil-B ciclodextrina (m-BC) a una concentracion final de 10 mM. Al finalizar las incubaciones,
las células fueron lavadas, fijadas y tefiidas con anticuerpos anti-MHC-II-biotina, seguidas por estreptoavidina-Rojo Texas y toxina del colera-
Alexa 488 (gangliésido GM-1). Las preparaciones se observaron en un microscopio confocal, la fluorescencia se detecté simultdneamente con
excitacién/emisién a 540/590 y 488/540 nm para el Rojo-Texas y el Alexa 488, respectivamente. Las imagenes (100x) se adquirieron con una
resolucién de 1024 x 1024 pixeles y se analizaron por medio del software LSM5 Image Examiner (Carl Zeiss). Los resultados son representativos
de dos experimentos.
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El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B como CPA
mediante la formacion de balsas lipidicas enriquecidas por MHCII.

De acuerdo a nuestros resultados, el estimulo a través de CD40 aumenta la
eficiencia de la CPA en una forma temprana y una tardia (Fig. 10). Ademas, este
estimulo induce la formacién de grandes balsas lipidicas que contienen MHCII (y
probablemente CD80) y aumenta la expresion de CD80 en superficie. Para
evaluar la relacion entre estos efectos de la estimulacion de CD40; se cultivaron
células LK-35.2 con anti-CD40 o anticuerpo control por 3 y 24 horas. Diez
minutos antes de finalizar el cultivo, se adicioné M-Bc en algunos cultivos.
Posteriormente, se evalud la eficiencia de presentaciéon de antigeno de estas
células, y la expresién de CD80 y MHCII en superficie. Para el estudio de
presentacion de antigeno, las células LK-35.2 se fijaron, y cultivaron con los
hibridomas E907.D (LG33-47) y TS12 (RNAasa A43-56), en presencia de sus

péptidos respectivos.

Los resultados del estudio de presentacion de antigeno indican que el estimulo a
través de CD40 por tres horas, aumenta la eficiencia de las células LK-35.2 como
CPA mediante la formacion de grandes balsas enriquecidas en MHCII (Fig. 19).
En condiciones basales las células LK-35.2 cultivadas con anti-CD40 o el
anticuerpo control presentaron similar capacidad para activar a los hibridomas de
linfocitos T CD4; la cual practicamente disminuyé a la mitad después del
tratamiento con M-Bc. Esto indica que las MHCII que se encuentran en las balsas
lipidicas elementales o basales en la superficie de las células LK-35.2, son
importantes en su funcion como CPA, confirmando los resultados descritos en la
bibliografia'®'. Después de tres horas de cultivo con anticuerpos anti-CD40, las
células LK-35.2 fueron de 1.6 a 2 veces mas eficientes para activar a los
hibridomas T E.907.D y TS12, que las células cultivadas con el anticuerpo
control. Nuevamente, la M-Bc disminuyd la capacidad de las células LK-35.2 para

activar a los hibridomas; y ademas eliminé la diferencia entre los cultivos con
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anti-CD40 y con anticuerpo control, indicando que las balsas lipidicas inducidas
por anti-CD40 aumentan la eficiencia del linfocito B como CPA. En los cultivos de
24 horas, las células LK-35.2 estimuladas con anti-CD40 fueron de 1.6 a 4.5
veces mas eficientes para activar a los hibridomas E907 y TS12 que las células
control. En este caso, aunque el tratamiento con M-Bc nuevamente disminuy6 la
eficiencia de las células LK-35.2 como CPA, las células activadas con anti-CD40
fueron aun mas eficientes para activar linfocitos T que con el anticuerpo control.
Este efecto persistente de anti-CD40 podria ser debido a la mayor expresion de
CD80 en la superficie (Fig. 6 y 18), o alternativamente y de manera no
excluyente, a los microdominios que permanecieron resistentes al tratamiento
con M-Bc (Fig. 18).

En relacion a los niveles de expresion en superficie de CD80 y MHCII, estos no
se modificaron por el tratamiento con la M-Bc (Fig. 19B), por lo que el efecto del
tratamiento es debido a cambios en la distribucion de las moléculas y no a
cambios en sus niveles de expresién. Como en la figura 6, el estimulo a través
de CD40 por 24 horas, aument6 en la superficie celular la expresién de CD80,
pero no la de las MHCII; resultados similares se obtuvieron con células tratadas

con M-c.

En conclusion, los resultados indican que el estimulo a través de CD40 aumenta
la eficiencia del linfocito B como CPA; lo cual es debido, inicialmente, a la
formaciébn de grandes balsas lipidicas clasicas enriquecidas en MHCII (y
probablemente CD80); seguida de un aumento en la expresion de CD80 en
superficie, la cual correlaciona positivamente con el maximo efecto de CD40 en
la funcion del linfocito B como CPA.
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Figura 19 Las balsas lipidicas enriquecidas con MHCII inducidas por la estimulaciéon a
través de CD40 aumentan la eficiencia del linfocito B como CPA Se cultivaron células LK35.2
en presencia de 10 ug/mL de anti-CD40 o anti-CD11b (control), por los tiempos indicados. 10
minutos antes de finalizar el cultivo, en algunos pozos se adicion6, M-BC a una concentracion
final de 10 mM, después de lo cual las células se lavaron y se dividieron en dos grupos. A) Se
fijaron las células y se utilizaron en un estudio de presentacién de antigeno con los hibridomas E-
907D o TS12 en presencia 0.3 uyM del péptido LG33-47 o RNAasa A43-56, respectivamente. La
determinacion de IL-2 re realiz6 como se describe en material y métodos. Los resultados
representan el promedio de los triplicados en cpm, indicando en barras el error estandar. B) Se
tiferon 2x10° células LK-35.2 con anti-CD80-FITC y anti-MHCII-biotina, seguidos de
estreptavidina-PE y se analizaron en un citbmetro de flujo. Se muestra un experimento
representativo de tres independientes.
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Discusion

Los linfocitos B son CPA que presentan antigenos a linfocitos T CD4 para
obtener su cooperacién y diferenciarse a células productoras de anticuerpos o
linfocitos B de memoria; por lo que la eficiencia del linfocito B como CPA
repercute en su funcion como célula efectora de la respuesta inmune humoral.
CD40 es el principal estimulo que aumenta la eficiencia del linfocito B como
CPA2':2%0 |5 cual se ha atribuido: al aumento en la expresién en superficie de
moléculas coestimuladoras y/o a cambios en el procesamiento de antigeno, sin
embargo esto no se ha estudiado con detalle. En este trabajo confirmamos que el
estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de linfocitos B como CPA lo que
ocurre, al menos, por dos mecanismos alternos al procesamiento de antigeno;
uno de ellos temprano, que es debido a la formacidon de balsas lipidicas
enriquecidas en MHCII (y problamente CD80) y otro tardio que correlaciona
positivamente con el aumento de CD80 en superficie. El primer mecanismo,
previamente descrito como eficaz para activar linfocitos T CD4+, no habia sido
previamente relacionado con CD40 como inductor.

Estudios iniciales realiazados por el grupo de la Dra. Pierce, sugerian que el
estimulo a través de CD40 aumentaba la eficiencia del linfocito como CPA,
debido a cambios, no identificados en el procesamiento de antigeno®?. Esta
propuesta se originé al encontrar que el estimulo a través de CD40 aumentaba la
eficiencia de presentacién de péptidos derivados de una proteina y no de sus
péptidos sintéticos; resultados que no coincide con los nuestros. Nosotros
encontramos que el efecto de CD40 ocurre debido a cambios alternos al
procesamiento de antigeno; y que ademas son independientes a caracteristicas
particulares de la CPA (por ej. expresion de DO, DM). De tal forma que el efecto
de la ligacion de CD40 ocurre con antigenos que tienen diferentes requerimientos
en su procesamiento (ej: LG y la RNAasa A) y en células que no son CPA
profesionales (ej: células LKK, linea derivada de fibroblastos). Adicionalmente,
confirmamos la participacién de cambios independientes al procesamiento de
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antigeno por los estudios de presentacién de antigeno con CPA fijadas vy
péptidos sintéticos (los cuales no necesitan ser degradados y se presentan sin
requerir la actividad celular de la CPA). Sin embargo, aunque nuestros resultados
sefalan la participacion de cambios alternos al procesamiento de antigeno, no
descartan la participacién de estos; los cuales podrian ser responsables del
mayor efecto de la ligacién de CD40 en las células LK-LG-KDEL (presenta
péptidos de la LG con sefal de retencidén en el RE, LG-KDEL).

A la fecha se desconoce cuales serian los cambios en el procesamiento de
antigeno inducidos por la sefalizacion de CD40; considerando que ésta induce la

activacion de PI3K y Rab7'%" % (

proteinas relacionadas con la via endocitica),
es probable que la ligacibn de CD40 induzca modificaciones en los
compartimientos de la via endocitica. Estas modificaciones podrian favorecer la

formacién de compartimientos tipo MIIC, semejante a los inducidos por el BCR?**

274 o promover el transporte del antigeno hacia estos compartimientos. Una
estrategia para esclarecer si la estimulacién de CD40 induce modificaciones en el
procesamiento de antigeno es mediante el analisis de los genes cuya expresion
se modifica por la ligacion de CD40, y que ademas codifican a proteinas
relacionadas al procesamiento de antigeno. Asi por ejemplo, se podria evaluar si
la ligacién de CD40 induce la expresion: de proteasas (catepsinas), de moléculas
que regulan el transporte vesicular (P13-K, Rab7, etc), y de moléculas accesorias
al procesamiento de antigeno (HLA-DM, HLA-DO). Una vez seleccionadas las
moléculas cuya expresion es modificada por la ligacion de CD40, se estudiaria su

relevancia en la funcién del linfocito B como CPA.

Adicionalmente a que la ligacién de CD40 aumenta la eficiencia del linfocito B
como CPA independientemente del procesamiento de antigeno, el efecto de
CD40 ocurre en dos etapas secuenciales: una temprana y una tardia. La primera
ocurre después de la ligacién de CD40 por peridos cortos (30 min.-3 horas), y es
independiente a cambios en los niveles de expresion en superficie de CD80,
CD8e6, ICAM-1 y MHCII. Mientras que la segunda, correlaciona positivamente con
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el aumento en la expresion de CD80. Estudios previos por otros grupos han
sefalado al aumento en la expresion de CD80 como un mecanismo por el cual la
ligacién de CD40 mejora la eficiencia del linfocito B como CPA?*. De acuerdo a
estos estudios, y que CD80 es el ligando de CD28 (molécula coestimuladora del
linfocito T CD4), consideramos que el aumento en la expresion de CD80 en
nuestro sistema, coopera en mejorar la eficiencia del linfocito B como CPA.

El aumento en la funcion del linfocito B como CPA debido a la ligacion de CD40
por tiempos cortos, mejora su capacidad para activar a linfocitos T CD4 virgenes,
sugiriendo su posible relevancia in vivo. Este efecto de CD40 depende de la
actividad celular del linfocito B, y probablemente no requiere de la transcripcién
de genes, ya que ocurre rapidamente (30 minutos después de la ligacién de
CD40); ademas de que es dependiente de la presencia en la membrana
plasmatica de las balsas lipidicas clasicas, y de la activacién de PKC. En relacion
a esta ultima, previos estudios habian vinculado la activacion de PKC por la
ligacion de CD40?"°, sin embargo se desconocia su repercusién en la funcién de
CPA del linfocito B. En este trabajo describimos que la activacién de PKC por
CD40 aumenta rapidamente la eficiencia del linfocito B como CPA; efecto que
deberéa ser estudiado con mayor profundidad para establecer su relevancia y su
mecanismo de accion. Por otro lado, a diferencia de PKC, PI3-K parece no
participar en el efecto temprano de CD40. Estudios previos han descrito que la
sefalizacion de CD40 origina la activacion de PI3-K, la cual predominantemente,
induce la sintesis de novo de proteinas'%’; esto concuerda con que PI3-K no
participe en el efecto temprano de CD40.

Por otro lado, nuestros resultados demuestran la participacion de las balsas

lipidicas en el efecto de CD40. Las balsas lipidicas son importantes en la

144

sefalizacion de varios receptores inmunologicos ™, siendo CD40 uno de ellos.

Se ha demostrado que CD40 inicia su sefalizaciéon en balsas lipidicas, a donde
recluta las proteinas que participan en su sefalizacién como TRAF'#® 46,

Adicionalmente, las balsas lipidicas enriquecidas en MHCII disminuyen el umbral
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de activacion de los linfocitos T CD4, y se ha propuesto pueden favorecer una
respuesta Th1'®" %2, Sin embargo, aunque se habia descrito que la distribucién
de MHCII en las balsas lipidicas afectaba su funcion como CPA, se desconocia
como se regulaba esta distribucién, lo cual es el principal hallazgo de este

trabajo.

En este trabajo demostramos que el estimulo a través de CDA40, induce la
agregacion de balsas lipidicas elementales que contienen MHCIlI (que se
encuentran basalmente), formando cumulos de gran tamano, que aumenta la
eficiencia del linfocito B como CPA. Estos cumulos de MHCIlI se forman
rapidamente, siendo evidentes a las tres horas de activacion con anti-CDA40;
periodo en el cual son dependientes de colesterol. Esta dependencia al colesterol
disminuye al prolongar el tiempo de estimulaciéon con anti-CD40, lo que puede
ser debido a la integracién de moléculas que estabilicen estos cumulos; como
moléculas del citoesqueleto y/o involucradas en la transduccion de senales.
Adicionalmente a MHCII, la ligacién de CD40 también afecta la distribucién de
CD80, formando asi cumulos en la membrana plasmatica enriquecidos en ambas
moléculas. Considerando que en condiciones basales, en nuestro modelo, CD80
y MHCII se encuentran juntas, es probable que ambas se localizen en balsas
lipidicas elementales, y que después de la ligacién de CD40, ambas moléculas
se distribuyan a las balsas lipidicas. Por otro lado, los cumulos de MHCII
inducidos por CD40, van siendo enriquecidos con CD80, cuya expresion

aumenta tardiamente como consecuencia de la senalizacion de CD40.

La participacion de las balsas lipidicas clasicas (dependientes de colesterol) se
evaludé al desestabilizarlas mediante la adicién de M-BC, la cual se ha descrito
puede alterar la sefalizacion intracelular. Sin embargo no creemos que este
efecto de M-BC pueda ser importante en nuestro sistema, ya que ésta se
adicion6 10 minutos antes de finalizar los cultivos con anti-CD40, por lo que
previo a su adicion la senalizacién de CD40 se mantuvo intacta. Apoyando lo
anterior, la M-BC no afecté el aumento de CD80 inducido por la sefalizacién de
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CD40; por lo que el efecto de la M-BC en nuestro sistema, es debido
predominantemente a la desestabilizacion de las balsas lipidicas clasicas y al

cambio en la distribucion de las moléculas que ahi se localizan.

De acuerdo a nuestros resultados, la formacion de estas balsas lipidicas
enriquecidas en MHCII requiere de la actividad celular de la CPA; sin embargo
desconocemos los mecanismos que llevan a su formacion. Al respecto,

sugerimos los dos mecanismos siguientes, no excluyentes:
1. Redistribucién de las MHCII/CD80 en la misma membrana plasmatica.

2. Transporte intracelular de MHCII/CD80 de neosintésis o reciclaje a los

microdominios.

El primer mecanismo podria iniciar la formacion de estas balsas lipidicas, lo que
se apoya en estudios que demuestran la colocalizacién de CD40 y MHCII en la
membrana plasmatica de linfocitos B'>*. Considerando esto, el entrecruzamiento
de CD40 con el anticuerpo podria reunir las balsas lipidicas elementales con
CD40 y MHCII, para formar balsas lipidicas de mayor tamano, que posiblemente
son inestables y dependientes de colesterol. La senalizacién de CD40 en estas
balsas inestables, podria favorecer el transporte de vesiculas intracelulares
enriquecidas en MHCII/CD80, lo que consolidaria a las balsas lipidicas.
Apoyando a esto, se ha descrito en células dendriticas el transporte dirigido de

MHCII a la sinapsis inmunolégica®’®

Para determinar si los mecanismos anteriores participan en la formacion de las
balsas lipidicas inducidas por CD40, tefiimos con anticuerpos marcados con
fluorocromos las moléculas CD40 y MHCII de la membrana plasmatica, sin
embargo no logramos detectar senal de la primera, posiblemente por su baja
expresion en superficie. Otra posibilidad para evaluar la participacion de las
moléculas en superficie y las que se encuentran en vesiculas intracelulares; es

diferenciando a las primeras mediante un marcaje con biotina. Asi, utilizando
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estreptoavidina acoplada a un fluorocromo y un anticuerpo dirigido contra la
molécula de interés, podriamos distinguir, mediante microscopia confocal, si las
balsas lipidicas inducidas por CD40 se forman inicialmente por moléculas de la
superficie celular (tincibn predominantemente de estreptoavidina); y si
posteriormente se integran a ellas moléculas que son transportadas desde
compartimiento intracelulares (doble tincién). De esta manera podriamos estudiar
a detalle la formacién de las balsas lipidicas inducidas por CD40.

Con respecto a la funcién, las balsas lipidicas enriquecidas en MHCII y CD80,
inducidas por la activacion a través de CD40, aumentan la capacidad del linfocito
B como CPA. Aunque desconocemos los mecanismos por lo cual esto ocurre,

proponemos las siguientes opciones, no excluyentes:

1. Modificacion de la senalizacion a través de las MHCII localizadas en
balsas lipidicas en el linfocito B.

2. Larespuesta del linfocito T CD4 a su reconocimiento.

Con respecto al primero, se ha descrito que la senalizacién de las MHCII es
diferente dependiendo si se localiza o no en balsas lipidicas®®, y aunque en
linfocitos B se desconoce la repercusion funcional de esta senalizacién, se ha
descrito que ésta favorece el reclutamiento de otras MHCII™, lo que podria
afectar su eficiencia como CPA. En relacién a la segunda opcién, se ha descrito
que los linfocitos T disminuyen su umbral de respuesta cuando las MHCII se
localizan en balsas lipidicas'™', incluso se ha descrito que su localizacién en
éstas podria favorecer una respuesta Th1, lo que sugiere fuertemente, una
respuesta diferencial del linfocito CD4, en funcién de la localizacién de las MHCII

en la membrana plasmatica de la CPA™2.
Considerando que en nuestro sistema experimental el papel de las balsas

lipidicas clasicas enriquecidas por MHCII, se evalué al deshacerlas (las MHCIl y

el gangliésido GM-1 se distribuyeron homogéneamente en la membrana
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plasmatica) justo antes del contacto con el linfocito T, es probablemente que al
menos un mecanismo por el cual las balsas lipidicas aumentan la capacidad del
linfocito B como CPA, sea por la manera en que el linfocito T reconoce y
responde a los complejos MHCII-péptido en la superficie del linfocito B; lo cual
concuerda con que las CPA estimuladas a través de CD40 inducieran una mayor
desregulacion del TCR. De acuerdo a lo anterior, proponemos que la formacién
de cumulos en la membrana plasmatica enriquecidos en MHCII, aumentan la
avidez de la interaccién TCR-MHCII, disminuyendo el umbral de activacion del
linfocito T CD4. Esto seria valido, incluso cuando la mayoria de los complejos
MHCII-péptido fueran inespecificos, ya que estos complejos también participan
en el reconocimiento del TCR%.

Ademas de que estimulo a través de CD40 induce la formacién de balsas
lipidicas enriquecidas en MHCII, que posiblemente aumentan la avidez de la
interaccion TCR-MHClIpéptido; este estimulo también favorece la agregacién de
CD80, formando estructuras enriquecidas en MHCIl y CD80 (similar al SMAC).
Estas estructuras podrian constituir un sitio éptimo en la membrana plasmatica
para activar al linfocito T CD4, ya que concentraria los ligandos del TCR y de
CD28, que proporcionan la primera y segunda sefnal de activacion del linfocito T
CD4, respectivamente. De esta manera el estimulo a través de CD40 estaria
contribuyendo a la formacién de la sinapsis inmunolégica en el extremo de la

CPA, permitiendo que ésta tenga un papel activo en la sinapsis.

En el caso de los linfocitos B virgenes, la sefalizacién a través de CD40 por
tiempos cortos es suficiente para aumentar su capacidad como CPA, lo que
ocurre junto con una serie de cambios en la expresion de moléculas como
MHCII, CD86, ICAM-1, y CD80; lo que hace dificil discernir cual de ellos, si no es
que el conjunto, son los responsables del aumento en la capacidad del linfocito B
como CPA. Por otro lado, es necesario estudiar si la ligacion de CD40 en
linfocitos B normales, induce la formacién de balsas lipidicas enriquecidas en
MHCII, y cual es su papel en la funcién del linfocito B como CPA; utilizando
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linfocitos T CD4 virgenes o activados, para abarcar las diferentes posibilidades

de interacciones in vivo.

Suponiendo que al igual que en LK-35.2, la ligaciébn de CD40 en linfocitos B
normales originara la formacién de balsas lipidicas enriquecidas en MHCII; es
probable que debido a la cinética de expresién de CD86 y CD80, estas balsas
estén inicialmente enriquecidas en CD86; la cual seria sustituida, posteriormente,
por CD80. Por otro lado, considerando que fenotipo de las células LK-35.2 es
similar al de un linfocito B activado (que expresa MHCII, ICAM-1 y CD86 en
superficie), es probable que las balsas lipidicas inducidas por CD40 pudieran ser
relevantes, en condiciones en donde haya un estimulo previo al linfocito B que
induzca un aumento en la expresidén de sus moléculas en superficie, como podria
ser el reconocimiento del antigeno por su BCR. De tal forma, proponemos el

siguiente modelo secuencial de eventos:

a) El linfocito B reconoce el antigeno a través del BCR, lo que induce una mayor
expresion de las MHCIl y CD86 en superficie, y favorece la formacion de

complejos MHCII-péptido especifico.

b) El linfocito T reconoce los complejos MHCII-péptido en el linfocito B e induce la

expresion de CD154.

c) La interaccion de CD154 en el linfocito T activado con CD40 en el linfocito B,
induce la acumulaciéon de MHCIl y probablemente CD86 en balsas lipidicas, lo
que aumenta la avidez de la interaccion linfocitos T-CPA, generando senales
adicionales en ambas. Simultaneamente, la interaccion CD154-CD40, induce y/o
mantiene la expresion de otras moléculas relevantes en la presentacion de
antigeno, favoreciendo la formacién de la sinapsis inmunolégica y la activacién

de ambas células.
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Otra opcién, mas probable en la respuesta primaria, es que el linfocito T CD4 sea
inicialmente activado por una célula dendritica, por lo que cuando entra en
contacto con el linfocito B ya expresa en su superficie CD154. Este linfocito
reconoce complejos MHCII-péptido en el linfocito B (que reconocio al antigeno),

al cual activa a través de CD40, induciendo todos los eventos mencionados.

Finalmente, este trabajo confirma que el estimulo a través de CD40 aumenta la
eficiencia del linfocito B como CPA, lo cual es debido en parte a la agregaciéon de
MHCIl y CD80 en balsas lipidicas, y probablemente al aumento en los niveles de
la expresiéon de CD80 en superficie.
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Conclusiones

El estimulo a través de CD40 aumenta la eficiencia de linfocitos B como CPA
debido a los siguientes cambios independientes al procesamiento de antigeno:

1.- Agregacion de MHCIIl y CD80 en balsas lipidicas.
2.- Aumento en los niveles de expresién de CD80 en superficie.

El primero es responsable del efecto inicial o temprano de la ligacion de CD40
en la funcién del linfocito B como CPA; funcibn que es mejorada al
incrementarse los niveles de CD80 en superficie.

El hallazgo de que la sefalizacion de CD40 induce la formacion de agregados de
MHCII en balsas lipidicas permite entender con mayor claridad como el estimulo
a través de CD40 mejora la funcion del linfocito B como CPA; originando nuevas
preguntas sobre el mecanismo de formacion de estas balsas, la via de
transduccion de senales involucradas, y principalmente la formacion,
composicion y relevancia de estas balsas en linfocitos B normales, considerando

los diferentes escenarios in vivo.

Finalmente, el conocimiento de los cambios que mejoran la funcién de la CPA
para activar a linfocitos T CD4, podria permitir en un futuro regular la respuesta
inmunoldgica, ya sea induciéndola como es el objetivo de las vacunas, o

inhibiéndola como ocurre en procesos autoinmunes y transplantes.
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CD40-Induced Aggregation of MHC Class Il and CD80 on the
Cell Surface Leads to an Early Enhancement in Antigen
Presentation'

Abigail Clatza,* Laura C. Bonifaz,* Dario A. A. Vignali, T and José Moreng*

Ligation of CD40 on B cells increases their ability to present Ag and to activate MHC class Il (MHC-Il)-restricted T cells. Hov
this occurs is not entirely clear. In this study we demonstrate that CD40 ligation on Ag-presenting B cells (APC) for a short peric
between 30 min and 3 h has a rapid, augmenting effect on the ability of a B cell line and normal B cells to activate T cells. T
is not due to alterations in Ag processing or to an increase in surface expression of CD80, CD86, ICAM-1, or MHC-II. This effe
is particularly evident with naive, resting T lymphocytes and appears to be more pronounced under limiting Ag concentration
Shortly after CD40 ligation on a B cell line, MHC-II and CD80 progressively accumulated in cholesterol-enriched microdomair
on the cell surface, which correlated with an initial enhancement in their Ag presentation ability. Moreover, CD40 ligation induce
a second, late, more sustained enhancement of Ag presentation, which correlates with a significant increase in CD80 expre
by APC. Thus, CD40 signaling enhances the efficiency with which APC activate T cells by at least two related, but distir
mechanisms: an early stage characterized by aggregation of MHC-II and CD80 clusters, and a late stage in which a signific
increase in CD80 expression is observed. These results raise the possibility that one important role of CD40 is to contribute to

formation of the immunological synapse on the APC side. The Journal of Immunology, 2003, 171: 6478—-6487.

MHC class Il molecules (MHC-11)® (1, 2). Peptide-

loaded MHC-II (peptide-MHC-II) is the ligand for the
TCR that, upon recognition by CD4™ T cells, marks the beginning
of an adaptive immune response. Although recognition of peptide-
MHC-II is essential, it is insufficient for Ag-specific CD4™ T cell
activation, as a number of additional cell surface interactions are
required (3). Among these are costimulatory signals, of which the
interaction of CD80 or CD86 surface molecules on the APC with
CD28 on the T cell is the best characterized (4, 5). Costimulation
is a reciprocal process, as activated T cells also provide signas
leading to APC maturation. The best-characterized cognate signal
provided by T cellsto the APC is the interaction of CD154 (CD40
ligand), a member of the TNF family, with its receptor CD40 on
APC, a TNF receptor family molecule.

Signaling through CD40 induces a number of functions that dif-
fer depending on the type of APC (6, 7). CD40 ligation on den-
dritic cells (DC) induces the release of 1L-12 and plays arole in
their final maturation. On macrophages, CD40 ligation induces
their activation and hence plays a role in the defense against in-
tracellular pathogens (8, 9). The effects of CD40 signaling have

C D4" T cells recognize protein Ags as peptides bound to
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been studied in detail in B cells, where CD40 ligation modulates
the expression of many genes (10), leading to B cell proliferation
and survival (11, 12), differentiation into Ab-secreting cells (13-
15), isotype switching (13, 16), and an enhancement of their ability
to activate T cells during Ag presentation. The latter is due at least
in part to up-regulation of CD80 expression (17-20). Others have
proposed that CD40-induced enhancement of Ag presentation
could be related to changes in the ability of B cells to process Ags
(21). These findings are not mutually exclusive.

In many cell systems it has been demonstrated that receptor
signaling is greatly enhanced by incorporation into cholesterol-
enriched cell membrane microdomains (22—24), also referred to as
lipid rafts. During T cell Ag recognition, TCR signaling induces
the aggregation of TCR and costimulatory receptor-containing
rafts, eventually leading to the formation of the immunological
synapse, which polarizes the reciprocal activation processes of the
T cell and the APC (25-28). Lipid rafts containing MHC-1I aso
exist on the APC surface before T cell Ag recognition (29). These
appear to be essential to increase the number of TCR/CD3 com-
plexes engaged during Ag presentation. Clustering of these lipid
rafts on the APC side during early T cell Ag recognition could lead
to alocal increase in MHC-11 and costimulatory molecule density.
Therefore, theincreased overal T cell-APC avidity would resultin
more efficient T cell activation. Besides an increase in the effi-
ciency of Ag presentation, this could lead to enhanced signaling
through MHC-11 on the APC itself (30).

During DC maturation, MHC-11 molecules are transported from
intracellular processing compartments to the cell surface (31, 32).
Moreover, engagement by specific TCR triggers the export of
MHC-I1 molecules from intracellular compartments in a unidirec-
tional manner to the immunological synapse on DC (31, 32). Al-
though it is not known whether a similar phenomenon occurs dur-
ing Ag presentation by B cells, candidate signals that may induce
the recruitment of MHC-I1 to the cell surface and the immunolog-
ical synapse are surface |g, CD40, and the ligands for the different
Toll-like receptors. Indeed, MHC-1I and CD40 can be associated

0022-1767/03/$02.00
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on the cell surface, and reciprocal stimulation through either molecule
increases their presence in detergent-insoluble fractions (33, 34).

In the present study we found that CD40 ligation on B cells had
adual positive effect on Ag presentation. An early effect was char-
acterized by arapid clustering of MHC-I1 and CD80 in cholester-
ol-enriched domains on the cell surface that correlates with an
increased ability to stimulate both T cell hybridomas and naive T
cells, which is followed by a more pronounced late effect, which
correlates with increased expression of CD80.

Materials and Methods
Reagents and Ags

Hen egg-white lysozyme (HEL) was obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). Culture medium was RPMI 1640 (Life Technologies, Gaith-
ersburg, MD) supplemented with 25 mM HEPES, 2 mM glutamine, so-
dium pyruvate, penicillin, streptomycin, and 10% FBS (HyClone Labora-
tories, Logan, UT). Synthetic HEL or bovine RNase A peptides were either
synthesized at the Hartwell Center, St. Jude Children’s Research Hospital,
or were purchased from Research Genetics (Huntsville, AL). Methyl-g-
cyclodextrin was from Sigma-Aldrich.

T cell hybridomas and other cell lines

HEL-specific, A -restricted T cell hybridomas C10 (48-62) and A6.B3
(34-45) were giftsfrom Dr. L. Glimcher (Harvard University, Boston, MA)
(35), E907.D (33-47) was generated by one of us (J.M.) and has been
described previously (36). The bovine RNase A ,; gs-specific T cell hy-
bridoma TS12 was a gift from Dr. P. Allen (Washington University, St.
Louis, MO) (37). The mouse B cell hybridoma LK-35.2 (H-2%¢ American
Type Culture Collection, Manassas, VA) (38) was used as APC. The IL-
2-dependent cell line CTLL-2 (39) was obtained from American Type
Culture Collection. All cells were maintained in culture in complete me-
dium at 37°C in 5% CO.,.

Mice and T cell purification

Mice bearing the rearranged «3-chain genes from the anti-HEL 46_g, T cell
hybridoma 3A9 in C3H (H2X) background (3A9 mice) have been described
previously (40). 3A9 CD4* T cells were purified by B220, CD8, 1A,
NK1.1, CD14, and CD69 negative selection (BD PharMingen, San Diego,
CA) FACSusing aMo-Flo flow cytometer (Cytomation, Fort Collins, CO).

Monoclonal Abs

The hybridoma H116.32 (secreting 1gG2b anti-lac*) (41) was a gift from
Dr. G. Hammerling (German Cancer Research Center, Heidelberg, Ger-
many). Hybridoma secreting the rat-derived anti-CD40 mAb 1C10 (42)
was a gift from Dr. A. Heath (University of Sheffield, Sheffield, U.K.), the
rat hybridomas secreting anti-CD11b mAb 70.15.11.5.HL (1gG2b), GL-1
(IgG2a anti-CD86), and the hybridoma 1G10 (1gG2a anti-CD80) were ac-
quired from American Type Culture Collection. All mAbs were used either
as culture supernatants or purified from ascites in Sepharose 4B-protein A
or protein G columns (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). For
the confocal microscopy experiments, purified 1G10 Ab was labeled with
Texas Red (Pierce, Rockford, IL) as described in the product brochure.
Anti-MHC-Il (H116-32) was either biotinylated (Pierce) or labeled with
Texas Red. Finaly, anti-CD54-biotin (clone 3E2), and anti-CD80-FITC
(clone 1G10) were purchased from BD PharMingen.

Ag presentation assays

For these studies a variable number of APC (LK-35.2) were cultured with 5 X
10* T cdl hybridomacellsfor 24 hin the absence or the presence of exogenous
HEL or the relevant peptide in triplicate wells in 96-well plates in a fina
volume of 200 wl. At 24 h, 100 ul of supernatant was recovered and cultured
for 36 additional hwith 10* CTLL-2 cells. During thelast 16 h of culture 1 uCi
[®H]TdR was added to each well. Cultures were harvested with a semiauto-
matic cell harvester (Tomtec, Hamden, CT), and DNA synthesis was deter-
mined in a scintillation counter (Wallac, Gaithersburg, MD).

Cytokine quantitation

IL-2 and IFN-vy concentrations were determined using a multiplexed, par-
ticle-based, flow cytometric assay as previously described (43).

Flow cytometry

This was conducted after reacting cells with the appropriate mAbs and
fluorescent dye-labeled second reagents. All Ab reactions were conducted
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at 4°C in PBS containing 0.1% sodium azide and 1% rabbit serum to
prevent binding of mAb to Fc receptors. Some Abs were biotinylated (as
indicated in the figure legends), followed by fluorescent dye-labeled
streptavidin (BD PharMingen or Jackson ImmunoResearch Laboratories
(West Grove, PA)). One- to four-color flow cytometry was conducted in a
dual laser FACSort flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA).

Confocal microscopy

LK35.2 cells (10%) were cultured at 37°C on sterile glass slidesin avolume
of 200 ul for 24 h, after which 10 ug/ml anti-CD40 or anti-CD11b (con-
trol) was added and incubated at 37°C for varying lengths of time. Slides
were washed, fixed in 4% paraformaldehyde, stained for the expression of
MHC-II (Texas Red or Alexa 488), ganglioside M1 (GM1; Alexa 488-
cholera toxin B (Alexa 488-CTB)) and CD80-Texas Red. Cover glasses
were mounted on Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA),
sedled with acrylic resin, and observed under a confocal microscope
(model LSM510; Carl Zeiss, New York, NY) equipped with a dual laser.
Fluorescence detection was conducted simultaneously with excitation/
emission at 488/520 nm for FITC or Alexa 488, and at 596/633 nm for
Texas Red. Images (<40 and X100) were acquired with a 2024 X 2024
pixel resolution and stored in the computer, after which they were pro-
cessed and anadyzed by means of the LSM5 Image Examiner software
(Carl Zeiss).

Results
CDA40 ligation induces enhanced Ag presentation in a manner
that is not related to Ag processing

The aim of our initial experiments was to confirm that CD40 li-
gation on APC contribute to their Ag-presenting functions and to
examine whether this phenomenon occurred with more than a sin-
gle epitope. Treatment of the B cell hybridoma LK-35.2 with ag-
onist anti-CD40 mAb in the presence of varying concentrations of
HEL enhanced the ability of the T cell hybridomas C10 (48-62),
A6.B3 (34-45), and E.907D (33-47) to see Ag and to release IL-2.
For A6.B3 and E.907D, thiswas more evident at low Ag dose (Fig.
1A). Similar results were obtained with a T cell hybridoma specific
for another Ag, bovine RNase A (data not shown and Fig. 2). Thus,
CDA40 ligation induces an enhancement of Ag presentation of at
least four different epitopes from two proteins.

The enhancing effect of CD40 stimulation on Ag presentation
also occurs without the need for Ag processing, as CD40 ligation
on LK-35.2 cells also enhances their capacity to induce IL-2 re-
lease by the same T cell hybridomas in response to their corre-
sponding synthetic peptides (Fig. 1B). The enhancement occurred
regardless of the time of peptide addition, as this occurred when
the peptides were added to live LK-35.2 cellsand T cell hybrids
during the incubation with anti-CD40 (Fig. 1B, extreme right) or if
the peptide were added to CD40-activated APC that were fixed
with paraformal dehyde just before the addition of peptide (Fig. 1B,
left and center). Therefore, to avoid possible confusion caused by
the effect of anti-CD40 on intracellular Ag handling, al additional
experiments were performed with APC stimulated with anti-CD40
for varying lengths of time and fixed with paraformaldehyde be-
fore the addition of synthetic peptides.

CDA40 ligation-induced enhancement of the ability of APC to
activate T cells during Ag presentation occurs in two sequential
phases

We next examined the kinetics of anti-CD40-induced enhance-
ment of Ag presentation and its relation to the expression of the
costimulatory molecules CD80 and/or CD86. Increased CD80 ex-
pression was seen, but only after a 12-h incubation in the presence
of anti-CD40 (Fig. 2A). The expression of CD86, ICAM-1, and
MHC-II did not change after 72 h in the presence of anti-CD40.

It was important to define whether the enhancement of Ag pre-
sentation correlated with the kinetics of CD80 expression. We,
therefore, conducted experiments with LK-35.2 cells treated with
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anti-CD40 for varying lengths of time and fixed with paraformal-
dehyde before the addition of synthetic peptides. CD40 ligation
enhanced the ability of APC to stimulate IL-2 release by T cell
hybridomas specific for HEL,, ,5 or bovine RNase A ,; o5 as
early as 30 min after the addition of anti-CD40 (Fig. 2B, center and
right). This enhancement had a first peak at 3 h, before any de-
tectable increase in CD80 expression (Fig. 2B, left). At 12 h, there
was afurther enhancement of the ability of LK-35.2 cellsto induce
IL-2 release, which was coincident with a significant increase in
CD80 expression. These results allow us to conclude that the in-
crease in CD80 expression is not involved in the early enhance-
ment of Ag presentation induced by CDA40 ligation. Moreover, as
the preprocessed Ag (synthetic peptide) was added to metaboli-
caly inactive APC previously activated through CDA40, the en-
hancing effect is unrelated to Ag uptake and/or intracellular
handling.

Short-term anti-CD40-activated B cells have an increased
ability to activate naive CD4" T cells

The former Ag presentation experiments were conducted with T
cell hybridomas, which have a lower threshold for activation.
Moreover, if enhanced costimulation via CD80-CD28 is the major
benefit of short-term CD40 ligation, T cell hybridomas are repre-
sentative of secondary T cells, which are less dependent of CD80-
CD28 interactions. As it has been shown that CD40 signaling en-
hances the ability of resting B cells to activate naive T cells (44),
it was important to examine whether the early, costimulator-inde-
pendent activation of LK-35.2 cells was sufficient to enhance their
ability to activate naive T cells. Thus, we tested the capability of
anti-CD40-treated LK-35.2 cells to activate resting naive T cells
from 3A9 transgenic mice, which bear the rearranged «- and
B-chain TCR genes from a HEL ,5_g,-specific T cell hybridoma
(40). To ensure that other accessory cells and activated cells were
not present during the assay, spleen CD4" T cells from 3A9 mice
were purified by FACS-negative selection after staining with a
mixture of PE-labeled mAbs specific for MHC-II (1A¥), B220,

NK1.1, CD14, CD8, and CD69. Theremaining cellsweretypically
small lymphocytes and were >90% CD4* with <1% cells posi-
tive for any of the mixture mAbs. For these experiments, LK-35.2
cells were incubated with 10 pwg/ml anti-CD40 for 3 h in the ab-
sence of Ag, washed, and fixed in 1% paraformaldehyde. The pep-
tide HEL ,4_q5 Was added at increasing concentrations to the fixed
APC and 3A9 cells, directly to the tissue culture wells.

Anti-CD40-treated LK-35.2 cells were significantly better at in-
ducing naive 3A9 CD4" T cell proliferation after a 48-h incuba-
tion period compared with control LK-35.2 cells precultured for
the same length of time in the presence of an irrelevant isotype
control Ab (Fig. 3, top panel). When examined at later times, the
differences in the T cell activation capacity of anti-CD40-treated
and control LK-35.2 cellswere less apparent, but still present (data
not shown). These results clearly indicate that short-term CD40
stimulation prepares APC for Ag presentation to and activation of
resting T cells.

To examine whether activation of naive CD4™ T cells by anti-
CDA40-activated APC induced the release of cytokines, superna-
tants obtained from the previous experiment were tested for the
presence of IL-2, IL-4, and IFN-vy. CD40-activated APC induced
IL-2 and IFN-vy (Fig. 3, middle and bottom panels), but no IL-4
(data not shown), release by freshly isolated 3A9 T cells. The
results indicate that CD40 ligation primes APC to have an en-
hanced ability to activate T cells and to induce an early release of
effector cytokines.

Short-term CD40 ligation on normal B cells is sufficient to
enhance their Ag-presenting capacity

Among the mechanisms needed to turn resting B cells into pro-
fessional APC are IL-4, which induces MHC-Il expression, Ig
cross-linking by Ag, and T cell-derived signals, particularly CD40
ligation (5, 45). These events act in concert to allow B cells to
enter into an activated state in which they can activate Ag-specific
T cells. Although the precise role of these events has not been
established, the results shown to date suggest that CD40 could be
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failed to induce IL-2 release by T cell hybridomas in response to native HEL (10 ug/ml).

the major stimulus leading to the enhancement of the Ag-present-
ing function of B cells. Therefore, we examined the effect of anti-
CD40 on the expression of CD80, CD86, MHC-1I, and ICAM-1 by
freshly isolated spleen B cells as well as on their ability to induce
IL-2 release by T cell hybridomas. To ensure that the effect was not
due to the possible presence of LPS in the medium, these exper-
iments were conducted in the presence of polymyxin B. Anti-
CDA40 induced an increase in MHC-1I, CD80, and ICAM-1 ex-
pression to near-optimal levels at 72 h (Fig. 4A). CD86 was
induced at 3 h to decline at 12 h. This differs from LK-35.2 cells,
which are constitutively positive for all these markers, except for
CD80, which is weak in unstimulated LK-35.2 cells and was in-
duced by CD40 ligation (Fig. 2A). CD40 ligation for a short period
of 3 h was again sufficient to render normal B cells into fully
competent APCs for T cell hybridomas (Fig. 4B).

CD40 ligation induces early redistribution and aggregation of
MHC-1I on the APC surface

It was recently shown that MHC-11 on the APC surface concentrate
in lipid rafts, even before any contact with T cells, and that raft
disruption impairs Ag presentation (29). The stimulus (or stimuli)
leading to MHC-II clustering in lipid rafts is as yet unknown. As
CDA40 is amajor costimulator for APC, and it has been shown to
associate with class Il on the surface of B cells (33, 34), it was

possible that some of the enhancing effects of CD40 ligation on Ag
presentation could be through the induction of MHC-I1 cluster for-
mation. LK-35.2 cells cultured in the presence of anti-CD40 for
different lengths of time, stained with Texas Red-labeled anti-
MHC-II, and viewed under a confocal microscope (Fig. 5A). In
unstimulated cells, MHC-I1 are evenly distributed in small clusters
over the cell surface, and anti-CD40 induces a progressive aggre-
gation into larger clusters, reaching a peak at 3 h. Before any
stimulus, the percentage of large (>1.5 um) clusters was ~4.1 at
1 h; CD40-induced clusters occurred in 69 = 14% of cells rising
to 83 = 2.5% at 3hand 85 = 2% at 24 h (Fig. 5B). These clusters
presented in two main patterns; nearly half the cells had a patchy
distribution of large clusters, whereas the remaining cells showed
a complete polarization of MHC-II molecules into a very large
high density structure (Fig. 5 and data not shown). Cluster aggre-
gation was not just a passive effect of anti-CD40 cross-linking, as
it did not occur in LK-35.2 cells cultured with anti-CD40 in the
presence of 0.1% NaN; (Fig. 6).

Anti-CD40-induced aggregation of surface MHC-II
includes CD80

In dendritic cells, MHC-II colocalize with the costimulatory mol-
ecules CD80/86, even before they reach the cell surface (46).
Therefore, we examined whether, in addition to MHC-II cluster
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FIGURE 3. Short-term anti-CD40-activated B cells have an increased
ability to activate naive CD4* T cells. Naive resting CD4" spleen T cells
(5 X 10% from anti-HEL ,5_, transgenic mice (3A9) were cultured in the
presence of 2.5 X 10* anti-CD40 or control-treated (3 h), paraformalde-
hyde-fixed LK-35.2 cells for 48 h in duplicate plates (triplicate wells), after
which 1 uCi of [*H] TdR was added per well (top), or 100 ul of supernatant
was removed (middle and bottom). For T cell proliferation, plate 1 was
cultured for an additional 18 h, after which it was harvested in a semiau-
tomated cell harvester and counted in a scintillation counter. Results are
expressed as counts per minute X 10~3. Supernatants from plate 2 were
tested for the presence of the cytokines IL-2 (middle), IFN-+y (bottom), and
IL-4 (not shown) by a flow cytometric assay after incubation with fluo-
rescent beads coupled to anti-cytokine mAb, followed by a PE-labeled
second anti-cytokine mAb and read in a FACSCalibur flow cytometer with
Luminex equipment and software. Cytokines were plotted against a pattern
curve and run in the presence of known concentrations of cytokine for each
cytokine. Results are representative of two experiments.

aggregation, CD40 ligation could induce colocalization of MHC-I1
with the costimulatory molecule CD80 on the APC surface. For
these experiments, LK-35.2 cells were cultured on sterile glass
dlides in the presence of anti-CD40 for varying lengths of time,
after which cells were fixed and stained for the expression of
MHC-1I (Alexa 488) plus CD80 (Texas Red). LK-35.2 cells have
avery faint basal expression of CD80, which is patchy and colo-
calizeswith MHC-I1 in all cellsthat were positive for CD80, which
were nearly 100% (Fig. 7). As shown by flow cytometry, incuba-
tion with anti-CD40 induces an increased expression of CD80 after
24 h, but not after 3 h. However, the distribution of CD80 follows
that of MHC-II in the aggregated clusters induced by anti-CD40.
These results indicate that MHC-11 and CD80 are present in the
same clusters before CD40 ligation, providing ligands for the TCR
and the costimulatory receptor CD28, respectively. These clusters
coaggregate into larger clusters to become a higher avidity target
for T cells, which may result in more efficient T cell activation.

CD40-INDUCED MHC CLASS I1-CD80 CLUSTERS

CDA40 ligation-induced MHC-1I clusters are in cholesterol and
sphingolipid enriched domains on the APC surface

Lipid rafts appear to contain molecules that are the focal points for
the initiation of signal transduction. Recent observations indicate
that MHC-11 molecules can be found in lipid rafts (29). Thus, we
examined whether the MHC-II clusters and higher order aggre-
gates induced by CD40 ligation were contained within sphingo-
lipid (hence, cholesterol)-enriched microdomains as defined by
CTB binding. For these studies, LK-35.2 cells were cultured on
sterile glass slides in the presence or the absence of anti-CD40 for
different lengths of time, after which they were stained for GM1
(Alexa 488-CTB) and MHC-II (Texas Red) and observed under a
confocal microscope. Before CD40 ligation, LK-35.2 cells express
MHC-II with a basal colocalization with GM1 in small patches
along the cell surface (Fig. 8). Incubation with anti-CD40 at 37°C
for as little as 1 h (data not shown) was sufficient to increase the
patch size, which reached a maximum at 3 h and was aways co-
localizing with GM 1. All MHC-II clusters on the cell surface were
contained within GM 1-positive spots. Moreover, MHC-I1 clusters
on the cell surface were disrupted by methyl-B-cyclodextrin,
which depletes cholesterol. Thus, CD40 ligation induces aggrega-
tion of smal MHC-II-containing cholesterol/sphingolipid-en-
riched rafts into larger clusters. Moreover, athough we did not
carry out simultaneous staining for CD80 expression, the almost
complete colocalization of MHC-I1 with either GM1 or CD80 also
suggests CD80-MHC-II association in lipid rafts. In contrast,
methyl-B-cyclodextrin failed to disrupt MHC-II clusters in LK-
35.2 stimulated through CD40 for 24 h. This suggests that al-
though the initial CD40-induced aggregation of MHC-Il essen-
tidly takes place in lipid rafts, these organize later into more
complex structures.

As it has been reported that in some human B cell lines CD40
and MHC-II are associated on the cell surface (33, 34), we exam-
ined whether such an association also occurs in LK-35.2 cells both
before and after CD40 ligation. However, CD40 expression by
LK-35.2 cells under the confocal microscopy was faint, not allow-
ing us to ascertain its possible colocalization with MHC-I1 (data
not shown).

MHC-I1 and CD80 accumulation in lipid rafts induced by CD40
ligation correlates with an early enhancement in Ag
presentation

As CDA40 ligation was followed by an aggregation of MHC-Il and
CD80 lipid rafts into larger clusters together with an early en-
hancement of Ag presentation, it was of interest to examine
whether disruption of such lipid rafts would abrogate the enhanc-
ing effects of CD40 ligation on Ag presentation. LK-35.2 cells
were treated as described above, in the presence or the absence of
methyl-B-cyclodextrin. Fig. 9 shows that methyl-B-cyclodextrin,
in addition to disrupting MHC-II clusters, reverses the early pos-
itive effects of CD40 ligation on Ag presentation. Thus, the pres-
ence of larger MHC-11/CD8O lipid rafts directly correlates with the
early enhanced Ag presentation induced by short-term CD40 liga-
tion. This was not the case for the enhancing effect of anti-CD40
on cells stimulated for 24 h, which was not reversed by methyl-
B-cyclodextrin and correlated with an increase in CD80 on the
APC surface and arelative resistance to raft disruption by methyl-
B-cyclodextrin, suggesting, again, that these higher order clusters
are held together by a different mechanism.

Discussion
Although it has been known for a while that CD40 ligation exerts
a positive effect on B cells as APC, it is not entirely clear how it
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is achieved. One mechanism that has been conclusively demon-
strated is enhanced costimulation via induction of CD80 expres-
sion on B cells (17-20). It has aso been proposed that CD40
ligation improves Ag processing, through an as yet unknown
mechanism (21). In the current studies we examined the nature of
this phenomenon and found a positive effect of CD40 ligation on
B cells as APC due to at least two mechanisms, both unrelated to
Ag processing: 1) an early effect due to induced aggregation of
MHC-1I and CD80 lipid rafts into larger clusters, and 2) a late
effect that correlates with an increase in costimulation via CD80.
The early effect is sufficient to confer on B cells the ability to
activate naive T cells, which in response secrete both IL-2 and
IFN-y.

Among the TNF receptor family members, CD40 has one of the
widest spectra of functions in the immune system. Its capacity to
enhance the ability of APCto activate T cellsin responseto Ag has
been demonstrated for DC (6, 47, 48) and B cells (44). The Ag-
presenting function of B cells requires a change from a resting,
tolerogenic, nonprofessional Ag-presenting B cell into an acti-
vated, professional APC fully capable of activating T cells. B cells,
but not other APC from CD40-null mice, have a defect in Ag
presentation (49). These studies together with our current findings
place CD40 ligation as the major stimulus driving B cell Ag-pre-
senting functions.

Previous findings that CD40 ligation induces an enhancement of
the ability of B cells to activate T cells in response to an intact
protein (pigeon cytochrome c) but not in response to the peptide
have suggested that CD40 improves Ag processing (21). However,
unlike other studies in which CD40 ligation augments processing
in the class | MHC pathway via increased expression of peptide
transporters (50), the mechanisms involved in the increased pro-
cessing for MHC-I1 presentation are not clear. We found an en-
hancement of presentation to T cells specific for two different Ags,
which differ in Ag processing requirements (51). Although anti-
CDA40 ligation could have an enhancing effect on Ag processing,

the presentation of synthetic peptides was also enhanced by anti-
CDA40, indicating that additional mechanisms are involved.

In recent years increasing evidence indicates that many recep-
tors signal while associated with lipid rafts. They provide a mech-
anism for increasing receptor density, which allow the association
with intracellular signal transduction modules that include, among
others, G proteins, phospholipases, and their substrates. It has been
shown that MHC-Il can accumulate in cholesterol-enriched do-
mains (29), which may be necessary for signaling into the APC via
activation of tyrosine kinases (52). Moreover, T cell recognition of
MHC-II in lipid rafts on DC induces an enhanced response by
CD8" T cells (53). Thus, MHC-Il accumulation in lipid rafts is
important for these molecules to function as signaling receptors.

The former scenario has only recently been considered for
MHC-1I molecules as ligands. Indeed, Anderson et a. (29) found
that MHC-I1 accumulation in lipid rafts is necessary for efficient
Ag presentation to CD4™ T cells under limiting Ag conditions
(29). However, it is not known whether MHC-I1 molecules need a
stimulus to integrate into lipid rafts and whether lipid rafts in non-
activated and activated APC are different. We found that CD40
ligation induces small MHC-Il and CD80 containing cholesterol/
sphingolipid-enriched rafts to aggregate into larger clusters. More-
over, although we did not do simultaneous staining for CD80 ex-
pression, the almost complete colocalization of MHC-11 with either
GM1 or CD80 suggests that the early association of CD80-
MHC-I1 takes place in lipid rafts. Whether this is due to intracel-
lular preassembly into secretory modules or occurs at the cell sur-
face is not clear. At later times, MHC-II clusters were not
disrupted by cholesterol depletion, which correlated with arelative
resistance of APC to methyl-B-cyclodextrin in Ag presentation
assays. This suggests that these early cholesterol-mediated aggre-
gates further organize into higher order structures, which could be
held together by the cytoskeleton. We have not yet tested this
formally. In any case, theinitial association of MHC-11 with CD80
by itself in LK-35.2 cells is not dependent on CD40 ligation.
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FIGURE 5. CD40 ligation induces an early redistribution and coaggre-
gation of MHC-I1 on the APC surface. A, LK-35.2 cells (10Y/slide) were
cultured for varying lengths of time in culture slides in 200 ul of culture
medium in the presence of 10 wg/ml anti-CD40 or anti-CD11b (control)
mADb, after which cells were fixed with 4% paraformaldehyde and reacted
with biotinylated anti-MHC-II Ab, followed by streptavidin-Texas Red.
Slides were observed under a confocal microscope with an excitation filter
of 540 nm and an emission filter at 590 nm. Cells are shown above as
Nomarsky and red fluorescence. Below, we show the three-dimensional
graphic representation of the fluorescence for the particular, representative
cell shown above (height equals fluorescence intensity). Each cell shownis
representative of >50 cells counted. These experiments were conducted at
least four times with similar results. B, Percentage of cellswith small (<1.5
um; @) or large (>1.5 wm; [J) clusters (including polarized). Data are
shown as the mean of 50—200 cells counted in independent experiments
(two or three, except for *, where one field with >100 cells was counted).
SDs are shown in squares for each set counted.

Costimulator induction has largely been considered the mecha
nism by which a resting B cell becomes a professional APC (44,
54-56). In addition to the classical CD80/CD86-CD28-mediated
costimul ation, other forms of costimulation have been described in
CDA40-activated B cells (55). We found that CD40-induced aggre-
gation of MHC-I1 and CD80 on the B cell surface was sufficient to

CD40-INDUCED MHC CLASS I1-CD80 CLUSTERS
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FIGURE 6. MHC-II clustering induced by CD40 ligation is energy de-
pendent. LK-35.2 cells (10%/slide) were cultured for 3 hin culture slides as
described in Fig. 5 in the presence of 10 pwg/ml anti-CD40 or anti-CD11b
(control) with or without the addition of 0.1% sodium azide, after which
cells were observed under a confocal microscope as described in Fig. 5.
Experiments in C were performed twice with similar results.

enhance Ag presentation to naive CD4" T cells. Although LK-
35.2 cells have a baseline expression of MHC-I1 and costimulatory
molecules, there was no need for an increase in the baseline levels
of costimulation, at least through CD80-CD28, to enhance their
ability to activate naive T cells, although more conclusive data
await studieswith CD86 aswell. Thus, it appearsthat MHC-I1 plus
thelow level CD8O0 clustering in lipid rafts are sufficient for B cells
to function as professional APC. Before CD40 ligation, al CD80
was already found in association with MHC-I1 clusters, with the
remaining MHC-II appearing diffuse along the LK-35.2 cell
surface.

The mechanism leading to cluster formation after CD40 ligation
isnot readily clear. Most studies of the functional effects of CD40
ligation have been conducted for longer than the 3-h incubation
period used in this study. CD40 ligation is followed by the recruit-
ing of adaptor proteins of the TNF receptor-associated factor fam-
ily (57). Although the immediate events following TRAF recruit-
ment have not been completely defined, CD40 ligation on B cells
induces or inhibits the expression of >100 genes through three
main signal transduction pathways that include members the mi-
togen-activated protein kinase p38 and phosphatidylinositol 3-ki-
nase and translocation into the nucleus of members the NF-«xB/Rel
transcription factors (58). The early appearance of MHC-11/CD80
cluster aggregation after CD40 ligation makes it unlikely to be
transcriptionally regulated. On the cell surface, CD40 resides in
lipid rafts that also contain other molecules involved in CD40 sig-
naling (59). It will be of relevance to examine whether MHC-11
and CD80 reside in the same lipid rafts and if local changesin the
organization of signaling modules in these rafts are related to the
effects described herein. We are currently undertaking studies to
define the signal transduction pathways involved in CD40 ligation-
induced MHC-11/CD80 cluster aggregation on B cells.

Why does aggregation of MHC-11/CD80 clusters have such a
dramatic impact on the ability of B cells to activate T cells? We
suggest that large MHC-11/CD80 clusters provide a higher avidity
target that engages greater numbers of TCRs from the start of T
cell-APC interaction. This eventualy leads to formation of the
immunological synapse (60) and indeed provides a better means
for reciprocal signaling between T cells and APC, leading to full
activation of both cells. It has been recently shown that MHC-I1-
peptide-containing lipid rafts accumulate at the immunological
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pass excitation filters from 488-540 nm and emis-
sion filters at 530 and 590. Results represent three
experiments with comparable results.

Control

synapse (61). Our results place CD40 ligation as an important in-
ducer for such accumulation and indicate that in addition to MHC-
I1, the costimulatory molecule CD80 is included in such raft ac-
cumulation. This provides CD4" T cells with the complete set of
signals for proper activation.

Although CDA40 ligation is not the initia stimulus for the APC,
it isan early event, as CD154 expression by T cells occurs within
afew hours after their initial activation by Ag. If our observations
are relevant in vivo, we could consider at least two possible sce-
narios. We favor the view that CD40 ligation could play its main
role in Ag presentation shortly after the initial stimulus via TCR,
which is responsible for CD154 induction, by enhancing transport

Anti-CD40 Control Anti-CD40

N i

of MHC-II to the TCR-APC interphase, leading to synapse for-
mation. This is not opposed to the observation that MHC ligation
by the TCR down-modulates peptide-MHC complexes from the
cell surface (62), because the increased clustering would occur
mainly at the T cell-APC interphase. Thus, cluster induction by
CDA40 ligation is not needed for the initial interaction. However,
for T cell Ag recognition, foreign peptides need to compete against
amyriad of self peptides contained within the cell, first to bind to
MHC-II and subsequently to be engaged by the appropriate num-
ber of TCRs to initiate T cell activation. CD40 ligation would
increase the overall flow and nonspecific grouping of MHC-11 mol-
eculeson the cell surface. The relevant MHC-11-peptide complexes
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FIGURE 8. Short-term CDA40 ligation-induced MHC-I1 clusters are contained in cholesterol- and sphyngolipid-enriched domains on the APC. LK-35.2
cells were cultured for varying lengths of time in culture slides as described in Fig. 5, except that in the indicated wells, methyl-gB-cyclodextrin (10 mM)
was added for the last 10 min of culture. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde and reacted with biotinylated anti-MHC-1I Ab, followed by
streptavidin-Texas Red and cholera toxin B-streptavidin-Alexa 488. Slides were observed under aconfocal microscope with long pass excitation filtersfrom
488-540 nm and emission filters at 530 and 590. Data are representative of two experiments.
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FIGURE 9. MHC-II clustering in lipid rafts correlates with early en-
hancement of Ag presentation. LK-35.2 cells were treated as described in
Fig. 8 and were cultured (2 X 10%well) in the presence of 10 ug/ml of the
indicated mAb, after which 10 mM methyl-3-cyclodextrin was added to
the indicated wells for the last 10 min of culture. Cells were fixed in 0.5%
paraformaldehyde, washed, and cultured (2.5 X 10%well) with the T cell
hybridoma E907.D or TS12 (5 X 10 cells/well) in the presence of 0.3 uM
peptides HEL 55 ,, and RNase A 15 56, respectively for 24 h, after which
100 ul of supernatant was transferred to a new plate with 10* CTLL-2 cells
and processed as described in Fig. 1. Results are expressed as counts per
minute X 10~2 and are representative of three experiments. Mean values
of control wells: fixed LK-35.2 and E907.D cells plus HEL (10 pg/ml):
control, 1079 cpm; anti-CD40, 987 cpm; MpBC-treated LK-35.2 and
E907.D cells plus HEL (10 wg/ml): control, 589 cpm; anti-CD40, 1067
cpm, which do not differ from the counts obtained in the absence of Ag.

would then be selected among them by the TCR to form the im-
munologica synapse, as it has recently been shown (61). Prelim-
inary findings with LK-35.2 cells that neither TLR-9 activation nor
B cell Ag receptor cross-linking provides a stimulus comparable to
that of CD40 ligation, suggest that even though CD40 is not the
initial stimulusto increase B cell Ag presentation, it still isan early
event, and its relevance is supported by the inability of CD40~/~
B cells to become professional APC (49).

An dternative explanation could be that the CD40 ligand could
be expressed by a bystander cell. This seems unlikely, however,
because athough CD154 has been reported to be expressed by
many cell types (63, 64), the only ones that have been convinc-
ingly and reproducibly shown to express CD154 are activated T
cells and platelets (65, 66). Platelets are unlikely to be present in
the lymphoid interstitium in sufficient numbers to ligate CD40 and
activate B cells. Moreover, it is not desirable to trigger the pro-
fessional Ag-presenting activity of B cells in the absence of the
immunizing Ag.

In conclusion, the present studies provide evidence that CD40
ligation enhances the Ag-presenting function of B cells, which is
related to an association of TCR and costimulatory receptor li-
gands on the APC surface. Thus, according to our working model,
1) theinitial APC for CD4™" T cells, DC, induce CD154 expression
on T cells, mainly via TCR signaling; 2) CD154 on activated
CD4" T cells interacts with CD40 on the resting B cell, which
turns into a professional APC in two steps: an initial increase in
local MHC costimulator density (rafts), providing a higher avidity
ligand, followed by increased expression of CD80 that results in
more efficient costimulation, eventually conducing to the forma-
tion of the immunological synapse at the T cell-B cell interphase;
and 3) reciprocally, MHC-II rafts should allow better signal trans-
duction of TCR-delivered signals into Ag-presenting B cells.

CD40-INDUCED MHC CLASS I1-CD80 CLUSTERS
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