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RESUMEN

El presente trabajo es un estudio sobre la contribucion de la cadena L
A, los rearreglos secundarios de inmunoglobulinas (lg) y la hipermutacion
somatica, en la generacion de anticuerpos protectores. Como modelos
experimentales fueron utilizados ratones deficientes de la cadena x y
ratones “Quasimonocionales” (QM). Estos ratones fueron infectados con los
virus de la estomatitis vesicular (VSV), linfocoriomeningitis linfocitica
(LCMV), o bien, fueron inmunizados con diferentes antigenos virales y con
porinas de S. typhi.

Los ratones deficientes de la cadena «x (cx™) tienen un repertorio
tedrico reducido unas 100 veces, mientras que su repertorio disponible se
encuentra completamente modificado si lo comparamos con los ratones de
fa cepa original, en los cuales, la proporcidn /A es de 95:5. El repertorio util
en los ratones cx”’ mostrd ser funcional y suficiente para enfrentar las
infecciones y los retos antigénicos a los que se les sometid. De esta forma
se demostrd que tanto los anticuerpos con cadena k como i son capaces
de mediar proteccidn en estos modelos experimentales.

Se ha propuesto que los rearreglos secundarios de Ig participan en ia
generacion de diversidad de los anticuerpos. Sin embargo, su contribucion
en la generacién de anticuerpos protectores no ha sido investigada. Con el
fin de estudiar esta posibilidad, se infectaron e inmunizaron ratones QM.
Estos ratones tienen un repertorio de anticuerpos cligoclonal debido a que
se reemplazaron los elementos enddgenos Ji por los genes rearreglados
Vu(D)Jy 17.2.25 con especificidad anti-(4-hydroxi-3-nitro-fenilyacetilo (NP).
Ademas, estos ratones son deficientes de la cadena k dando como
resultado que estos ratones tengan un reperiorio tedricamente
monoespecifico.

A pesar de esto, los ratones QM fueron capaces de generar
anticuerpos protectores contra los virus con los que se les infectd, no
obstante, la cinética de aparicion de los anticuerpos fue mas lenta en estos
animales comparada con los controles. Se aisfaron anticuerpos de cadena
simple (scFv) de los ratones QM infectados con VSV, al secuenciarios, se
pudo determinar que los mecanismos de rearreglos secundarios y la
hipermutacion somatica fueron utilizados para generar un repertorio de
anticuerpos funcional y capaz de mediar proteccion.

En conjunto, el presente trabajo muestra que la cadena A, los
rearreglos secundarios de Ig y la hipermutacion somatica, son capaces de
contribuir en la generacion de anticuerpos protectores. Y ademas, muestra
la enorme capacidad de la respuesta inmune humoral para generar
diversidad en condiciones donde el repertorio de anticuerpos se encuentra
moderada o altamente reducido.




ABSTRACT

The present work addresses the contribution of the A chain,
immunoglobulin secondary rearrangenments and somatic hypermutation in
the generation of an aniibody response against viral infections and other
pathogen derived antigens. Mice deficient on the x chain expression and
“Quasimonoclonal” (QM) mice were used as experimental models. Mice
were infected with vesicular stomatitis virus (VSV), Ilymphocytic
choriomeningitis virus (LCMV) or poliovirus (PV). In addition mice were
immunized with different viral antigens and porins from S. typhi.

k chain deficient mice posses a reduced potential antibody repertoire
within a factor of 100, while their available repertoire is completely changed
due to the use of the A chain only. In normal mouse strain, the «/A ratio is
95:5. After infections and immunizations mice were able to produce a
protective antibody response. These results showed that antibodies using A
chain are able to mediate a protective antibody response equivalent to the
one produced by antibodies using x chain.

Variable (V) region gene replacement has been implicated in B cell
repertoire diversification but the contribution of this mechanism to protective
antibody responses is still unknown. To investigate the role of V gene
replacements in the generation of antigen-specific and protective antibodies,
we analyzed antiviral and antigen immunoglobulin responses of QM mice.
The B cells of QM mice are genetically committed to exclusively express the
anti-(4-hydroxy-3-nitrophenyl) acetyl (NP) specificity. However, about 20% of
the peripheral B cells of QM mice undergo secondary rearrangements and
thereby potentially acquire new specificities. QM mice infected or immunized
were able to produce an efficient antibody response. In general, kinetics of
the antiviral immunoglobulin responses were delayed in QM mice, however,
titers similar to control animals were eventually produced which were
sufficient to protect against VSV-induced lethal disease. VSV neutralizing
single-chain Fv (scFv) fragments isolated from phage display libraries
constructed from QM mice showed V; gene replacements and extensive
hypermutation. Thus, our data demonstrate that secondary rearrangements
and hypermutation can generate sufficient B cell diversity in QM mice o
mount protective antiviral antibody responses, suggesting that these
mechanisms might also contribute to the diversification of the B cell
repertoire of normal mice.

The results reported here show the capacity of A L chain, secondary
rearrangenments and somatic hypermutation in the generation of a
protective antibody response. In addition, is shown the enormous
diversification capacity of the humoral immune response to generate
protective antibodies in a situation of a moderate or severely reduced
antibody repertoire.

I. INTRODUCCION
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La proteccién o inmunidad contra las infecciones es un fendmeno en
donde participan tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa; en el
caso dela inmunidad adaptativa, la proteccion se caracteriza por la
estimulacion de linfocitos B para la produccién de anticuerpos y de linfocitos
T para la produccién de interleucinas, perforinas etc., que en conjunto son
capaces de reconocer y actuar en conira de los microorganismos invasores
del y/o de sus productos. El efecto final inducido por la activacion y accion
del sistema inmune es el control de los patdogenos y de sus efectos nocivos.

Para llevar a cabo estas funciones, el sistema inmune adaptativo
cuenta con dos tipos de receptores para el reconocimiento de los antigenos,
estos receptores son a su vez muy diverses. En el caso de los linfocitos B el
receptor para el reconocimiento del antigeno es la inmunoglobulina de
superficie (lgs), mientras que para el linfocito T es el receptor de linfocito T
(TCR). EI repertorio de estos receptores es tan amplio que permite al
sistema inmune de los vertebrados reconocer a un numero enorme de
antigenos incluyendo a los provenientes de los patégenos invasores. Esta
enorme diversidad de inmunoglohulinas (Ig) y de TCRs, a diferencia de Ilos
receptores de l[a respuesta inmune innata, es producto principalmente de los
rearreglos del acido desoxirribonucléico (DNA) de ias celulas. Estos
rearreglos recombinan los segmentos V(D)J para finalmente producir las
regiones variables de las Ig y del TCR. No obstante, en el caso de los
anticuerpos se han descrito otros procesos que participan en la generacion
de la enorme diversidad, estos son: el uso aleatorio de diferentes
combinaciones de segmentos V(D)J, la imprecision en la unién de los
genes V(D)J que da como resultado la suma o pérdida de nucledtidos en fos
sitios de union, la adicion de nucleotidos (denominados segmentos N)
mediada por la actividad de la enzima desoxinucleotidil transferasa (TdT), el

apareamiento de las diferentes cadenas pesadas (H) y ligeras (L) de las
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apareamiento de [as diferentes cadenas pesadas (H) y ligeras (L) de las
inmunoglobulinas y la hipermutacién somatica. En el ratdon, el repertorio
denominado potencial o tedrico que se genera a ftravés de estos
mecanismos es de 107 — 10" diferentes especificidades, sin embargo, sélo
una parte de este repertorio (107) se encuentra en forma de anticuerpos
funcionales, a esta fraccion se le denomina repertorio disponible. Aungue es
l6gico pensar que cualquiera de estas especificidades pudieran ser
utilizadas en una respuesta inmune, el hecho es que muy pocas de eilas lo
son; a esta fraccion de anticuerpos que participa en la respuesta contra ios
antigenos se le denomina repertorio Oiil.

La complejidad del proceso de reconocimiento del antigeno y la
heterogeneidad de los receptores para el antigeno son enormes, por este
motivo el repertoric de inmunoglobulinas debe ser estrictamente regulado
para asi evitar la autorreactividad patolégica y promover una respuesta
inmune eficiente contra los patdogenos. De esta forma, se cuenta con
procesos de control 0 mecanismos para la generacidon de tolerancia
inmunologica entre los que se ha descrito la eliminacion clonal de células
autorreactivas, la anergia, la ignorancia inmunolégica, la tolerancia mediada
por linfocitos T reguladores y recientemente los rearreglos secundarios de
Ig en los linfocitos B.

Los rearreglos secundarios de Ig son denominados “Edicion de
Receptor” cuando ocurren en células B inmaduras; el proceso es controlado
por senales a fravés del receptor de Ig en células B de medula dsea
inmaduras en donde el reconocimiento de un autoantigeno estimula la
recombinacion de los genes VJ, dando como resultado un nuevo receptor
no autorreactivo. En los érganos linfoides secundarios se ha observado un
fendmeno similar al que se le ha denominado “Revision de Receptor”, en
este caso la recombinasa V(D)J (RAG) vueive a manifestar actividad en los

centros germinales aunque se ha reportado también que la actividad de la



enzima nunca se pierde en su totalidad. En este caso el cambio de receptor
participa en la respuesta inmune contra antigenos extrafios y no séio para Ia
eliminacién de receplores autorreactivos. Ademas se ha descrito que los
estimulos derivados de los linfocitos T activan la recombinasa en las células
B, mientras que el entrecruzamiento de la Ig de superficie suprime Ila
actividad de la esta enzima. En conjunto, estas investigaciones muestran
que el sistema inmune aprovecha el control sobre la recombinacion V(D)J
para modificar los receptores antigénicos de tal forma que la especificidad
contra antigenos propios se reduzca mientras que para los antigenos
exirafios mejore.

Son muchas las preguntas que quedan pendientes por abordar, por
ejemplo: ¢como se forma el repertorio 0til?, ;Cuales son Ios mecanismos
que participan en la formacion de este?, ;El repertorio util es una
representacion aleatoria del repertorio disponible 0 se forma de acuerdo a
reglas del desarrolio que no han sido descritas?. Si los anticuerpos def
repertorio util provienen del repertorio disponible entonces ¢Existen
caracteristicas especiales para los anticuerpos involucrados en proteger
contra una infeccion? ¢ Hay diferencias entre los anticuerpos protectores y
los anticuerpos contra moléculas no relacionadas a enfermedades? y ¢ Por
qué existen anticuerpos capaces de reconocer antigenos de los patdgenos,
sin embargo, no son capaces de proteger contra la infeccion?. ; Cuanto del
repertorio es necesario para proteger contra una infeccion?, ;Cual es Ia
contribucion de la cadena A a la inmunidad, si la mayoria de los anticuerpos
del humano y del ratén utilizan la cadena «?. Finalmente, con toda esta
diversidad ;Cémo se evita la autoreactividad patoldgica a pesar de que
normalmente es posible encontrar autoanticuerpos circulantes?, ;Cual es la
contribucién de los rearregios secundarios de lg en la generacion de

anticuerpos protectores?.




El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la participacion de la
cadena A, de los rearreglos secundarios de Ig y Ia hipermutacién somatica

en la generacion de anticuerpos protectores.



lI. ANTECEDENTES

La contribucidon de fa inmunidad adquirida contra enfermedades
infecciosas ha sido observada y reportado desde la antigliedad. En el afio
430 A. C. Tucidides, en sus relatos sobre |a peste de Atenas durante la
guerra del Peloponeso, describe que los sobrevivientes de 1a plaga no eran
atacados nuevamente por la enfermedad y si lo eran no era de forma mortal
(1.1). Al final del siglo dieciocho, Jenner observd que la infeccioh causada
por el virus de la viruela de las vacas era capaz de inducir un estado de
proteccién contra la viruela. De esta manera se desarrolld el concepte de
vacunacion; actualmente este procedimiento es utilizado contra una amplia
variedad de patdgenos y ha tenido un gran impacto positive en la reduccién
de la morbilidad y 1a mortalidad tanto en humanos como animaies (1). El
éxito de dichas vacunas se debe primordialmente a que son capaces de
inducir una respuesta inmune proteciora; sin embargo, existen muchas
vacunas experimentales que no han sido efectivas en la induccion de
proteccion contra la enfermedad a pesar de inducir una buena respuesta de
anficuerpos y/o linfocitos T. De esta forma, se ha hecho evidente que existe
una respuesta de anticuerpos vy linfocitos T capaz de producir inmunidad, es
decir proteccién, y una respuesta de anticuerpos y de linfocitos T no
protectora. No se conocen con precision los mecanismos y caracteristicas
de la respuesta protectora. A su vez, las diferencias entre inmunidad vy
respuesta no protectora no han sido bien estudiadas. El estudio de estas
caracteristicas y mecanismos es de gran relevancia para entender el
proceso de inmunidad y por lo tanto de gran utiidad para el desarrollo de
vacunas.

Para disefar nuevas y mejores vacunas contra ios microorganismos
patdogenos es necesario conocer tanto los mecanismos de patogenicidad y

virulencia del microorganismo como los mecanismos celulares vy
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moleculares que utiliza el hospedero para defenderse de los patdégenos. Es
importante identificar también, que antigenos de los microorganismo son
capaces de inducir proteccion al ser administrados, asi como estudiar sus
caracteristicas moleculares. A su vez, es de suma relevancia analizar la
respuesta inmune proleciora que se induce y los mecanismos que
participan en la generacion de ésta.

El reconocimiento primario del patdgeno se lleva a cabo mediante
recepiores especificos contra moléculas del microorganismo. En el caso de
la respuesta inmune innata, dichos receptores son codificados por la linea
germinal mientras que para los linfocitos B y T estos receptores son
producto de recombinacidon somatica de genes y a su vez sufren
modificaciones posteriores a dichas recombinaciones, por lo tanto son

capaces de modificarse en el franscurso de una respuesta inmune (2).

1. Respuesta inmune humoral.

Una de las caracteristicas mas sorprendentes de [a respuesta inmune
humoral es el enorme repertorio de anticuerpos que es capaz de producir;
en 1936 Landsteiner reporta sus estudios sobre la respuesta seroldgica en
donde describe que el sistema inmune puede producir anticuerpos contra
casi cualquier antigeno externo mientras se mantiene tolerante a lo propio
(3). Veintitrés afios después, Burnett y Talmage crearon un modelo de
trabajo por medio del cual explicaron estas observaciones. A partir de este
modelo de trabajo se desarrollo la teoria de la seleccion clonal (4,5). En ésta
teoria Burnett propone que cada linfocito produce un solo tipo de anticuerpo
y que las clonas de linfocitos son seleccionadas y expandidas por el
contacto entre los anticuerpos de la superficie celular y el antigeno, de esta
forma los linfocitos B produciran anticuerpos con la misma especificidad que

la de receptor de superficie. Los linfocitos por lo tanto, presentan un
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receptor Unico para el antigeno en su superficie celular. Esta hipétesis de
‘una célula un receptor”, fue confirmada posteriormente por Nossal y
| ederberg, guienes nombraron a este fendmeno como “exclusion alélica”
(6,7).

En la actualidad se sabe que las Igs de superficie regulan también la
fase de desarrollo T-independiente de los linfocitos B y que, ademas de la
seleccion celular, el sistema inmune forma su repertorio por medio de una

seleccion de receptores.
2. Estructura y funcién de los anticuerpos.

Las inmunoglobulinas (lgs) consisten de cuatro cadenas
polipeptidicas, dos pesadas idénticas (H) y dos ligeras idénticas (L) unidas
por puenies disulfuro (8,3). Cada cadena H o L esta formada por una
porcidn constante (C) y por una porcion variable (V). Las regiones V son las
responsables de unir al antigeno, éstas forman el sitio de union al antigeno
denominado paratopo, mientras que las regiones constantes son las
encargada de mediar las funciones efectoras como fa unioén a receptores Fc
a traves de la region C de la cadena pesada.

La secuencia de aminoacidos de la region V es mas variable en tres
regiones a las que se les ha denominado regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), o regiones hipervariables. Estas son las
regiones que mantienen contacto directo con el antigeno. Las CDRs se
encuentran flanqueadas por cuatro regiones denominadas “estfructurales”
(FR) que son altamente conservadas (10,11).

Las Ig se han dividido en clases o isotipos (IgM, D, G, E y A) con base
en la secuencia de aminoacidos de las cadenas H y en la reactividad de sus
regiones constantes con sueros anti-ly. Estos isotipos corresponden

respectivamente a las letras griegas u, 3, v, ¢ y «. Por ofro lado, las regiones
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constantes de las cadenas ligeras se agrupan en dos isotipos denominados
K y A. Las regiones constantes de {a cadena pesada, de la cadena k asli
como de la A son codificadas por diferentes familias de genes, los que a su
vez se localizan en diferentes cromosomas (12).

Los anticuerpos desempenan una gran cantidad de funciones
biolégicas como son:
a) Neutralizacton de microorganismos o de toxinas y su concentracion en
drganos linfoides secundarios para su procesamiento y depuraciéh.
b) Opsonizacion de los microorganismos.
¢) Lisis de los microorganismos a través de la fijacion del complemento.
d) Con el complemento también participan en [a fagocitosis de
microorganismos.
e) Inmunidad de mucosas a través de la secrecion de IgA en estos tejidos.
f) Inmunidad en neonatos a fravés de la transferencia de IgA materna por
medio de ia leche.
g) Citotoxicidad celular (eosinofilos y macréfagos) mediada por anticuerpos.
h) Hipersensibilidad inmediata mediada por la desgranulacion de
mastocitos.

i) Inmunidad pasiva del feto y respuesta inmune en neonatos (13).
3. Mecanismos de generacion de la diversidad.

Desde hace muchos afos se ha reconocido que una caracteristica
impresionante de la respuesta inmune humoral es la especificidad con la
gue interactda con el antigenoc y la gran diversidad de anticuerpos que es
capaz de producir. Determinar la extension de la diversidad de los
anticuerpos vy los mecanismos gue participan en la generacién de ésta ha

sido motivo de estudio durante mucho tiempo.
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Los estudios de Landsieiner (14,15) y de Jerne (16) entire ofros,
mostraron que cada individuo posee un numero extraordinario de
anticuerpos con diferentes especificidades. Las teorias para entender la
diversidad de los anticuerpos tenian gque explicar como las regiones
constantes de la cadena H y L se escapan de la diversificacion. Los
modelos propuestos incluyeron: la teoria de la diversidad de la linea
germinal, segun la cual la evolucidn produjo una gran cantidad de genes
para anticuerpos y la teoria de la diversificacion somatica, que sostiene que
un numero pequeffo de genes en linea germinal son capaces de
diversificarse durante la ontogenia a través de un proceso de mutacion
somatica activo (17).

Utilizando los avances en genética y las secuencias de proieinas,
Dreyer y Brennett (18) propusieron que un solo gen de liﬁea germinal
codifica para Ia region constante de la Ig, mientras que la regidn variable es
codificada por cdiferentes genes V. Ellos propusieron que durante el
desarrollo de Jas células B, uno de los multiples genes V podria asociarse
fisicamente con la secuencia gue codifica para la region C para de esta
forma completar la secuencia V-C, gue a su vez podria ser expresada por la
célula. Esta hipotesis revolucionaria predijo el mecanismo de recombinacion
de DNA, gue resulta en células del sistema inmune capaces de ser
diferentes a otras células que expresan recepiores de linea germinal a nivel
gendmico. La hipdtesis de Dreyer y Brennett fue posteriormente
comprobada por Hozumi y Tonegawa (19,20). Ellos demostraron con la que
los genes que codifican para las regiones V y C de la cadena A estan
separados en el DNA embrional y que son rearreglados para ensamblarse
en células B maduras (19-28,123). Las regiones variables de la cadena
pesada se ensamblan como producto del rearreglo de mdltiples genes de
linea germinal variables (Vy), de diversidad (D) y de union (Ju), mientras que

la cadena ligera es producto del rearregio de los genes V, y J; (20,29,30).
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Los genes variables del Jlocus de tfodos los receptores para el
antigeno, incluyendo los de la cadena IgH y los dos IgL (x y 1), asf como los
del TCR, son ensamblados por medio de una recombinasa V(D)J comuin
durante estadios tempranos de maduracion de las células B y de células T
(22, 30 31). Las enzimas necesarias para desarrollar dicha recombinacion
que ademas es tejido especifica estan codificadas en los genes rag-1 vy rag-
2 (31,32). Los rearreglos V(D) involucran el reconocimiento de sefiales
especificas de recombinacion (RSS) gue se encuentran en cada extremo de
los genes de linea germinal, en la insercidon de cortes de DNA de dobie
cadena en los sitios de unidn de las RSS y en la union de los segmentos
codificantes y RSS (33). Los rearreglos pueden ocurrir ya sea por
mecanismos de eliminacion o de inversién. Las sefiales de recombinacion
que flanquean a los genes V, D y J estan constituidas por tres partes: un
heptamero conservado, un espaciador de 12 o de 23 pares de bases y un
nonamero conservado (29). La recombinacion ocurre usualmente entfre un
segmento flanqueado por una sefial de recombinacion con un espaciador de
12 pares de bases con ofra con un espaciador de 23 pares de bases. La
recombinacidon enire dos genes flanqueados por RSS con orientaciones
opuestas, localizados en el cromosoma enire dos segmentos de
recombinacion, resulta en la eliminacion de las secuencias involucradas. Sin
embargo, la recombinacion entre segmentos flanqueados por RSS con la
misma orientacion dan como resultado la inversidbn de los genes
involucrados.

En algunos foci endogenos, los genes V y las RSS se
encuentran configurados de tal forma gue tanto las uniones por eliminacion
cOmMo por inversion pueden ocurrir. En el caso de la cadena x tanto del raton
como del humano, los segmentos Vk se encuentran en ambas direcciones

transcripcionales y por lo tanto se pueden rearreglar por eliminacién o por
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inversion (34,35). En el caso del focus 4, los genes V se encuentran en una

sola orientacion por lo que sélo se rearreglan por medio de eliminacion (36).
3.1 Exclusién alélica e Isotipica:

En la teoria de Burnet cada célula productora de Ig expresa una sola
especificidad, sin embargo, cada célula linfocito B tiene dos foci para la
cadena pesada y cuatro Joci para la ligera. Si cada célula expresara la
informacién contenida en sus cromosomas, entonces ¢, Como es posible que
las células expresen anticuerpos con sélo una especificidad?. A través de
los estudios con antisueros se pudo distinguir que las proteinas de la
cadena pesada y ligera encontradas en el 99% de linfocitos B individuales,
corresponden a un solo alelo tanto de la cadena pesada como de la ligera
(29,37,38). A este fenbmeno se le denomind exclusion alélica (37,38). No
obstante este fendmeno y aln en las condiciones mas esfrictas de exclusién
alélica, el linfocito B es capaz de expresar ambas cadenas ligeras x y L y de
esta manera expresar dos diferentes receptores. La existencia de sub-loci
funcionales de A hace posible gque un linfocito exprese multiples receptores.
A pesar de esto, las células B expresan receptores con una solo isotipo de
cadena ligera, a este fendbmeno se le ha denominado “exclusion isotipica de

cadenas ligeras” (37-39).
3.2 Diferenciacion de células B:

Las células B provienen de células pluripotenciales que se diferencian
en el higado fetal y en la médula 0sea adulta, estas células pasan por
estadios de desarrollo altamente regulados en donde rearreglan y expresan
los genes de las Ig (29,30,40). Las células Pro-B sufren de rearreglos D a Ju

y de Vy a DJu. Las células Pre-B completan exitosamente los rearreglos Vi
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a DJy y expresan la cadena u. Los linfocitos B inmaduros a su vez han
completado el rearregio de las cadenas ligeras y de esta manera son
capaces de expresar IgM en su superficie, mientras que los linfocitos B
maduros son capaces de expresar simultaneamente IgM e igD por medio de
un empalme o “splicing” alterno de los transcritos de las cadenas pesadas.

Estas celulas migran al bazo, ganglios linfaticos y placas de Peyer en
donde son capaces de seguir procesos de activacion y diferenciacion a
través de la union con el antigeno especifico. Los precursores de las células
B en sus diferentes estadios de desarrollo pueden estudiarse a través de
marcadores de superficie que son detectados por medio de citometria de
flujo (41).

En ratones, todo ei lingje de células B expresa los marcadores
CD45R/B220. Por medio de citometria Hardy y cols (41) identificaron
precursores de células B como sig” que son B2207/CD43". La poblacion de
células B2207/CD437/slg” incluyen células pro-B en las que ocurren
rearreglos D a Jy y V a DJy (42). Después de un rearreglo productivo y del
rearreglo de las cadenas ligeras la célula B inmadura se convierte en
B220"/CD437/slg’.

3.3 Generacion de Ia diversidad del repertorio:

En los humanos como en los ratones, el repertorio primario de Ig se
genera antes de la exposicion al antigeno, a través de los procesos de
union de los genes V(D)J. La diversidad es enorme y es el resultado del uso
de 100 o mas genes Vy y Vk de linea germinal diferentes los cuales
codifican para las primeras tres regiones FR asi como para el CDR1 y 2
(11). El uso de combinaciones aleatorias de segmentcs V, (D), y J para
ensamblar el CDR3 del gene V introduce una diversidad enorme. La

imprecision de fas uniones V(D)J da como resuitado Ia adicidon o pérdida de
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nucledtidos al sitio de union V(D)J lo cual afade mayor diversidad. La
adicion de nucledtidos denominados segmentos N es mediada por la
enzima TdT, la cual esta activa durante los rearregios de la cadena pesada
pero no de la cadena ligera (43-46). Las cadenas ligeras se asocian con las
pesadas adicionando otro nivel de diversidad.

Durante la expansion clonal, producto de la unién con el antigeno, la
hipermutacién somatica da como resultado una serie de cambios
individuales de nucleodtidos a lo largo de todo el gene V rearreglado,
incluyendo el CDR1, 2 y 3 (47). El proceso de hipermutacidon somatica
modifica molecularmente al anticuerpo proporcionando cambios en su
afinidad por el antigeno. Las células que presentan mayor afinidad por el
antigeno en cuestion, son seleccionadas y expandidas durante este proceso
(48).

El mecanismo de unidn V(D)J es impreciso, por lo que se pueden
obtener uniones gue no mantengan el marco de lectura. El coddn de
iniciacion del gene V predice que uno de fres uniones sera productiva, la
fidelidad del proceso de union pude ser afectada por pequenas regiones de
homologia entre los extremos de los segmentos rearreglados, lo que
pudiera representar el uso preferencial de marcos de lectura productivos y
no productivos en las reacciones de unién entre segmentos especificos
(49).

Existen muchas evidencias experimentales que han confirmado que
una de tres uniones soh productivas durante los rearreglos con la region
constante de la cadena pesada (50). Para el caso del Jocus x se determino
por medio de la secuenciacion de las uniones, que un gran numero de
células poseen uniones no productivas (51,52). Ademas, la presencia de
pseudogenes en el locus x de ratones y de humanos ha permitido estimar
que solo una de cinco uniones es capaz de codificar una proteina (53). Sin

embargo, la frecuencia de las uniones secuenciales de VxJk en cada
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cromosoma k (54) significa que la proporcion de uniones productivas en el
cromosoma x es mucho mayor a 0.3. La frecuencia medida de uniones
productivas por cada cromosoma x ha sido estimada en 0.6, lo cual sugiere
que los rearregios secuenciales del focus x son la regla mas que la
excepcion (55). La secuenciacidn de las uniones X ha sugerido asi mismo,
que la mitad de fas uniones A en linfocitos B periféricos son productivas
(56,57), posiblemente debido a uniones dirigidas por homologia.

Siguiendo el ejemplo de Jeme (16) muchos investigadores en el
campo de la formacidén del repertorio encuentran que es muy util distinguir
entre tres conceptos sobre el repertorio: El repertorio tedrico o potencial, el
repertorio disponible y el repertoric util (199). El repertorio tedrico o
potencial se obtiene multiplicando el niumero de genes individuales de [os
segmentos que codifican para las cadenas pesadas y ligeras de las
moléculas de anticuerpo, considerando las reglas de recombinacion
conocidas y asumiendo algunas contribuciones estocasticas y las
limitaciones de las uniones de combinacion. Los calculos dan lugar a un
repertorio potencial o teérico en el ratén de 10°-10"". De todo este repertorio
potencial se ha visto que sblo es expresado una pequefia parte como
anticuerpos funcionales, a este reperforio se le denomina repertorio
disponible. El nimero de linfocitos B con receptores de Ig diferentes en su
superficie en el ratén adulto se ha calculado es de 10”. Sin embargo, los
receptores que conforman a este repertorio disponible son el resultado de la
expresion de solo unas pocas familias de genes (que varia en las diferentes
cepas de ratones), por lo que gran parte del repertoric potencial no es
expresado en el repertorio disponible. A pesar de que se asume que
cualquiera de estas especificidades pudieran ser utilizadas durante una

respuesta inmune, es reconocido fambien que muy pocas son realmente



usadas para este motivo, a este repertorio se le denomina repertorio util
(199).

4. Rearreglos secundarios de inmunoglobulinas.

La organizacion de los genes de las Ig muestra caracteristicas que
parecieran estar adaptadas para promover rearreglos secundarios en el
caso de los loci de la cadena L, mientras que para la cadena H, los
gvitarian. Los rearreglos secundarios son rearregios genicos de los alelos
gue ya han ensamblado los genes de la regidon V. Este tipo de rearreglos
puede reemplazar rearreglos primarios que quedan fuera de marco de
lectura y de esta forma salvarian al receptor. A su vez, pueden funcionar
modificando un receptor funcional o bien inactivando todo un focus. El Jocus
k esid particularmenie adapiado para llevar a cabo rearreglos secundarios.
Este Jocus no posee segmentos D, por lo que después de una union
primaria VxJk en un alelo, es posible llevar a cabo rearreglos secundarios
entre los segmentos Vk 5 o los segmentos Jk 3’ en un solo paso.

En el ratdn, durante los rearreglos primarios son favorecidos los
rearreglos de Jx1 y Jx2 (58), por lo que los rearreglos primarios que usan
estos segmentos dejan disponibles en el extremo 3’ segmentos Js para
rearreglos secundarios (59). La observacion de cortes de DNA de doble
cadena en las RSSs es consistente con ta nocién de que los rearreglos
ocurren progresivamente en los segmentos Jks de 5" a 3’ (60). Ademas, el
locus x se rearregla frecuentemente por medio de inversion, reteniendo de
esta manera el repertorio completo de Vxs para subsecuentes rerreglos. En
cambio, los rearreglos por eliminacion originan la formacion de episomas
provocando gue se pierda esta informacion del cromosoma. El focus k del

humano o del ratén es capaz de sufrir dos o mas recombinaciones V-J en



un mismo alelo (61-67). El DNA escindido producto de la recombinacion V/J
contiene frecuentemente uniones VJ previamente generadas, sugiriendo
gue rearreglos secundarios en x son comunes en células no transformadas
(68,69).

4.1 Secuencias de recombinacién (RS) en el ratén y elementos de

eliminacidon de x (kde) humanos:

Los elementos de recombinacion (RS) inactivan el locus « por
recombinacion-eliminacién (70,125). Los RS se encuentran ~25 kb 3’ del
exon Cx (71) y los kde, se encuentran en una posicion similar en el locus
humano (72). Ambos RS y kde contienen secuencias RSS con un
espaciador de 23 pares de bases (bp) que puede recombinar a traveés de un
proceso recombinasa V(D)J dependiente, ya sea con Vks no rearreglados o
con sitios RSS no candnicos en el intrén Jk-Cx (69,73). Los rearreglos
RS/kde ocurren en aproximadamente el 75% de los linfocitos B del ratén
que expresan cadena A (74,75) y en una proporcion mayor en linfocitos B
humanos (75,76). Los rearreglos RS ocurren en aproximadamente 12% de
las células de ratén x (77). Ya que las RS/kde no codifican una proteina,
estas uniones no son funcionales (73,78), por lo que se piensa que estas
secuencias sirven solo para inactivar los genes k, lo cual sucede
frecuentemente después de una recombinacion funcional (75). Ya que los
rearreglos de RS ocurren simuftaneamente con los rearreglos de A, esto
pudiera servir para dejar libre el camino para la expresion de A (78,79). De
esta forma, pareciera que la estructura del locus x favorece reacciones de

reemplazo para la edicion de receptor.



4.2 La edicién del receptor como un mecanismo de folerancia

inmunolégica:

El uso de ratones transgénicos que expresan una cadena H y L ya
rearreglada y con una especificidad previamente definida (80) ha estimulado
el analisis de la tolerancia de células B y T (81). Los ratones transgénicos
cuyos receptores para el antigeno son especificos para: moléculas de
histocompatibilidad clase | (MHC [), DNA, erifrocitos y lisozima de gallina (en
ratones que la expresan como antigeno propio) enfre otros, han permitido
definir algunos de los mecanismos de control de la autorreactividad. En los
modelos fransgénicos de autoanticuerpos, las células B en desarrollo que
expresan el receptor autoreactivo desaparecen del sistema linfoide
periférico cuando encuentran al antigeno de manera multivalente, aunque
es posible encontrar una poblacion de estas células con niveles bajos de
expresion del autorreceptor en la médula dsea (82,83,84). Dos lineas
experimentales sugirieron que la edicidn de receptor (la induccion de
rearreglos secundarios por contacto con el autoantigeno) podria ser el
mecanismo de tolerancia en los ratones arriba mencionados.

Tiegs et al (85) encontraron que en el ratdon transgénico 3-83, en
cuyas células B expresan anticuerpos especificos contra las moléculas
MHC clase |, aloantigenos H-2K* y H-2K®, la mayoria de los linfocitos B
expresan el anticuerpo transgénico. No obstante, cuando el autoantigeno
fue introducido al sistema por medio de la cruza de estos ratones con los del
fondo genético H-2K* o H-2K®, el nimero de linfocitos B en el bazo y en los
ganglios linfaticos de estos ratones se encontré disminuido y estas células
no expresaron el receptor autorreactivo.

Las ceélulas B remanentes conservaron la cadena H transgénica
mientras que la cadena ligera fue reemplazada, en la mayoria de los casos

se substituyd por una cadena A enddgena. En las células B Ig” de médula
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Osea de los ratones transgénicos se encontraron altos niveles de expresion
de RNA mensajero de RAG que se relaciono con los rearreglos en el focus
endogeno de la cadena L. Con base en estos hallazgos, se propuso que la
union del autoantigeno con el receptor correspondiente en el linfocito B
inmaduro es capaz de reinducir o de prolongar los rearreglos de la cadena
L. modificando asi la especificidad de estas células y dando una senal de
supervivencia en vez de una sefial de muerte. A su vez se propuso que este
mecanismo ocurre en ciertas poblaciones de linfocitos B inmaduros, ya que
en los ratones 3-83 que expresan el autoantigeno en la periferia, bajo el
control de un transgene especifico para el higado, hubo una eliminacion
exhaustiva de los linfocitos B sin que se apreciara edicion de receptor.

Otras evidencias a favor de la edicion de receptor fueron obtenidas en
ratones transgénicos que expresan anticuerpos H+L (3HS) con especificidad
contra DNA de doble cadena (DNAdC) (86,124). Se estudiaron linfocitos B
de bazo e hibridomas generados a partir de estos ratones. Ningun
hibridoma presentd ia especificidad contra DNAdc lo cual indica que se
activd un proceso de folerancia. Sin embargo, los linfocitos B del bazo se
encontraron en numeros normales, principalmente en ratones adultos. Estos
linfocitos B expresan la cadena pesada transgénica 3H9, mientras que la
cadena transgénica L fue substituida. Los hibridomas expresaron la cadena
L endodgena del ratdn, lo cual eliminé la especificidad contra DNAdc y en un
caso este fendmeno fue reversible cuando la cadena x se perdio, lo cual
sugiere que el transgene H con la cadena L enddgena eliminan la expresion
de la cadena L {ransgenica. Ademas de la exclusidn alelica observada, se
observé que estos hibridos usan en exceso los segmentos Vx 12/13
asociados con Jxs. En ratones control, transgénicos sélo para la cadena L
3H9, solo 6/25 hibridos no expresaron la cadena L endogena, los restantes
que si la expresaron mostraron la distribucion tipica en el uso de regiones

VkyJ.



Estudios posteriores en ratones 3HS que expresan solo la cadena H
transgénica mostraron que las células de bazo de estos animaies
expresaban receptores que perdieron la reactividad contra el DNAdc, a
pesar de que esta cadena H unida con varias cadenas L es capaz de unir
DNAdc. Por medio del analisis de hibridomas obtenidos a partir de células
de bazo de estos animales, se pudo determinar que los linfocitos B de estos
ratones utilizaron un repertorio muy limitado de genes Vx. La mayoria de los
hibridomas obtenidos de estos animales utilizaron Vk12/13 que' a su vez
rearreglaron con ciertas Jx en especial con Jx5. También se encontré que
en estas células se realizaron varios rearreglos en el mismo cromosoma lo
cual sugirid que esta es la razdn por la cual se favorecié el uso de ciertos
segmentos Jk. Esto permite suponer que varias uniones VJ producidas por
los rearreglos secundarios se encontraban en marco de lectura y que fueron
funcionales. Sin embargo, estc no se demostrd experimentalmente (66,87-
89). En ofro estudio, realizado en ratones que expresan diferentes
combinaciones de cadenas H con V411 anti-DNA, se encontraron resultados
similares a los arriba reportados (66). En estos animales no existe cadena
ligera transgénica por o que se piensa que el desarrollo de los linfocitos B
es normal y ya que la apoptosis de las células autorreactivas no explica el
uso favorecido de ciertos segmentos Jk. Estos resultados sugieren que las

celulas autorreactivas fueron rescatadas por medio de la recombinacion de

1g-x.
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4.3 Edicién de receptor en ratones a los que se les ha insertado el
transgene de lg en el locus especifico de Ig:

En los ratones transgénicos hasta ahora mencionados, el fransgene
ha sido incorporado al genoma del raton de manera aleatoria, es decir, no
se conoce la posicion del {ransgene. Sin embargo, en la actualidad existe la
posibilidad de insertar el transgene en una posicién definida; a este proceso
se le ha denominado “gene targeting” o insercion transgénica dirigida. Los
ratones con insercién de un transgene de autoanticuerpo en el Jocus de Ig
se crearon para simular lo mas posible una situacion natural y para probar el
reemplazo de Vy /n vivo. En teoria, la insercion dirigida de un fransgene en
su locus natural deberfa favorecer la edicidn de receptor ya que los
rearreglos secundarios en el alelo blanco pueden modificar 0 eliminar la
expresion del autoanticuerpo. En los ratones fransgénicos convencionales,
la supresidn de la expresion del transgene es muy ineficiente ya que los
fransgenes pueden esfar insertados en cromosomas que no son
potencialmente accesibles a la maquinaria de los rearreglos. Ademas en los
ratones con inserciones transgenicas dirigidas de la cadena H, conservan
las regiones D en el extremo %', las cuales normalmentie son eliminadas
durante la recombinacion VDJ. Estas regiones D son capaces de rearreglar
con los segmentos J remanenies en el transgene o con los heptameros
embebidos en la region Vy blanco. En los primeros estudios realizados en
este tipo de ratones, no se identificé a un heptamero embebido en la
secuencia Vy insertada. Sin embargo, en estudios posteriores se detectd la
presencia de rearreglos destructivos causados por la unién de segmentos D
en regiones similares al heptamero dentro del transgene (90). En otro
estudio, se encontrd una alta frecuencia de edicion por medio de las
regiones D, pero ademas se encontré reemplazo de VH a VDJ, lo cual

rescatd la funcion de la cadena H (91). Esto ya se habia predicho en
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frabajos previos realizados en lineas celulares (92,93). Estos dafos, junto
con las observaciones hechas en ofros ratones con inserciones dirigidas,
han verificado que los eventos de reemplazo en el locus 1g-H son frecuentes
en estos animales, e indican que los rearreglos son capaces de modificar la
especificidad /n vivo (94-97). Sin embargo, se sigue debatiendo acerca de la
frecuencia, especificidad e induccion de tolerancia inducidas por el
reemplazo de V4 (98).

Los analisis in vifro mostraron que el heptamero embebido en el
transgene es extremadamente ineficiente como blanco de recombinacion
V(D)J comparado con las RSS convencionales (99). La recombinaciéon Vy a
VDJ incluye casi siempre la adicién de segmenios N derivados de la
actividad de la enzima TdT, lo cual indica que la mayoria de los reemplazos
se llevan a cabo en el estadio pro-B, previo al rearreglo de la cadena L
(91,94,95). Esio sugeriria que la sefial tolerogénica no deriva del contacto
con la Ig de superficie en el caso del reemplazo Vy- VDJ. Para estudiar este
fenomeno, se utilizaron ratones con inserciones dirigidas de un transgene
para la cadena H y L. Chen y col. (100) coexpresaron los genes 3H9H/ k4
con especificidad contra DNA de cadena sencilla (DNAcs). En estos
ratones, la edicion de receptor ocurrié en los genes de la cadena L.
Ademas, se reportd que tanto los transgénicos convencionales como ios de
insercion dirigida 3H9H/Vx8 mostraron un uso exagerado de Vx12/13 junto
con el uso preferente de ciertos Jx. Estos resulfados sugieren que la
tolerancia inducida por la edicion de receptor se concenird en la cadena L y
gue este proceso puede ser inducido por moléculas tolerogénicas fuertes o
débiles, en este caso, representadas respectivamente por DNAdc y DNAcs
(100).

En otro estudio se utilizaron ratones 3-83 cuya especificidad de la
cadena k + H o bien solo de la cadena H es dirigida contra MHC H-2K* y H-

2KP® Estos ratones fueron generados por medio de inserciones dirigidas de
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los transgenes. Como control para el estudio se utilizaron 3-83x cruzados
con un ratén fransgénico H de especificidad irrelevante (101). En estos
ratones, la edicion de receptor se llevé a cabo principalmente en la cadena
L, vy fue mas activa en las células autoreactivas que en las que expresaban
un receptor inocuo. En los ratones con el trangene H+L. inocuo, la poblacion
de linfocitos preB pequefios (fraccion D de Hardy (41)) se encontraba
ausente, debido a una progresion acelerada en el desarrollo. Sin embargo,
en los ratones con receptores autorreactivos gue sufrieron de edicion de
receptor, este compartimiento celular se encontré bastante desarrollado, lo
cual sugiere que la edicion de receptor causd un retroceso de ig” a lg”en el
desarrolio de estas células. Esto se debe quizas a la frecuencia tan alta de
rearreglos secundarios no funcionales asociados con la inactivaciéon del
gene autorreactivo. En conjunto, estos estudios muestran que la edicion de
receptor es un mecanismo que permite rescatar eficieniemente células
autorreactivas, ya que en [a periferia, el nimero de linfocitos B se mantuvo
relativamente normal (196,197).

La edicion de receptor ocurre primordiaimente en linfocitos B
inmaduros y se centra principalmente en la cadena L, aunque se ha descrito
que también se puede presentar en ia cadena pesada (102). Las evidencias
experimentales que han dado indicios de esto es la ineficiente exclusion
alélica observada ya sea para la cadena L en unos modelos o bien en otros
para la cadena H. Las céiulas B inmaduras de méduia 0sea son sensibles a
la induccién de tolerancia por edicién de receptor. Sin embargo, conforme
van madurando, van perdiendo dicha sensibilidad y se van haciendo mas
sensibles a la apoptosis. Estas células pueden ser diferenciadas por
marcadores de superficie (103) y por su habilidad posterior de migrar al
bazo (104). Se ha podido realizar un analisis mas detaliado de las células B
susceptibles a 1a edicion de receptor gracias a que estas células pueden ser

expandidas selectivamente a partir de la médula ésea, utilizando IL-7 v
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siguiendo su desarrolio después de refirar dicha Interleucina (105,106). En
estos cultivos, el retiro de IL-7 es necesario para la expresidbn de la
recombinasa, posiblemente debido a que los eventos del ciclo celular en
células que proliferan suprimen la expresion de la recombinasa. La proteina
RAG-2 se degrada selectivamente en células que han entrado al ciclo
celular (107). Durante el retiro de la IL-7, mientras las células expresan
cantidades crecientes de g, la habilidad para responder a los retos
antigénicos por medio de la edicidén disminuye, mientras que la sensibilidad
a la apopiosis se incrementa concomitantemente. Después de esto, en
alglin momento de la maduracion, las células B fijan su receptor con el fin
de participar en una respuesta inmune. Esta inhabilidad de llevar a cabo la
edicion de receptor en respuesta a un antigeno soélo tiene sentido en el

coniexio del modelo general de seleccion clonal.

4.4 La contribucién de la edicion de receptor en la diversificacion del

repertorio:

Ademas de ser un mecanismo de tolerancia inmunoiogica, la edicion
de receptor pudiera tener otras ventajas biolégicas. La recombinacion V(D)J
es un fendmeno que esta lejos de ser aleatorio, ya que existen diferencias
dentro de las sefales de recombinacion de los diferentes grupos de
segmentios variables y de unidn, en las regiones promoloras y en la
proximidad de ciertos elementos de regulacion en c¢is que en conjunto
afectan la eficiencia de la recombinacion. Como resultado de esto, el
incremento en la representacidon de cierfos genes es comun y quizas
inevitable. De esta forma, los rearreglos secundarios y ofros rearreglos
pudieran participar de manera importante en promover un grado mayor de
aleatoriedad en el uso de los genes V y J que el generado por una sola

recombinacion (108).



4.5 La edicidon del receptor en linfocitos B maduros es denominada

revisién de receptor:

La habilidad de promover la diversificacion de los receptores en los
linfocitos B no se encuentra limitada a las células inmaduras; también ha
sido descrita en linfocitos B maduros en los centros germinales (109-113).
Los primeros indicios de que este fenomeno era posible provinieron de
celulas B maduras que, en la reaccion de los ceniros germinales o en
cultivos en condiciones especiales, fueron capaces de expresar RNAm de
RAG. El analisis histolégico de los bazos y nédulos linfaticos de los ratones
inmunizados indicaron que el tipo de célula que expresaba RAG in vivo era
el centrocito (109,110,114). El centrocito es una célula que no se divide pero
que ha proliferado recientemente en el centro germinal, que ademas es
seleccionada y mantiene una interaccion muy cercana con la red de células
dendriticas foliculares (115). El cultivo de linfocitos B de bazo con agonistas
de CD40 y con IL-4, probablemente imitando la interaccién con los linfocitos
T e induciendo el switch de Ig, fue capaz de inducir la expresion de los
genes RAG en estas celulas (112,114,115). A su vez, el tratamiento de
linfocitos B de bazo con LPS e IL-4 produjo el mismo efecto (109,114).

Estudios ulteriores sugirieron que fa IL-7 puede sustituir a la [L-4 vy
gue es in vivo, probablemente una citocina muy importante para la
expresion de RAG en los centrocitos, ya que anticuerpos anti- IL-7R aunque
permitieron la formacion de los centros germinales evitaron la expresion de
RAG (115).

Para distinguir entre los rearreglos secundarios de Ig en células
inmaduras y células maduras se acufno el término de “revision de receptor”
(110).



El paralelismo en los fendmenos observados en las células que
sufren revisién de receptor y células inmaduras apoyan la hipétesis de que
los hinfocitos B de centros germinales son capaces de reactivar programas
genéticos caracteristicos en células B menos maduras. A este concepto se
le ha denominado “neotenia” (110). La reprogramacién pudiera ser activada
por una mutacién letal en Vy o V.. Estas mutantes podrian ser muy
parecidas a las células pro-B o pre-B, u otros fenotipos en los cuales la
expresion de RAG pudiera ser activada. '

Las similitudes entre las células de la médula dsea y las células en los
centros germinales que expresan RAG, abren la posibilidad de que la
edicion de receptor observada en la periferia sea producto de celulas B
inmaduras gue han emigrado a este sitio. En estudios mas recientes, se ha
analizado la expresion de RAG utilizando ratones indicadores de la
expresién de esta enzima(200-202). Nussenzweig y cols., generaron un
ratén transgénico que contiene el gen de la proteina verde fluorescente
(GFP) en los elementos cis del gen RAG (200). En estos ratones, las células
B de la periferia que expresan GFP tienen un fenotipo de células que
recientemente arribaron de la médula ésea. Ademas al utilizar estimulos
que se relacionaron con la reexpresion de RAG jn vitro o in vivo, no fueron
capaces de activar la expresion de la GFP en estas células (200). Alt y col.,
introdujeron el gen de fa GFP en el locus de RAG-2 (201). Estos ratones
perdieron |a expresiéon de la GFP conforme las células B maduraron. Esto
se debe a que este gen es en parte regulado a traves de su estabilidad
proteinica. Después de la inmunizacion de estos ratones, se encontro la
generacién de centros germinales y [a expresion de RAG en células con
poca expresion de lg de superficie que no se sabe sin son tipicas del centro
germinal (201}. En otro estudio Sakaguchi y cols. (202}, introdujeron el gen
de la GFP en el locus de RAG-1 y estudiaron la expresion de la proteina en

linfocitos B-1 {en los cuales se ha reportado la expresion de RAG (118)). En
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estos ratones se encontrd que sblo el 1% de las células B-1 CD5*
expresaron RAG. No obstante, se encontrd también que un grupo de
linfocitos B B-2 aparentemente nuevo, expresé RAG. En conjunio estos
estudios sugieren que en la periferia son pocos los linfocitos que llevan a
cabo la recombinacion V(D)J y sugiere que las células que expresan RAG
en la periferia son fenotipicamente inmaduras.

Para reconciliar las evidencias estos estudios con los que muestran
revision en células llevando a cabo hipermutacion, debemos asumir que las
células B inmaduras pueden participar en la reaccion del centro germinal, o
bien que las células B que revisan su receptor son muy raras o dificiles de
detectar.

Ciertas caracteristicas de la revisién de receptor son paradéjicas. La
expresion de RAG en células B maduras se ha asociado fuertemente con la
muerte del linfocito B tanto in vivo como in vitro. Asi mismo, 1a expresion de
RAG se ha descrito en células que son fagocitadas por macréfagos
(109,114). El analisis hisiologico de los centros germinales ha revelado que
la expresidon de las proteinas RAG se localiza principalmente en el
citoplasma, y no tanto en el nucleo de las células (109,110). Los productos
de los genes RAG inducidos in vivo e in vitro fueron capaces de producir
cortes de DNAdc adyacentes a las sefiales de recombinaciéon (113) y Ia
expresion de nuevas cadenas L (112,113,116). La revisidon de receptor
podria dar como resultado uniones fuera de marco de lectura, induciendo la
muerte de las céluias Ig. Esto pudiera explicar por qué, otros estudios,
encontraron la expresion de RAG principaimente en células moribundas.

Uno de los aspectos mas intrigantes es que la fraccion celular que
expresa RAG expresa a su vez otros marcadores caracteristicos de
precursores de células B incluyendo la componentes de la cadena
surrogada (117), IL-7R {115), el marcador celular GL-7 (110) vy en células

humanas de centro germinal, la TdT (117). La reexpresion de los
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componenies de la cadena surrogada es particularmente interesante ya que
muchos eventos de edicion silencian iniciaimente la produccion de la
cadena L, por lo que es probable que la cadena L surrogada se utiliza para
unirse temporalmente a la cadena H. La expresion de los componentes de
la cadena surrogada ha sido observado también en centroblastos que
entran en el ciclo celular (117). Estas similitudes inesperadas sefialadas por
Han, Kelsoe y col. (110,111,115) entre células en la periferia en proceso de
revision del receptor y células inmaduras sugieren que muchos elementos
del desarrollo de linfocitos B son repetidos durante la respuesta inmune, o
bien qgue existe la presencia de una poblacién de células B inmaduras que
llegan a la periferia.

Existen otras diferencias en la expresion de la recombinasa en los
procesos de edicidn y revisién del receptor. En el microambiente de la
médula dsea, las células B inmaduras requieren unicamente de la union del
antigeno con el BCR para llevar a cabo la edicién de! receptor, mientras que
en células del centro germinal, diversos estimulos son capaces de inducir la
revision de receptor, aqui la estimulacion del BCR en estas condiciones,
bloquea la expresion de la recombinasa (116,117).

En un estudio la expresion in vivo de RAG se pudo determinar en un
grupo de centrocitos del centro germinal que fue definido como una
poblacion con baja expresion de CD45 y con uso subdptimo de genes para
el inmundgenc en cuestion (111). Por todos estos motivos, es poco
probable que se induzca tolerancia inmunologica por rearreglos de V(D)J en
las celulas de los centros germinales. La contribucidon mas importante de
este mecanismo seria la diversificacion del repertorio.

Weigert y col. identificaron una clona anti-DNAdc proveniente de un
raton MLR/Ipr la cual contenia inserciones dirigidas de transgenes Ly H que
codifican para un anticuerpo con especificidad anti-DNA. En esta clona, el

transgen L estaba altamente mutado y todos los miembros de la clona
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mostraron una mutacién que codifica para una sefial de paro de la
transcripcion, ta cual es letal. La clona expresé una segunda cadena L
proveniente del otro alelo x, que habia sufrido algunas mutaciones;
asumiendo que el rearreglo del nuevo gene x aparecié tiempo despueés de
la iniciacién de la mutacién somatica, estos resuliados implican que la
revision puede ocurrir en células que sufrieron hipermutacion y que la
edicidn puede ser estimulada especificamente por la pérdida de Ia
expresién del BCR (108). Otro estudio propone que la edicion de receptor
puede ocurrir en células B-1 de ratén (118), células que no se cree que
participen en la reaccion del centro germinal. Las células B de peritoneo
IgM*B220°2°, particularmente las provenienies de los ratones de la cepa
NZB son muy propensas a la autorreactividad, éstas mostraron la expresion
de RNAm y la presencia de cortes de DNA de doble cadena en las RSS de
los segmentos Jx. En ratones con inserciones dirigidas y funcionales de los
genes variables de H y L, se perdid el determinante de idiotipo en las
células B-1, lo cual es indicativo de edicion de receptor. La funcion de
dichas modificaciones no es clara y, como en el caso de las células B de los
centros germinales, tiene implicaciones importantes en la generacion de
autoanticuerpos. Es de suma importancia determinar las sefiales que
estimulan la edicién en celulas B-1.

En todos los estudios arriba mencionados (111-113,115,117,118) la
revision de receptor ocurrié en los genes de la cadena L. Un solo estudio dio
evidencia de que probablemente la revision del receptor ocurre en el locus
IgH (113). En este ultimo trabajo se observd que la revisidbn de receptor
operd a través de la recombinacion no fisioldgica D a VDJ, quedando
abierta la posibilidad de la recombinacion fisiolégica V a VDJ. Este modelo
representa una herramienta ideal para estudiar la contribucion de [a revision
del receptor a través del locus IgH, eventos que por cierto son

extremadamente raros en células B normales. Queda pendiente determinar
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si la revisidén del receptor en el focus H puede ocurrir mediante reemplazos
V a VDJ.

4.6 Posibles funciones de la revision del receptor:

La revisidbn del receptor podria ser ventajosa en diversas
circunstancias, dependiendo de la relacion temporal que guarde con otros
mecanismos de diversificacidn como la hipermutacion somatica y del linaje
celular en donde ocurre. La insercidon de mutaciones que introdujeran
codones de terminacidn en las secuencias de DNA seria abortiva, por lo que
fa revisidn de receptor podria rescatar a las células que sufren este proceso.
Alternativamente o adicionalmente, la revision del recepter podria preceder
a la mutacidn somatica. La revisidn después de la proliferacion celular,
producto del encuentro con el antigeno, podria permitir probar nuevas
combinaciones H + L que posiblemente serfan mejores que las ya
seleccionadas; a su vez, la revision en el alelo no expresado permitiria la
evolucién mas rapida de las clonas ya que se expresaria transitoriamente
una cadena L por inclusion alélica, lo cual permitiria a la célula probar una
cadena L mientras conserva la anterior. Posteriormente, la seleccion cional
en conjunto con la mutacion o la recombinacion podrian inactivar e} alelo
menos funcional, posibilidad que ha sido corroborada experimentalmente en
ratones transgénicos expresando multiples copias del transgene (119). La
revision de la cadena H podria ocurrir en el segundo alelo, esto podria
explicar los hallazges inesperados obtenidos en células B autcinmunes de
ratones transgénicos para la cadena H (120). Existen multiples evidencias
de que la revision de receptor ocurre antes, durante o después de la
mutacion somatica; no obstante, la frecuencia de la revisiébn de receptor

sigue siendo una pregunia sin respuesta (108).



4.7 Implicaciones y problemas del concepto de seleccién de receptor a

través de los rearreglos secundarios de Ig:

Se han propuesto dos hipotesis para explicar la manera en que el
repertorio de la respuesta inmune es regulado: La primera es a través de la
seleccién clonal que regula el crecimiento y muerte de la célula y la
segunda es la seleccion de receptor en donde la sefializacién a través del
receptor de Ig juega un papel importante en regular la modificacién o el
reemplazo de un receptor funcional. En este proceso de seleccion de
receptor participarian los rearreglos secundarios de Ig junto con la
hipermutacién somatica y ia conversion de genes (108).

Existe una gran controversia acerca de la contribucion fisiologica de
cada uno de estos mecanismos tanto en [a induccidn de tolerancia como en
inmunidad. Por ejemplo, en el ratdén existen cuatro regiones J funcionales
para la cadena x lo cual permitiria un maximo de ocho rearreglos y ofros
cuatro para %. En el humano existe un mayor namero tedrico de rearreglos
posibles para la cadena L. Sin embargo, las evidencias experimentales
muestran que los linfocitos B del repertorio preinmune han rearregiado solo
una de sus alelos x (121). Por otro lado, la mayoria de las células B de bazo
en los ratones usan Jx1 0 Jk2 en sus cadenas x funcionales (58).

Estos datos sugieren que la edicion de receptor no es frecuente en el
repertorio preinmune del ratén. Una posible explicacién de la ausencia de
ediciébn en células con cadena x, es que la mayoria de las celulas que
hubieran modificado su receptor, estarian representadas en la poblacion de
linfocitos B que expresan cadenas L A. En la mayoria de estas células se ha
demostrado la presencia de rearreglos en el locus k. De esta manera, es
posible imaginarse que la edicién de receptor seria més util para rescatar

combinaciones VDJy que son intrinsecamente propensas a la



autorreactividad, permitiéndoles participar en el repertorio al combinarse con
nuevas cadenas L.

Una critica general al concepto de edicion de receptor es que aungque
la edicién podria ser un mecanismo para mantener la tolerancia, ésta ocurre
en medio de un gran desperdicio celular en todos los niveles. Diariamente
se generan alrededor de 5X10° células B en la médula ésea de un ratén. No
obstante, sélo es necesario reemplazar alrededor de 10° células por dia
(122). Si el salvar células B en desarrollo es tan importante para necesitar
de un mecanismo como la edicion de receptor, entonces ¢jpor qué se
permite tanta extravagancia hematopoyética?. Es probable que la edicion de
receptor sirva para disminuir la gran pérdida diaria de células o permita
evitar la pérdida de ciertas especificidades poco representadas en el
repertorio, o también podria evitar la perdida de genes que rearreglan poco
y de esta forma compensar las preferencias de rearreglos en unos

segmentos durante el desarrollo de los linfocitos.



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La complejidad del proceso de reconocimientio y la heterogeneidad de
los receptores del linfocitc B y sus ligandos es enorme, por lo que el
repertoric debe ser regulado de manera muy estricta para evitar que se
produzca autoinmunidad y al mismo tiempo para producir una respuesta
eficiente contra los microorganismos. A pesar de que el repertorio tedrico de
lgs es muy extenso, solo muy pocas familias de genes ig son representadas
tanto en el repertorio disponible como en el repertorio Uil durante una
respuesta inmune, por lo que no se conoce cuanto del enorme reperiorio
tedrico es realmente necesario para producir inmunidad. Un ejempio de [a
regulacion sobre los receptores es el hecho de que el 95% del repertorio
disponible de anticuerpos del raton y de los humanos expresan cadenas L k
ya que el rearreglo de estas cadenas es favorecido durante la seleccidon de
receptores en la exclusion isotipica. Este fendmeno se mantiene durante la
respuesta inmune, por lo cual [a mayoria de los anticuerpos protectores
contra patogenos descritos hasta ahora expresan la cadena L x. Por todo lo
anterior, no se sabe si los anticuerpos gque expresan cadena L A son
capaces de realizar las mismas funciones que los L «.

Por otro lado, para la formacidn del repertorio util, en particular en la
formacién de anticuerpos protectores, se ha descrito ampliamente la
participacion de la recombinacion V(D)J. Sin embargo, la participacion de
otros procesos como los rearregios secundarios de Ig y ia hipermutacion
somatica en la generacion de anticuerpos protectores no ha sido estudiada,
pues estos mecanismos han sido analizados principaimente en los procesos
de induccion de tolerancia en linfocitos B autorreactivos y en la maduracion

de la afinidad de los anticuerpos.



IV HIPOTESIS

La capacidad para producir anticuerpos prolectores en ratones con el
reperiorio de 1gs moderada o severamente reducido, sigue siendo suficiente
para inducir inmunidad debido a que existen mecanismos alternos para la
generacion de la diversidad y funciones redundantes en los componentes
del sistema. Por lo tanto, en una situacidon en donde se carezca de
anticuerpos con cadena L k, los anticuerpos con cadena L ) serian capaces
de desempefiar las mismas funciones gue los anticuerpos con cadena L x.
Por otra parte, los mecanismos de rearreglos secundarios de lg y de
hipermutacion somatica serian capaces de diversificar el repertorio para la
produccién de anticuerpos conira multiples antigenos y anticuerpos

protectores contra diversos patdégenos.
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V. OBJETIVOS

a) General

Estudiar la contribucion de la cadena L A y de los rearreglos secundarios

de Ig en |la generacidn de anticuerpos protectores.

b) Particulares

Estudiar la supervivencia y capacidad de generar anticuerpos protectores
en ratones deficientes de la cadena L x infectados con los virus de la
estomatitis vesicular (VSV), linfocoriomeningitis linfocitica (LCMV) o
inmunizados con el virus de la poliomielitis humana (PV) o con porinas
de S. typhi.

Estudiar la supervivencia y la capacidad de generar anticuerpos
protectores en ratones “Quasimonoclonales” (QM) infectados con el

VSV, LCMV e inmunizados con PV, o con porinas de S. fyphi.

Analizar las secuencias nucleotidicas de los anticuerpos protectores
contra VSV generados en los ratones QM por medio de la expresidén de
cadenas simples de estos anticuerpos en fagos filamentosos, para de

esta forma identificar los mecanismos involucrados en su generacion.
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Vi. MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS

1. Ratones deficientes de la cadena L x (Cx"):

Se han generado varias cepas de ratones deficientes en la expresion
de la cadena Lk por medio del substitucion de la region JxCk (126), o bien
del elemento iEx (127,128), o de la region Cx (57) con el gene de la
resistencia a neomicina (neo’). Los ratones mutantes JxCx y los iEx no
rearreglan, eliminan o expresan el locus x, mientras que los ratones
mutantes en donde el elemento iEx es substituido por fox P son capaces de
rearreglar VkJk, aungue de manera reducida (129). La substitucién de Cx
con el gene neo’ elimina la produccion y la expresion de su;ﬁerﬁcie de x,
pero no evita los rearreglos de VxJk (57). Por ofro lado, la substitucion del
3Ex con la secuencia JoxP alterdo la relacidon x:A, disminuyendo la
preferencia de los rearreglos x versus A de manera significativa e inhibid
parcialmente la expresion del Jocus x en células B en reposo (130). La
substitucion del 3'iEx con el gen de neo’ causé un fenotipo similar, sin
embargo, se observo una disminucién mas pronunciada en la preferencia x
versus A, ya que la eliminacion del iEx tiene un efecto inhibidor de la
recombinacion Vx-J.

Todos los ratones deficientes de la cadena L x arriba descritos
tuvieron un desarrollo normal, sin alteraciones en las poblaciones de
linfocitos T. No obstante, el total de linfociios B se vio reducido en algunos
casos hasta un 50%. No se logré detectar la presencia de linfocitos B con
cadena L x en los ratones homocigotos, ya que estos ratones sélo tenian
linfocitos B con cadena A. Al ser comparados con los ratones control, los

heterocigotos mostraron un incremento del doble de linfocitos B con cadena



L &, mientras que los homocigotes tenian de 7 a 10 veces mas linfocitos B
con cadena A.

Estos resultados mostraron que los rearreglos de la cadena A pueden
ocurrir en ausencia de sefiales provenientes de la cadena k. Los ratones
deficientes de la cadena L x son un excelente modelo para investigar la
habilidad del limitado grupo de cadenas L A para interactuar con el
repertorio H en respuesta a diferentes antigenos y a infecciones. En el
presente estudio se utilizaron ratones a los que se les eliminé la region Ck
(57).

2. Ratones “Quasimonoclonales” (QM):

Los ratones QM (95) fueron generados por medio del reemplazo de
los elementos enddgenos Jy con la regidn de genes rearreglados Vi(D)Jy
17.2.25 aislados de un hibridoma con especificidad anti- (4-hydroxi-3-nitro-
fenil)acetilo (NP), mieniras que el otro alelo fue inactivado por medio de Ia
eliminacion de todos fos segmentos Jy. Adicionalmente, los raiones QM no
poseen cadena ligera x debido a que se cruzaron con los ratones
deficientes de esta cadena. De esta forma, la cadena pesada transgénica
solo se puede combinar con las cadenas ligeras A rearregladas. Cuando
gsta cadena pesada se combina con la cadena ligera A1, el anticuerpo
resultante tiene Gnicamente especificidad contra NP mieniras que la unién a
a2 daria especificidad anti-NP parcial ademas de otras. Estas
combinaciones hacen que el raton QM tenga un repertorio tedricamente
oligoclonal casi monoespecifico. Sin embargo, a pesar de esta
predisposicion genetica, el 20% de los linfocitos B periféricos de los ratones
QM no unen NP (131). En ausencia de inmunizacidon, se observaron

intermediarios de la reaccién de reemplazo de regiones Vy en linfocitos B de
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meédula ésea y de bazo de los ratones QM, ademas que se observaron
transcritos del gene RAG-1 en el bazo de estos (84). Debido a estas
caracteristicas, los ratones QM son un modelo muy util para estudiar la
contribucion de los rearreglos secundarios, en especial del mecanismo de
reemplazo de regiones Vy en la generacidn de una respuesta humoral
protectora.

Con el fin de estudiar la capacidad de generar anticuerpos proteciores
en una situacion donde el repertorio de inmunoglobulinas se encuentra
moderadamente o severamente comprometido y estudiar la contribucion de
los mecanismos de rearreglos secundarios en la generacion de anticuerpos
protectores, se infectaron o inmunizaron ratones Cx™ y QM con diferentes

virus y antigenos proteinicos y se evalué la respuesta inmune humoral.
3. El Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV):

El VSV es un virus de la familia Rhabdoviridae del género conocido
como vesiculovirus y esta relacionado al virus de la rabia. El VSV infecta
primordialmente a mamiferos. No obstante, algunos insectos y artrépodos
pueden ser infectados tambien por este patogeno. Existen dos especies o
serotipos de este virus denominados VSV Indiana (VSV-IND) y VSV New
Jersey (VSV-NJ). Estos virus ocasionan infecciones principalmente en
ganado bovino y porcino (132).

El VSV es un virus que tiene forma de bala de 180 nm de longitud por
75 nm de ancho y esta compuesto por un centro o nucleocapside (RNP) y
una bicapa membranal. La nucleocapside contiene RNA de cadena sencilla
antisentido (contiene 11,181 nucledtidos) fuertemente asociada con la
proteina mayor N (de 422 aminodacidos), las polimerasas menores Ly P. En
la membrana se asocian la glicoproteina G (VSV-G) que atraviesa la bicapa

y proteina periférica M, ia cual se adhiere a la superficie de la parte interna
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de la bicapa y une al nucleo de RNP. La membrana del VSV contiene
aproximadamente 1,200 moléculas de la glicoproteina G, las cuales forman
alrededor de 400 puntas triméricas rearregladas de forma altamente
organizada en la superficie viral. La proteina G es una proteina tipo |
clasica, contiene dos sitios en el dominio externo que se encuentran unidos
azlcares y la mayor parte se encuenira expuesta en la superficie viral (132).
Estas caracteristicas hacen que esta proteina induzca una respuesta
inmune humoral muy intensa (133,134).

En el modelo experimental del ratén, la infeccion con el VSV causa
paralisis progresiva que termina con la muerte del animal si no se cuenta
con anficuerpos neutralizantes, que son los encargados principales de
mediar la proteccion contra esta infeccion (135,136,146). La mayoria de los
anficuerpos neutralizantes, especificos contra VSV reconocen  sitios
inmunodominantes de fa VSV-G (137-139). La respuesta primaria de
anticuerpos esta constituida por IgM (dias 3-5) y se induce sin la
cooperacion de células T (140,141), mientras gque el cambic de isotipo
ocurre alrededor de los dias 6-8 y depende de la cooperacion de células T
(142).

4. El virus de la Coriomeningitis Linfocitica murina (LCMV):

El LCMV es un virus no citopatico de RNA de doble cadena, de la
familia Arenaviridae, y es un patdégeno natural del ratéon. El virus esta
formado por particulas envueltas esféricas de un diametro de 50-300nm. La
superficie del virus es lisa y presenta picos en forma de T compuestos de la
glicoproteina que se extienden de 7-10 nm sobre la envoltura (143). La
infeccién aguda por LCMV es controlada primordialmente por finfocitos T
citotdxicos a través de la perforina (144,145). La respuesta celular es

responsable de las manifestaciones clinicas y desarrolio de la enfermedad,
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ya que al destruir a las células infectadas se ocasiona a su vez la meningitis
(143). Inmediatamente después de la infeccion, alrededor del dia 8, se
produce una respuesta muy intensa de anticuerpos especificos contra la
nucleoproteina del LCMV, que no tiene capacidad de neutralizacion
(147,148). En etapas tardias de la infeccidn, entre los dias 30 vy 60, se
monta una respuesta de anticuerpos en contra de la glicoproteina del virus.
Estos anticuerpos son capaces de neutralizar al virus (149,150,151) y
participan de manera importante en la proteccion contra la reinfeccion. (152-
154). La infeccidon en el humano es raramente fatal y ocasiona fiebre,
mialgias, afecta al sistema nervioso central con presencia de virus en la
sangre e inmunopatologia similares a las ocasionadas por las fiebres
hemorragicas virales (VHF). Los pocos casos fatales han presentado una

enfermedad sistémica incontrolable muy parecida a la VHF(143).

5. Elvirus de la Poliomielitis humana (PV):

El PV es un virus citopatico de cadena positiva de acido ribonucléico
(RNA) perteneciente a la familia Picorrnaviridae, del género Enterovirus. El
virion es de forma icosahédrica con un diametro de aproximadamente 30.5
nm. EL PV infecta a humanos especificamente, causando entidades clinicas
variables en donde las formas mas graves producen paralisis y muerte. El
PV infecta células de la nasofaringe y del intestino, de donde se propaga,
mientras que las formas que causan la paralisis tienen un tropismo muy
especifico por las células de las astas anteriores de la medula espinal. Ll
virus entra a las células por medio de un receptor especifico (PVR) que
esta constituido por tres dominios tipo Ig y se encuentra codificado en el
cromosoma 19. La superficie viral contiene 4 proieinas ordenadas
regularmente (VP1-4), contra de las cuales se dirigen los anticuerpos

neutralizantes (155). En los ratones BALB/c, el PV induce una respuesta



temprana de anticuerpos IgM de tipo timo-independiente, seguida por una
respuesta de 1gG timo dependiente (156). En el presente estudio, se utilizé
como antigeno la vacuna de virus inactivado de Salk. Esta vacuna esta
hecha de una mezcla de los tres poliovirus: Mahoney tipo 1, MEF1 tipo 2 y
Saukett tipo 3 en una proporcidn 1:2:1 respectivamente. Los virus son
cultivados in vifro en células de rifidbn de mono verde africano de cultivo
secundario o terciario (rifiones de monos sanos libres del virus de simio 40
(SV40)) o de la linea celular Vero (del mismo origen). Los virus se
obtenienen del sobrenadante del cultivo celular y son inactivados con
formalina (157)

6. Las porinas de Salmonella typhi:

Salmonella entérica serovar typhi es el agente causal de la fiebre
tifoidea, esta es una enfermedad aguda y generalizada del sistema reticulo-
endotelial, tejido linfoide intestinal y vesicula biliar que se adquiere por la
ingestion de alimenios o agua contaminados con la bacteria (158,159,160).
Actualmente existen en el mercado algunas vacunas contra la fiebre
tifoidea. Estas vacunas son poco eficientes para conferir una inmunidad
duradera y poseen efectos colaterales (161-169). La respuesta inmune
humoral y celular son importantes para la proteccién (161). La respuesta de
anticuerpos en humanos se dirige principalmente contra antigenos de [a
superficie de la bacteria como lo son el lipopolisacéarido (LPS), el flagelo y
las proteinas de la membrana exierna (PME) en especial contra las porinas
(170,171). Las porinas de S. typhi fueron purificadas de la bacteria por
diversos métodos y su participacion en el efecto protector se evaludé en
ratones NIH (172,173). Las porinas fueron capaces de inducir una
proteccion del 90% contra el reto de hasta 500 DLy de S. typhi (173). La

transferencia pasiva de los anticuerpos anti-porinas fue también capaz de

'y
IJ)



inducir proteccion contra S. typhi y de inducir proteccion cruzada contra S.
typhimurium. También se demostré que estas proteinas son el blanco no
solo de los anticuerpos sino también de los linfocitos T de humanos que se

recuperan de la enfermedad y de individuos vacunados (171,174).

En conjunto, estos virus y antigenos bacterianos se utilizaron como
modelos experimentaies para esfudiar jos mecanismos moleculares
responsables de la generacion de anticuerpos protectores en ratones con
un repertorio reducido de inmunoglobulinas, en este caso, los ratones Cx™" y
QM.
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VI. MATERIALES Y METODOS.
1. Ratones y Virus:

La generacion de los ratones QM (95) y Ck™ (57) ha sido descrita
previamente. Los ratones C57BL/6 fueron proporcionados por el Institut far
Labortierkunde, de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Zurich, Zurich (Suiza). Los experimentos se desarroliaron con ratones de la
misma edad y sexo mantenidos en condiciones libres de patdgenos
especificos (SPF). Los animales utilizados tenian una edad entre 8 a 16
semanas.

VSV-IND. (virus de la estomatitis vesicular serotipo indiana aislado de
Summers) fue obtenido originalmente de D. Kolakofsky (Unfversidad de
Ginebra, Suiza), y fue crecido en células BHK, en medio MEM
complementado con 5% de suero fetal bovino hasta que el stock viral llegd a
contar con 10° unidades formadoras de placa (PFU) por mililitro. El virus de
la Poliomielitis (PV) con los serotipos |, Il y Il fue proporcionado por el
Instituto Suizo de Sueros y Vacunas (Berna, Suiza). Ei virus de la
cariomeningitis linfocitica (LCMV-WE) fue proporcionado por F. Lehmann-
Grube (Heinrich Pette Institute fiir Experimentelle Virologie und
Immunologie, Universidad de Hamburgo, Hamburgo, Alemania). Ei virus fue
crecido en células L-929 por 48 horas en medio MEM suplementado con 5%
de FCS después de la infeccion inicial con 0.01 unidades de multiplicidad de

infeccion.
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2. Inmunizaciones:

Los ratones fueron inmunizados por via intravenosa el dia 0 con una
dosis estandar de 2X10° unidades formadoras de placa (PFU) del VSV-IND
o con 200 PFU de LCMV-WE como se indica en las gréaficas. Para los
experimentos con PV se inocularon 0.5 mi de la vacuna de Salk (1567) (con
un contenido de 30 unidades de contenido minimo (mini) de antigeno D tipo
U 1, 8 mini de antigeno D tipo U 2.. 24 mini de antigeno D tipo U 3, en
fenoxi-etanot) proveniente de Poliomielitis-Impstoff Berna, dei instituto Suizo
de Sueros y Vacunas. Esta se inoculd por via intravenosa los dias 0 y 14.

a inmunizacién con porinas se llevd acabo por via intraperitonial
utilizando una mezcla de porinas de S. fyphi obtenidas por el método de
Nikaido (175) resuspendidas en solucion balanceada de fosfétos (PBS) y
emuisificadas en adyuvante incompleto de Freund (IFA).

En todos los casos, las muestras de sangre fueron obtenidas de la

cavidad retro-orbital de los ratones ios dias indicados en las graficas.
3. Ensayos de Neutralizacion para el VSVy PV:

Se mezclan diluciones seriadas 1.2 de las muestras de suero
(previamente diluidas 1:40) con un volumen igual de una solucién con el
VSV o el PV (serotipo 1) a una concentracion de 500 PFU/mL, la mezcla se
incubé por 90 min a 37° C en una atmosfera con 5% de CO.. Se
transfirieron 100 L de la mezcla a una placa con una monocapa de células
Vero y las placas se incubaron por 37° C 1 H. A la monocapa con el virus se
le adicionaron 100 uL medio DMEM con 1% de Metil-celulosa. Las placas se
incubaron durante 24 H. (hasta 48 H para el caso del PV) a 37° C. Después
de la incubacion, se removid el sobrenadante de las placas por decantacion

vigorosa y la monocapa de células se tifiid con una mezcla de 0.5% de
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cristal violeta disueltc en 5% de formaldehido, 50% de etanol, v 4.25% de
NaCl. La dilucidn que mostré reduccién a la mitad en el nimero de placas
totales se toma como el titulo (176). Para determinar los titulos de IgG, el
suero no difuido se tratd con un volumen igual de una solucién de 0.1 M de
2-Mercaptoetanol en medic MEM 1H, a temperatura ambiente para realizar
la reduccion de la IgM. Después de la reduccion, la mezcla de reaccién se
sometid a calentamiento en bafio Maria 58° C, durante 30 min. Las

muestras se utilizaron de ia misma forma que las muestras sin reducir.
4. Ensayo de Neutralizacion para el LCMV:

Es un ensayo de reduccién de focos infecciosos. El ensayo de
neutralizacion se lleva a cabo in vitro como se ha descrito ‘previamente
(177). En restmen, se incuban diluciones 1:2 seriadas de una muestra de
suero previamente diluida 10 veces con LCMV, 90 min, a 37°C en placas
de 96 pozos. A esta mezcla se le adicionaron fibroblastos de ratdén de la
finea MC57 G, y se incubd por 4 H para dejar que las células se
sedimentaran en el fondo de la placa y sean infeciadas por el virus no
neutralizado. A ios pozos se les adiciond una mezcla de 1% de metil-
celulosa en DMEM. Después de 48 H, la monocapa de células se fijé con
formalina al 4% vy los focos infecciosos se detectaron por medio de tincién
intracelular para el LCMV. Para esto se utilizo un anticuerpo monoclonal de
rata anti-LCMV denominado V-4 (177). Para determinar los titulos tofales
de anticuerpos anti-LCMV se utilizd suero total, mientras que para
determinar los titulos de IgG, el suero se redujo por medio de la adicion de
2-Mercaptoetanol a una concentracion final de 0.05 M por 1H. Todas las
muestras de suero se inactivaron a 56° C por 30 min con el fin de eliminar el

complemento.
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5. Deteccién de Anticuerpos por medijo de ELISA;

Para detectar anticuerpos especificos contra la nucleoproteina del
LCMV, se recubrieron placas de 96 pozos con nucleoproteina obtenida a
través de un sistema de baculovirus (149,178). Las placas fueron incubadas
a 4° C toda la noche, después se lavaron 3-5 veces con PBS 0.05% Tween
20, y se bloquearon con 1% de BSA en PBS por 2-3 H a temperatura
ambiente. El suero fue diluido con PBS con 0.1 % de BSA y se adiciond a
las placas. La mezcia se incubd por 80 min a temperatura ambiente. Al final
de la incubacidn, las placas se lavaron con la soiucién de lavado y después
se adiciond un anticuerpo de cabra anti-raton (I9G o sus isotipos) marcado
con peroxidasa de rabano (1:1000, Zymed laboratories).

Las placas se incubaron 1 H y la reaccién se reveld por rﬁedio de una
solucion de 0.04 mM de ABTS (Boehringer Mannheim) en NaH2 PQO4 0.1 M,
pH 4.0, 0.01% H,0,. La densidad o6ptica se midié a 405 nm, usando un
lector de placas (BioRad modelo 3555). Los titulos fueron determinados
tomando como valor de. 1 titulo el promedio de las absorbancia de los
controles negativos multiplicado por tres. Para medir los titulos de los
diferentes isotipos de 1gG contra el V8V, las placas de ELISA fueron
recubiertas con 10 ug/mlL de VSV-IND precipitado con polietilengticol y el
ensayo se realizb como se describid arriba. Para el caso de los anticuerpos
anti-porinas, las placas fueron recubiertas con porinas de S. fyph/i a una

concentracion de 10 pg/mL de la proteina.

6. Expresion de fracciones variables de anticuerpos (Fv) en fagos

filamentosos:

Pare estudiar el origen y los mecanismos involucrados en la

produccién de anticuerpos anti-VSV en los ratones QM es necesario
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determinar las secuencias de las regiones Vy de estos. Existen diversas
formas para realizar esto: una opcidn es aislar anticuerpes monoclonales
antes de la infeccidn y después de la infeccidbn durante la respuesta
primaria, secundaria y de memoria. Obtener el DNA de las clonas, amplificar
y secuenciar las regiones Vy para comparar las diferentes secuencias.
Debido a gue conocemos la secuencia original de los anticuerpos antes de
fa infeccion, es posible determinar cuales fueron los cambios ocurridos en la
secuencias Vy de los anticuerpos producidos contra el VSV en los ratones
QM. Este proceso es largo y muy laborioso, sin embargo, permitiria estudiar
otras caracteristicas de dichos anticuerpos.

Por otro lado se cuenta con el sistema de expresion de las fracciones
variables de los anticuerpos en fagos filamentosos. Esta técnica permite un
analisis mas rapido de las secuencias Vy de los anticuerpos de los ratones
QM en este caso, antes y después de la infeccién con VSV. De esta forma
se pueden esfudiar los procesos involucrados en la generacidon de estos
anticuerpos. Esta tecnologia se describe a continuacion.

E| primer paso es generar una biblicieca gendmica a partir delf RNAmM
obtenido de los bazos de los ratones antes y después de la infeccion con el
VSV. La biblicteca fue construida siguiendo los procedimientos descritos
previamente (179). En resumen, el RNA mensajera se obtuvo de 107 células
de bazo usando el kit de "QuickPrep” para purificacion de mRNA
(Amersham-Pharmacia Biotech). EI mRNA se sometié a la accion de fa
transcriptasa reversa usando una mezcla de iniciadores hexaméricos
aleatorios de acuerdo a las especificaciones del fabricante (sintesis de la
primera hebra por medio de RT-PCR, Amersham Life Science). La regidn
variable de la cadena pesada (Vy) se amplifico usando una mezcla de
iniciadores degenerados denominados primers Vyback y primers Vyfor.
Mientras que la region variable de la cadena ligera (V) se amplificé usando

los iniciadores especificos para la cadena lambda LBA y LFA como se
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describid anteriormente (179). Los productos de PCR correspondientes a Vy
y V. se purificaron y ensambilaron usando una PCR de traslape y extensién
para adquirir una configuracion de cadena sencilla Fv (scFv). La cadena
completa de scFv se purificé del gel, se digirid6 con la enzima Sfil y
posteriormente se ligd en el vector de expresidén pAK100 (donado por el Dr.
Andreas Pluckthum, Universidad de Zurich-Irchel, Zurch, Suiza).

la mezcla de ligacion se electropord en  bacterias
electrocompetentes XL1-Blue (Stratagene, Inc). Las colonias se recuperaron
de la placa v las que expresaron las scFv fueron rescatadas a través de la
infeccion con el fago de ayuda VCS-M13 (Stratagene, Inc.). Las particulas
de fagos se precipitaron dos veces con PEG y se resuspendieron con PBS.

Los fagos capaces de reconocer al VSV se seleccionaron por medio
de tubos recubiertos con 100 ug/mL del virus precipitadb con PEG
(Maxisorp, Nunc). Los fagos se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente en los tubos. Los tubos se bloquearon con leche descremada al
4% disuelta en PBS y se lavaron 20 veces con PBS-tween 0.1%. Los fagos
gue se Unieron al tubo se separaron utilizando una solucién de 0.1M de
glicina/HCl, pH 2.2, duranie 10 min. Inmediatamente después se
neutralizaron con una solucidon 2M de Tris/HCI, pH 8.5, Los fagos
recuperados se ufilizaron para infectar células XL1-Blue que fueron
nuevamente plaqueadas y sometidas a un segundo proceso de purificacion-
seleccion. Los fagos obtenidos fueron analizados por medio de ELISA.

Las colonias aisladas de la segunda purificacion fueron crecidas en
placas de 96 pozos y rescatadas con el fago de ayuda VCS-M13. Después
de incubar durante toda la noche, se adicionaron 100 L del sobrenadante
conteniendo al fago, a las placas recubiertas con el VSV (10pug/mL) y se
incubd por 90 min. Las placas fueron lavadas 5 veces con PBS 0.1 % de
Tween y después se les adicioné el anticuerpo anti-fago M13 marcado con

peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech) las placa se incubaron durante
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90 min, después, se lavaron nuevamenie 5 veces y se revelaron con O-
fenilendiamina (Sigma) y H.O,. La reaccion se detuvo adicionando HCI 1 N,

y la absorbancia se ley6 a 490 nm usando el equipo arriba mencionado.
7. Cepas bacterianas:

Se empled la cepa Salmonella typhi 9,12 Viid aislada de un paciente
con fiebre tifoidea, tipificada por el Institufo Nacional de Diagnostico y

Referencia Epidemioldgicos de México (INDRE).
8. Cultivo de bacterias:

Salmonella typhi fue cultivada en medio minimo "A" (KH2P04 3 oh,
KoHPO, 7 gfi, Citrato de Sodio 0.5 g/l, (NH,;).S0,4 1 g/, MgSO, 1 g/} durante
16-18 H en cultivo estacionario y posteriormentie se ftransfirid la semilla a
garrafones de 4 L los cuales se cultivaron en agitacion durante 8 H (fase de
crecimiento logaritmico) a 37°C y 200 rpm (New Brunswick Scientific Co.) en
medio minimo A complementado con 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de
glucosa. Posteriormente, las bacterias se cosecharon por centrifugacion a
1650 x g durante 15 min a 4°C. El sedimento que contiene a las bacterias fue
resuspendido en amortiguador de HEPES 0.01 M pH 7.4, conservandose a
-20°C hasta su uso (173,130).

9. Obtencion de las porinas:

La obtencion de las porinas se efectud empleando el método descrito
por Nikaido (175). Las bacterias cosechadas en la fase de crecimiento
logaritmico se ajustaron a una densidad optica de 1.0 a 660 nm,

posteriormente se rompieron por sonicacion (Lab line Ultratrip Labsonic
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system sonicator) por periodos de dos minufos en bafio de hielo hasta
disminuir la densidad optica a 0.3. Seguido de la eliminacion de las
bacterias enteras por centrifugacion a 7000 x g/15 min. La envoltura celular
se concentrd por ultracentrifugacion a 100 000 x g / 30 min. a 20°C, ésta se
homogenizo6 en Tris 10 mM, pH 7.7 adicionado de SDS al 2% y se incub6 30
min. a 32°C. Posteriormente, se ultracentrifugd y el sedimento se sometio a
una segunda solubilizacidn en las condiciones descritas anteriormente. El
sedimento de este segundo proceso, contiene la peptidoglicana de donde
se exirajeron las proteinas unidas a ella con amortiguador de Nikaido (Tris
50 mM, pH 7.7, SDS al 2%, EDTA 5 mM, NaCl 0.4 M y B-mercaptoetano! al
0.05%). Después de un periodo de incubacion de 2 H a 37°C, la muestras
fueron uliracentrifugadas a 100 000 x g / 30 min. a 25°C y el scbrenadante
se pasd a través de una columna de Sephacryl S-200 (80 cm x 2.6 cm,
Pharmacia Chemical Co.) con una velocidad de flujo de 4 mi/H. Se
recupero {a fraccion gue sale inmediatamente después del volumen vacio, a

través del monitoreo por absorbancia a 280 nm.

10. Electroforesis en geles de poliacrilamida:

La electroforesis se realizd de acuerdo a la técnica descrita por
L.aemmii (181). Se utiliz6é dodecil sulfato de sodio en condiciones reductoras y
un sistema amortiguador discontinuo. La prueba se realizd en una unidad de
electroforesis vertical (LKB Instruments, Inc., Rockville, MD.). El gel
introductor se prepard a una concentracion final de 5% de acrilamida, 0.13%
de bis acrilamida, 0.1% de SDS disugltos en Tris-HCI 0.125 M a pH 6.8. El
gel separador se prepard con 11.2% de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida,
0.19% de SDS disuelfos en Tris-HCl 0.35 M a pH 8.8. El corrimienio

electroforético se llevd a cabo empleando 30 mA por placa y como




amortiguador de corrimiento Tris-HC! 0.025 M, glicina 0.192 M pH 8.3, SDS
0.1%.

14. Cuantificacion de proteinas:
La cuantificacion del contenido proteinico en el extracto final de la purificacion

de las porinas se realizd de acuerdo al méfodo de Lowry (182), se uilizd

albimina sérica bovina como proteina de referencia (Sigma).




VIil. RESULTADOS

1. La cadena ligera A puede sustituir funcionalmente a la cadena x para

la formacién de anticuerpos protectores:

Los ratones deficientes de la cadena x tienen el fondo genético de los
ratones C57BL/6 y presentan anticuerpos con cadena ligera A Unicamente.
Por lo tanto, tedricamente su repertorio de Ig se encuentra reducido unas
100 veces. En general los ratones singénicos adultos y no inmunizados
presentan una proporcion de anticuerpos k/A de 95:5 (57); asi mismo en los
ratones C57BL/B, el 95% de los anticuerpos que se producen contra
patdégenos como VSV, LCMV utilizan 1a cadena ligera x (146). Los ratones
deficientes de la cadena x no presentan anormalidades fisicas aparentes ni
anormalidades en la arquitectura esplénica. Estos ratones mostraron una
respuesta inmune humoral comparable a los controles C57BL/6, al ser
inmunizados con: a) antigenos timo-independientes tipo | (TI-1) como Io son
el VSV y VSV inactivado con luz ultravioleta (U.V.) {(133,134) Fig. 1. b)
antigenos timo-independiente fipo 1l (T1-2) como lo son fa VSV-G expresada
en células de insecto a través del sistema de Baculovirus (Bac VSV-G) o en
vaccinia como antigeno recombinante (Vacc-VSV-G). Fig. 2. y c) antigenos
timo-dependientes como porinas de S. typhi (Fig. 3) o LCMV vivo (Fig. 4).

Sin embargo, en los ratones Cx” se observé que la produccion de
anticuerpos ligeramente retrasada respecto a los controles, en particular los

anticuerpos de clase 1gG.
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Fig. 1. Induccién de anticuerpos neufralizantes contra el VSV en ratones CK™*y
C57 BL/S. Los ratones fueron infectados iv. con 2 X 10° pfu de VSV-IND o
inmunizados i.v. con 2 X 107 pfu de VSV-UV_ A los tiempos indicados, se tomaron

muestras de sangre de la cavidad retroorbital de los ratones y se determiné el

titulo de anticuerpos neutralizantes por medio del ensayo de neutralizacion in vitro.

Cada grupo consistié en tres ratones. tig: anticuerpos totales.
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Fig. 2. Induccion de anticuerpos neutralizantes contra el VSV en ratones CK™y

C57BL/6 inmunizades con antigenos timo independientes tipo I, Los ratones

fueron inmunizados i v con 5 ug de Baculo-C o infectados 1v. con 2 X 10° pfu de

Vaccina-G A los tiempos indicados se tomaron muestras de sangre de la cavidad

retroorbital de los ratones y se determind el titulo de anticuerpos neutralizantes por

medio del ensayo de neutralizacion in vitro, cada grupo consisti® en tres ratones.

tlg: anticuerpos totales.
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Fig 3. Respuesta de anticuerpos anti-porinas de S. fyphi en ratones Ck™ y
C56BL/8 Grupos de tres ratones fueron inmunizados i.p. con 6 pg de porinas de
S. typhi en adyuvanie incompieto de Freund (IFA). Una segunda dosis de 10 ug de
porinas en {FA fue administrada {.p. 15 dias después de la primera inmunizacion.
La respuesta de anticuerpos fue monitoreada durante 40 dias. Cada punto
representa el promedio de los valores obtenidos de cada ratén. ‘
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Fig. 4. Respuesta de anticuerpos anti- LCMV-NP en ratones Ck™ y C57BL/6.
Grupos de tres ratones fueron infectados con 10° PFU de LCMV WE. Los titulos
de anticuerpos fueron determinados en el suero de los ratones por medio de la
tecnica de ELISA, en los tiempos indicadoes en la grafica. Cada punio representa el

promedio de los valores obtenidos de los tres ratones.
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Estos resultados muestran que la cadena x, a pesar de ser dominante
en los ratones de tipo silvestre, puede ser substituida por la cadena 2 para
formar anticuerpos proteciores. Los anticuerpos protectores con cadena A
fueron producidos en canfidades similares y mostraron la misma capacidad
protectora que los anticuerpos que usan la cadena x. La reduccién en el
repertorio tedrico de Ig en estos ratones sélo afectd ligeramente la cinética
de aparicion de los anticuerpos. Non obstante, en términos ger{erales, la
respuesta de anticuerpos. no fue afectada durante las infecciones y los retos
antigénicos empleados (Fig. 1-4).

2. Los Rearreglos secundarios e hipermutaciéon somatica de los genes
de las inmunoglobulinas como mecanismos de generacién de

diversidad de anticuerpos e inmunidad protectora.

2.1 Produccién de anticuerpos neutralizantes contra VSV en ratones
QM:

Con el fin de estudiar la capacidad de generacion de anticuerpos
protectores en modelos con un repertorio de Ig altamente limitado se
utilizaron los ratones QM (95). A pesar de que el repertorio tedrico primario
de células B en los ratones QM es monoespecifico, el 20% de los linfocitos
B periféricos de estos ratones no reconocen NP (131). Este repertorio
oligoclonal de anticuerpos representa un excelente modelo para el estudio
de los mecanismos de generacion de diversidad de anticuerpos en contra
de agentes infecciosos.

Los ratones QM se infectaron con el VSV, ya que esta infeccion es
controlada principalmente por anticuerpos neutralizantes. De no estar
presentes estos anticuerpos, la infeccion viral causa la muerte de los

ratones por medic de una paralisis progresiva. Por lo tanto, la infeccion del
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VSV ejerce una gran presidn selectiva para la formacién de anticuerpos
neutralizantes y es un buen modelo para el analisis de la respuesta humoral
en ratones que poseen un repertorio oligoclonal .

En los ratones QM el 80% de los anticuerpos tienen especificidad
anti-NP, por lo que cuentan con un repertorio de anticuerpos altamente
reducido. Sin embargo, estos ratones fueron capaces de sobrevivir a la
infeccion por VSV y montar una respuesta de anticuerpos neutralizantes
suficiente para controlar al virus, aunque ia cinética de produccion de estos
anticuerpos fue considerablemente mas lenta que en los ratones C57BL/6
utilizados como controles (Fig. 5). Las inmunoglobulinas totales anti-VSV se
empezaron a detectar a los 4 dias post-infeccion. No obstante, los titulos
fueron aproximadamente 30 veces inferiores que los encontrados en los
controles. En los ratones QM se detectd el cambio de IgM a IgG 6 dias
después que en los ratones control. Los titulos de anticuerpos IgG en los
ratones QM fueron similares a los de los controles alrededor del dia 40 post-
infeccién, y se mantuvieron elevados durante los 150 dias que durd el
periodo de observacion (Fig. 5). A pesar del retraso en la cinética de
aparicion de los anticuerpos neutralizantes, los ratones QM fueron capaces
de confrolar la infeccién viral y sobrevivieron. Sin embargo, la dosis letal
media (DLs) fue 10 veces menor para los ratones QM (2X10° PFU)
mientras que para los ratones C57BL/6 fue de 2X10° PFU (datos no

mostrados).
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Fig. §. Produccion de anticuerpos neutralizantes contra el VSV en ratones QM.
Grupos de tres ratones fueron infectados i.v. con 2X10° PFU de VSV. Muesiras de
sangre fueron tomadas de la cavidad retroorbital de los ratones en los tiempos
indicados. La presencia de anticuerpos neutralizantes fue determinada por medio
de un ensayo de neutralizacidn in vitro. tig: anticuerpos totales. Cada punto
representa el promedio de los titulos de los tres ratones.

Los isotipos de 1gG que predominaron en ios ratones QM después de
la infeccidén con VSV fueron IgG2a e 1gG2b (Fig. 6). De manera similar, los
ratones QM no inmunizados mostraron mayores tituios de anticuerpos de
estos isotipos lo cual indicaria una cierta tendencia hacia una respuesta Th1

en estos ratones (25).
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Fig. 6. Cinética de expresion de los Isotipos de igG producidos en los ratones QM
después de la infeccion con VSV, El suero de los ratones QM infectados con VSV
fue analizado a los tiempos indicados en la grafica Los titulos de los diferentes
isotipos de 1gG fueron determinados por medic de ELISA. Cada punto representa
el promedio obienido de tres ratones. El valor de un titulo corresponde al valor de

3 veces el valor promedio de los controles negativos.

El retraso en la cinétlica de aparicion de los anticuerpos neutralizantes
en los ratones QM, se debe quiza a la ausencia de cadena x; como se
observo en los ratones Cx™. Este retraso en la aparicion de los anticuerpos
neutiralizantes, podria atribuirse a su vez al tiempo que requiere un pequefio
nimero de células B precursoras anti-VSV para expandirse y producir la
cantidad suficiente de anticuerpos en el suero que permita su deteccion en
el ensayo de neutralizacion.

Se ha reportado previamente que la cantidad de anticuerpos séricos

de clase IgG1 disminuyd de un 13.1% en ratones QM de 4-5 semanas de
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edad a 2.8 % en ratones de 20-24 semanas. Estos datos apoyan la idea de
que las células B de estos ratones modifican su receptor conforme el ratén
va envejeciendo (131). Este fenomeno podria inducir, duranie el
envejecimiento de los ratones QM, un incremento en la cantidad de
precursores contra el VSV, y por lo tanio se podria esperar en ratones QM
viejos una cinética de produccién de anticuerpos neutralizantes mas
acelerada que en ratones QM jévenes.

Para responder a esias interrogantes, ratones QM y C57BL/6 de 4, 9
y de 56 semanas fueron infectados con VSV y se determiné la cinética de
produccion de los anticuerpos neutralizantes. Los resultados nos mostraron
que los ratones QM tanto jévenes como viejos responden contra el VSV
utilizando la misma cinetica de produccion de anticuerpos (Fig. 7).

Estos resultados sugieren que no hay correlacion directa entre el
incremento de células que no expresan la inmunoglobulina con
especificidad contra NP (idictipo negativo) en los ratones QM adultos con un

posible incremento en los precursores con especificidad contra el VSV.

§. 7 A —aA -+ QM de 56 semanas tig
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Fig. 7. Respuesta de anticuerpos neutralizantes contra el V8V en ratones QM
jovenes vs viejos. Grupos de tres ratones fueren infectados Lv. con 2 X% 10° PFU
de VSV-IND. Las edades de los ratones M fueron de Sy 56 semanas, meniras
que para los C57BL/6 fue de 8 semanas {no se han observadoe diferencias
considerables en la cinética de produccion de anticuerpos neutralizantes en
ratones de diferentes edades de esta cepa). La cinética de produccion de
anticuerpos neutralizantes fue similar en ratones QM de 4 semanas de edad
(resultacos no mostrados). El titulo de anticuerpos neutralizantes fue determinado
en el suero de ios ratones por medio de un ensayo de neutralizacion in vifro tlg: Ig
totales.
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2.2 Analisis de las regiones V;; de los anticuerpos anti-VSV

provenientes de los ratones QM:

Con el fin de analizar las secuencias de la region V de los anticuerpos
contra el VSV producidos por los ratones QM, se utilizé la fécnica de
expresion de bibliotecas de cDNA utilizando fagos filamentosos. Se
obtuvieron mRNA de bazos de ratones QM sin infectar e infectados una o
dos veces con V3SV. En las pruebas de ELISA que se utilizaron para
monitorear la presencia de fagos especificos para VSV se encontré que el
37% de los fagos aislados en la biblioteca hecha con el RNAmM obtenido de
los bazos de los ratones no infectados reconocieron al VSV, mientras-que,
para los ratones con una o dos infecciones el 57% de los fagos aislados
reconocieron al virus. Estos resultados nhos indican que, ‘previo a la
infeccion, ya existian clonas contra el VSV en los ratones QM a pesar de
que en el suero de éstos no se encentrd ningun titulo de anticuerpos anti-
VSV. las clonas especificas conira el virus se concentraron y se
precipitaron con PEG y se probé su potencial de union al virus en un
segundo ELISA. Los fagos que expresan la region V en forma de cadenas
simples (sckv) con las especificidades anti-VSV mostraron una capacidad
de union especifica y dosis dependiente contra el VSV (Fig.8a). A su vez,
las moléculas producidas por estas clonas fueron capaces de neutralizar al
virus (Fig. 8b). Las regiones V de 12 clonas productoras de la Sckv
neutralizantes, fueron secuenciadas y posteriormente alineadas con la
secuencia de la regién Vi 12.2.25 que se expresa originalmente en los
ratones QM. De las 12 clonas analizadas (2 provenientes de cada biblioteca
de un total de tres bibliotecas), se tomaron 6 clonas independientes, las
cuales se identificaron y analizaron en ensayos de unién al VSV y de
neutralizacion . Asi, las clonas 0B1 y 0G6 fueron aisladas de la biblioteca

proveniente de ratones QM no infectados, las clonas 1A10 y 1E12
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provienen de los ratones infectados una vez y las clonas 2F7 y 2H5
provienen de los ratones infectados dos veces (Fig. 8c). Las otras seis
clonas fueron multiples aislados de la clona 0G6 (4 copias) y de la clona
1A10 (2 copias), estos aislados repetidos son frecuentemente una
consecuencia de la amplificacién de clonas de unidon provenientes del
proceso de “panning’. Cada una de estas seis clonas independientes
usaron el fragmento de V| perteneciente a la familia 41 ademas sufrieron del
reemplazo del gene Vu. En substitucion de la secuencia original del gene
Vh.17.2.25, todas fas clonas usaron un gene Vy diferente perteneciente a la
familia VH1 (J558) la cual ha sido previamente involucrada en la respuesta
secundaria e hiperinmune contra el VSV en ratones BALB/c {146). Todas
las cionas analizadas tenian rearreglos secundarios de inmunogiobulinas;
las secuencias analizadas mostraron evidencias de recombinacion de un
segmento VD con el elemento D del segmento VyDJy, transgénico presente
previamente en el ratdn QM (Fig. 8c). Esie tipo de rearreglo VD en V;DJy
ha sido reportado previamente en las células B idiotipo negativo de los
ratones QM no inmunizados (85,131).

No obstante, a diferencia de lo reporiado en nuestro estudio, otros
autores han descrito una proporcién pequefia de células idiotipo negativo
que presentan rearreglos secundarios denominados canonicos los cuales se
caracterizan por reemplazar regiones Vy por VyDJy. Es posibie que los
rearreglos VyD en VyDJy sean favorecidos sobre los candnicos durante una
respuesta inmune ya que probablemente también generen mayor diversidad
en el paratopo a través de la modificacion de la longitud det CDR3, lo cual a
su vez, incrementaria las posibilidades de generar nuevas especificidades.

No es claro si la secuencia consenso (“motif’) heptamérica embebida
en el extremo 3' del segmento Vy 17.2.25 0 algin otro gene Vy estuvieron
involucrados en estos rearreglos, debido a que los puntos de corte de la

recombinacion no pudieron ser determinados. Ademas, a los lados de los



segmentos D insertados, se encontraron regiones N en todas las clonas
analizadas (Fig. 8c¢), lo cual sugiere que la maquinaria normal utilizada para
los rearreglos de lg se encuentra activa durante este proceso. Estas
observaciones indican que enzimas como la TdT, la cual se expresa en los
linfocitos B de la médula 0sea y algunas veces se reexpresa en linfocitos B
de centros germinales, participaron en la generacion de diversidad en los
ratones QM (121).

Adicionaimente al fendmeno de rearreglos secundarios, se mostrd
que las seis clonas secuenciadas especificas contra el VSV sufrieron de
extensa hipermutacion en los segmentos DSP2.10 y J4 provenientes de la
clona 17.2.25 con una frecuencia de 3.8% (15 mutaciones en 393 pares de
bases). Estas mutaciones se presentaron también en las clonas
provenientes de los ratones no inmunizados, confirmando asi lo reportado
para células B aisladas de sangre periférica de ratones QM, que también

tienen una frecuencia alta de mutaciones somaticas (85).
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Fig. 8. Analisis de la secuencia, capacidad de unidn y de neutralizacion de los
fragmentos scFv aislados de la libreria de expresidn de fagos filamentosos. a) Las
clonas de fagos expresando los fragmentos scFv aislados de una libreria de
ratones QM nc inmunizados (0B1 y 0G6) vy librerias generadas de ratones QM
despues de la infeccion primaria (1A10 y 1E12) 6 secundaria (2F7 y 2H5) con
VSV, fueron capaces de reconocer al virus en una prueba de ELISA con placas
recubiertas con el VSV. b) Titulos de anticuerpos neutralizanies anti-VSV de
particulas de fagos precipitadas con PEG. ¢) Analisis de fa secuencia nucleotidica
de las seis clonas obtenidas y su comparacion con la secuencia del transgene
parental 17.2.25 (94) (mostrada en negritas). Las mutaciones de los segmentos
DSP2.10 y Ju4 remanente se muestran subrayadas. La secuencia 3' del segmento
Jud4 no mostrd hipermutacion somatica. Las secuencias completas de los
fragmentos scFv se encuentran accesibles en el banco de datos
EMBL/GenBank/DDBJ, con el codigo de acceso AF127092-AF127087.
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2.3 Induccioén de anticuerpos especificos contra LCMV y PV en ratones
QM:

Debido a que los anticuerpos de linea germinal pueden neutralizar de
forma eficiente al VSV (139) y ya que a través de un repertorio de céiulas B
relativamente reducido se pudo montar una respuesta de anticuerpos anti-
VSV eficiente, es posible que una combinacién adecuada de cadenas Vy/ Vi
en los ratones QM pudiera haber generado por coincidencia la especificidad
contra este virus pero no para otros virus y otros antigenos microbianos. Por
este motivo se estudid la capacidad de los ratones QM de generar
anticuerpos especificos contra LCMV, PV y conira porinas de S. typhi.

Los ratones QM y C57BL/6 se infectaron por via intravenosa con 10?
PFU de LCMV-WE y se midié la respuesta de anticuerpos tanto contra la
nucleoproteina como Ios neutralizantes. Los ratones QM desa‘rrollaron una
respuesta tardia contra la nucleoproteina en comparacion con los controles:
en el dia 12, los titulos de anticuerpos anti-nucleoproteina fueron unas 10
veces menores en los ratones QM que en los controles hasta que

eventualmente los titulos fueron similares, alrededor del dia 32 (Fig. 9).
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Fig. 9. Respuesta de anticuerpos anti-LCMV-NP en ratones QM y CS57BL/S
Grupos de tres ratones fueron infectados con 10 pfu de LCMV WE  Los titulos de
anticuerpos IgG fueron deferminados en el suero de {6s ratones por medio de la
técnica de ELISA, en los tiempos indicados en la grafica. Cada punioc representa el

promedic de 108 valores obtenidos de cada ratdn.
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La respuesta de anticuerpos neutralizantes contra LCMV aparece
normalmente después del dia 30-60 de infeccién (149,150,151). En los
ratones QM del mismo modo que en los controles se presentd la misma
cinética de aparicion de estos anticuerpos. Se detectaron titulos bajos de
anticuerpos neutralizantes después de 30 dias de la infeccién y para ef dia
70 titulos evidentes de anticuerpos neutralizanies fueron detectados en
ambas cepas de ratones (Fig. 10). Este tiempo tan largo en el que aparecen
normalmente los anticuerpos neutralizantes contra LCMV pudo haber
permitido la generacion de los precursores especificos conira LCMV
necesarios para desarrollar fa respuesta de anticuerpos observada en los
ratones QM, por lo cual la cinética en la que aparecen estos anticuerpos fue
similar a la de los controles. Por otro lado, no se conocen las razones por
las cuales toma tanto tiempo generar la respuesta de anticuerpos
neutralizantes contra LCMV, algunos datos experimentales sugieren la
participacion de un proceso inmunopatolégico mas que una baja frecuencia
de precursores de ceélulas B especificas contra el LCMV (195).
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Fig. 10. Produccion de anticuerpos neutralizantes anti-LCMV WE en ratones
QM. Grupos de tres ratones fueron infectados iv. con 10° PFU de LCMV-
WE. La produccion de anticuerpes neutralizantes fue determinada en &l
suero de los ratones en los dias indicados en la grafica utilizando un ensayo
de neutralizacion in vitro.
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Poco después de la inmunizacidn con el virus inactivado con
formalina (vacuna de Salk), la respuestia total de anticuerpos contra el PV
fue similar tanto en los ratones QM como en los controles (Fig. 11). La
respuesta inicial de 1gG fue tardia, no obstante, 20 dias después de la
inmunizacion se observé una reduccion de dos a tres veces en {os titulos de
anticuerpos de los ratones QM con respecto a los controles (Fig. 11). Esto
puede ser el reflejo de ias diferencias en los numeros ¢ en la capacidad de
expansion de células B especificas generadas en los ratones QM. Ademas,
la vacuna contra PV inactivada pudo haber producido un estimulo mucho

menor para la seleccidn y expansion de las clonas anti-PV en los ratones
QM.
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Fig. 11. Produccién de anticuerpos neutralizantes contra ef virus de la Polio (Salk
Vaccine) en ratones QM. Grupos de tres ratones fueron inmunizados i.v. con 500
ul de una solucién conteniendo: 15 unidades de antigeno-D tipo I, 3 unidades de
antigeno D tipe Il y 12 unidades de antigeno-D tipo Ill de la vacuna anti-
poliomiglitica-Limpfstoff (Salk). Los titulos de anticuerpos neutralizantes fueron
medidos en el suerc de los ratones por medio de un ensayo de neuiralizacién in
vitre utilizando &l virus de la Polio tipo .



2.4 Inmunizacidn de ratones QM con porinas de S. typhi:

Con el fin de evaluar la capacidad de los ratones QM de montar una
respuesta de anticuerpos ante un reto antigénico no tan fuerte y de presion
selectiva tan alta como una infeccién viral, se utilizaron porinas de S. fyphi
que son buenos inmundgenos provenienies de un patégeno bacteriano y se
comportan como un antigeno de fipo timo dependiente a pesar de la
contaminacién con LPS.

La respuesta de anticuerpos en los ratones QM presenta una cinética
tardia comparada con ios controles, es hasta aproximadamente el dia 20
que los titulos en los ratones QM alcanzan los niveles de los controles. La
respuesta de anticuerpos de clase IgG permanecié elevada durante los 270
dias de observacion tanto en los ratones QM como en los controles
C57BL/6.

Por otro lado, ia cinética de aparicion de los anticuerpos IgM en los
ratones C57BL/6 presentd un pico alrededor del dia 25, disminuyendo
paulatinamente hasta el dia 40. Después los titulos se mantuvieron al
mismo nivel hasta el dia 100 para posteriormente disminuir a titulos bajos
después del dia 200. En los ratones QM no se observa la presencia de 1gM

anti-porinas (Fig. 12).
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Fig. 12. Respuesta de anticuerpos anti-porinas de S. fyphi en ratones QM y
C56BL/6. Grupos de tres ratones fueron inmunizados i.p. con 8 ug de porinas de
S. typhi en adyuvante incompleto de Freund (IFA). Una segunda dosis de 10 ug de
porinas en |FA fue administrada i.p. 15 dias después de la primera inmunizacion.
La respuesta de anticuerpos anti-porinas fue monitoreada durante 270 dias en el
suero de [os ratones mediante la prueba de ELISA. Cada punto representa el
promedio de los titulos de anticuerpos medidos en los ratones de cada grupo.

En conjunto, estos experimentos muestran que el reemplazo de Vu vy
la hipermutacion generaron los anticuerpos observados en los ratones QM
después de la infeccidon con VSV. Esto demuestra el gran potencial de
diversificacion del repertorio de células B en los ratones QM y dicha
capacidad permite a estos ralones responder ante diversos retos

antigénicos, tanto en el transcurso de una infeccion natural como en

infecciones y vacunacion experimentales.
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IX. DISCUSION

El trabajo aqui presentado muestra un analisis sistematico de la
respuesta de anticuerpos contra una serie de infecciones virales y retos
antigénicos en ratones con un repertorio de inmunoglobulinas moderada o
severamente reducido. Se evalud la proteccidbn en estos animales y se
analizaron los mecanismos involucrados en la generacién de los
anticuerpos protectores y de los anticuerpos contra antigenos microbianos.

Los ratones deficientes en la cadena x fueron capaces de generar
una respuesta inmune humoral eficiente ante los retos empleados, a pesar
de que normalmente la proporcion x/A es >10 {57). Durante la respuesta
inmune contra diversos antigenos y patébgenos se ha observado cierta
tendencia a producir anticuerpos con cierta cadena ligera. Por ejemplo,
durante la infeccién con VSV el 95 % de los anticuerpos producidos
expresan cadena x (146), mientras que la inmunizacion con el hapteno o de
NP selecciona principalmente anticuerpos que expresan cadena A (183).

L os resultados obtenidos muestran que la ausencia de cadena x no
afecta de manera significativa la supervivencia de los ratones ni la
respuesta contra ofros antigenos. Es decir, los efectos biolégicos estudiados
no se vieron afectados. Sin embargo, en todos los casos se observo un
retraso en la cinética de aparicion de los anticuerpos; este fenémeno
pudiera deberse a que €l tiempo necesario para rearreglar la cadena A es
mayor que el necesario para rearreglar la cadena x de acuerdo al modelo
ordenado o preferencial de exclusion isotipica de la cadena L (184).

Durante el desarrollo de células B en la médula osea, las células con
cadena & emergen 24 horas después que las celulas con cadena x (185),
en contraste, el analisis de hibridomas productores de anticuerpos con

cadena i ha mostrado que la mayoria de las células * sufrieron rearregios
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de un sdlo gene 2, estos datos sugieren que la recombinacidn del gen A es
ineficiente y ocurre en un periodo de tiempo limitado (74). De manera similar
a lo que ocurre con los rearreglos de los genes de la cadena H, los
rearreglos de la cadena L parecen ocurrir de manera ordenada (modelo
ordenado o preferencial de exclusion isotipica) (184). Tanto en humanos
como en ratones la mayoria de las células gque expresan x no han
rearreglado A, mientras que virtualmente todas las ceélulas que expresan A
generalmente presentan rearreglos no productivos o eliminaciones en
ambos genes x (74, 76,117,186,187). De esta forma, el retraso en la
cinética de aparicién de anticuerpos observada después de la inmunizacion
en los ratones Cx ™ podria deberse a ambos fenomenos. No obstante, no se
puede descartar que el retraso se deba a que exista un menor nimero de
precursores contra los diversos antigenos ya que el numero total de
linfocitos B en estos animales se encuentra reducido aproximadamente un
50% (2.3 veces) en el bazo (57). Aunque por ofro lado en la médula ¢sea, €l
porcentaje tanto de células de linaje como de precursores B se encuentra
incrementado (57). Por lo tanto, el retraso en la cinética pudiera deberse al
tiempo en que [os precursores son movilizados de la médula a la periferia.
En conjunto, estos resultados muestran la redundancia de funciones
biologicas alcanzada por los anticuerpos que expresan cadena L x © A.
También nos indican que a pesar de la reduccidon en numero total de
linfocitos en el bazo de estos ratones, dichos linfocitos B fueron suficientes
para enfrentar las infecciones y retos antigénicos. La respuesta primaria,
secundaria y de larga duracion en estos animales fue comparable con la de

los controles.

El analisis de la respuesta humoral en los ratones QM nos indica que

el repertorio de anticuerpos en estos ratones es funcional, que existe una
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gran capacidad para diversificar su repertorio de 1g por lo gue son capaces
de enfrentar tanto infecciones letales como retos antigénicos de diversa
indole. Los mecanismos de reemplazo de regiones Vi e hipermutacion, son
los responsables de la generacidén de diversidad en estos animales. Sin
embargo, el lugar en dénde ocurrié este reemplazo de regiones Vy vy los
causantes de activar a este mecanismo no han sido identificados.

Para el caso de los ratones QM y Cx™

y C57BL/6 inmunizados con
porinas, la aparicion de IgG antes de IgM podria explicarse como una
activacion de celulas B con IgG en su superficie, que fueron activadas y
diferenciadas con anterioridad por epitopos compartidos entre las porinas de
S. typhi y porinas de bacterias Gram negativas presentes en la flora
intestinal de los ratones. A pesar de que éstos se mantuvieron en
condiciones libres de patdgenos especificos (SPF). Este fendmeno ha sido
observado también en ratones mantenidos en un bioterio convencional
aungue en este caso la cinética de aparicién de I1gG contra porinas de S.
typhi fue mas rapida, lo cual indicaria que efectivamente se estan activando
los linfocitos B especificos contra regiones conservadas entre las porinas
mientras que las IgM que se cobservan corresponderian a los epitopos
especificos de S. typhi. Para el caso de los ratones QM, la ausencia de IgM
nos indica que se esta llevando a cabo preferentemente una respuesta
secundaria de clonas gue reconocen regiones compariidas de las porinas,
al igual que en los ratones control; o bien pudiera indicar que no se activa la
edicion de receptor de linfocitos B con receptor IgM. Probablemente no sea
necesaria la activacion de IgM ya que los ratones QM cuentan con las
clonas para la respuesta secundaria.

La ausencia de anticuerpos IgM contra porinas en estos ratones
también podria indicar que la revision o edicion de receptor esta favorecida
en linfocitos B con IgG en su superficie presentes normalmente en estos

ratones o bien que, junto con [a edicidn de receptor y quizd mediante |a

o
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ayuda del LPS presente en las porinas, se esté llevando a cabo
simultaneamente la activacion del linfocito B y el cambio de isotipo de Ig.

El modelo actual de edicidon de receptor en el desarrolio de células B
incorpora dos eventos diferentes (188). Durante fases tempranas del
desarrolio de los linfocitos B, la edicién de receptor es inducida en la médula
osea y el fenémeno es causado por la interaccion entre un autoantigeno y el
receptor de la célula B en desarrclio (85-87). En fases posteriores, una
interaccidn débil entre el antigeno y el receptor de la célula B periférica
induce el la edicidon del receptor, mientras que una unién fuerte entre estos
apaga e mecanismo (116,121). Existen evidencias de gue en el bazo y
meédula dsea de los raiones QM no inmunizados se presenta el reemplazo
de las regiones Vi (94). Sin embargo, la acumulacion de celulas idiotipo
negativo en el bazo comparado con la médula 6sea de estos ratones,
sugiere que el bazo podria ser el sitio donde ocurren estos rearreglos
secundarios (94). Ademas, se ha detectado una mayor proporcién de
células B idiotipo negativo en el peritoneo de estos animales que en sangre
periférica (131). Asi pues, pareciera que existe una necesidad continua de
diversificacién del repertorio de las células B de los ratones QM a través del
desarrolio y en los diferentes tejidos.

Los eventos moleculares involucrades en la induccion de los
rearreglos secundarios no estan claramente definidos atin. Los mecanismos
de activaciéon que pudieran participar en los fendmenos que aqui se
reportan son de diversa indole. Primero, las células B pudieran tener una
capacidad infrinseca para llevar a cabo las modificaciones del receptor de
una manera antigeno-independiente, a traves de la cooperacion de celulas
T, citocinas u otros estimulos. Aunque este escenario no se puede
descartar, hay suficiente evidencia experimental que sugiere que la
activacion a través del receptor del linfocito B es requerida para la induccion

de los rearreglos secundarios de lg tanto en médula ésea (100,701} como
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en la periferia (111,113,1186). No se espera que el receptor de las células B
en los ratones QM reconozca © sea capaz de unirse a otro antigeno
diferente a NP con alta afinidad, sin embargo, se puede argumentar que un
entrecruzamiento débil entre la célula B con especificidad contra NP vy
diferentes antigenos pudiesen inducir el reemplazo de regiones V y generar
de esta manera los anticuerpos contra los diversos antigenos probados.
Segundo, se ha propuesto que la presion seiectiva de antigenos
provenientes del medio ambiente pudiese ser la causa detras de la
diversificacion del repertorio de genes V en los ratones QM no inmunizados
(131).

Otros datos sugieren que los rearreglos secundarios de Ig en células
B-1 peritoneales pueden contribuir a la generacion de autoanticuerpos
(118). En este estudio, se propone que la exposicion frecuente al LPS de las
células B-1, pudiera bajar el umbral de estimulacion requerido para activar
jos rearreglos secundarios resultando en un cambio rapido del repertorio de
anticuerpos. Bajo la perspectiva de los datos encontrados en los ratones
QM, este mecanismo pudiera estar generando no sélo células B
autorreactivas, sino también células B con especificidades potenciaimente
ttiles para producir anticuerpos contra antigenos de paiogenos. Por otro
lado el cambio de novo de las regiones Vy en los ratones QM infectados
pudo haber sido desencadenada por una reaccion cruzada entre el receptor
del linfocito B con especificidad a NP y los antigenos de los patdgenos
utilizados. Aunque los antigenos utilizados participen en la expansion y
mantenimiento de las células B especificas en los ratones infectados o
inmunizados, estas interacciones podrian ser excluidas como el evento
inicial, ya gue fue posible aislar anticuerpos ScFv de la biblioteca de
expresion en fagos obtenida de ratones QM no inmunizados. Por lo tanto,

existian células B especificas (0 de respuesta cruzada) contra el VSV desde
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antes de la infeccion. Hay que considerar también que los ratones QM
sufren frecuentemente de reemplazamientos de las regiones Vy (85,131).

Es muy dificil evaluar la contribucion de estos mecanismos en la
complejidad de una respuesta normal de anticuerpos. Sin embargo,
evidencias recientes muestran que los rearreglos secundarios de Ig
participan en el desarroilo de células B normales (75). Ademas el analisis de
las secuencias de 1a regién V de la cadena pesada y ligera de anticuerpos
humanoes, sugiere que la edicion de receptor ocurre en linfocitos B
periféricos (189). Tomando en cuenta estos resultados y lo observado en los
ratones QM, se sugiere que junto con la hipermutacién somatica, los
rearreglos secundarios de ig pueden participar en la generacion de la
diversidad del repertorio de anticuerpos. Una observacion interesante es
que en substitucién de la secuencia original del gene VH.17.2.25, todas las
clonas usaron un gene Vy diferente perteneciente a la familia VH1 {J558) la
cual ha sido previamente Involucrada en [a respuesta secundaria e
hiperinmune contra el VSV en ratones BALB/c (146), por lo tanto el
reperiorio Utit de los ratones QM se forméd a partir del repertorio tedrico. Esta
observacion sugiere que estos mecanismos estarian involucrados en la
generacion del repertorio util en raiones normales, ya que estos expresan
un repertorio disponible con un reducido nimero de familias de Vy mientras
que durante una respuesta inmune estas familias no se ven expresadas
totalmente en el repertorio util.

El desarrollo de los linfocitos B ha sido descrito como una serie de
estadios en donde se expande una ceélula de cierta especificidad para
producir una clona que produce un solo tipo de anticuerpo, esta vision no
concuerda con los datos experimentales mas recientes. Al parecer el
desarrollo de los linfocitos B es dependiente de una serie de rearreglos tipo
ensayo y error, de los genes del receptor a través de los cuales se evita la

autorreactividad v se mantiene la especificidad contra los antigenos
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iniciales. En este contexto se han descrito hasta ahora fres mecanismos:
mutacién somatica, edicién de receptor y revisidn de receptor que en
conjunto han sido agrupados como mecanismos de seleccion del receptor
(190). La seleccidon del receptor se propone como un mecanismo gue
actuaria en complementacioén con el de seleccién clonal. Cada mecanismo
regularia de forma independiente, pero coordinada, la proliferacién y
supervivencia de los linfocitos. Al promover la proliferacion o la muerte
celular, la seleccidn clonal reduciria la diversidad, mientras que la seleccidn
del receptor amplificaria la diversidad. En el caso de un recepior
auforreactivo la seleccion de receptor puede inactivarlo y salvar la célula y
en el caso de que una célula cuenie con un receplor eficiente, este
mecanismo lo puede fijar para permitir la expansidn clonal. En el caso de un
receptor de baja afinidad, la seleccidn de receptor permiﬁria mejorar
substancialmente la afinidad aungue con el riesgo de producir un receptor
autorreactivo, que en el Ultimo de los casos seria controlado por la seleccion
clonal. Trabajando de manera conjunta, la seleccién del receptor y la
seleccion clonal, permitirian explicar la asombrosa rapidez con la que ocurre
la evolucion somatica de la especificidad inmunolégica.

Es ahora claro que las inmunoglobulinas son capaces de regular el
desarrollo de {os linfocitos B durante las fases independientes del antigeno y
que ademas de los procesos de seleccion celular, el sistema inmune hace
uso de una seleccion de receptores para dar forma a su repertorio. Sin
embargo, no se ha definido con precision la contribucidn de cada proceso
de seleccion de receptor en situaciones “normales”, ni los umbrales de
estimulacion, ni las sefiales intracelulares involucradas en las distintas
poblaciones de linfocitos B requeridos para cada uno de estos procesos.

La capacidad de adaptacion de los organismos a través de la
mutacidn y cambios genéticos es al parecer mucho mayor y mas rapida de

lo que se habia especulado tedéricamente. La vision de cambios genéticos, y
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por tanto la evolucidn de las especies como resultado de cambios pequefios
y aleatorios en genes individuales, va cambiando con los resultados
experimentales y observaciones hechas en diversos campos de [a biologia
(191). En situaciones de presidn selectiva elevada se hacen evidentes
mecanismos gue quizas no se pueden observar con facilidad en sifuaciones
convencionales. De esta manera han sido observados cambios evolutivos
muy rapidos en diversos organismos, por lo cual se ha propuesto que dentro
del genoma se encuentran secuencias de DNA gue son capaces de
promover cambios genéticos importantes y rapidos (191). En el caso del
sistema inmune, se ha descrito que la enzima RAG es una reliquia
proveniente de un transposdn ancestral y gue ademas esta enzima es
capaz de actuar como transposasa (192-194), lo cual adicionaria un nivel
mas de capacidad de accion para la diversificacion del repertorio
inmunolégico. Ademas se ha sugerido que esta enzima pudiera participar en
los rearreglos aberrantes que dan origen a ciertos tumores linfoides (194).

La enorme diversidad que presenta la respuesta inmune es una
muestra de la capacidad evolutiva y de adaptacion de los organismos. El
descubrimiento de estas propiedades y del origen de las enzimas RAG
ayuda a explicar el por qué el sistema inmune aparecid de forma tan
abrupta durante la evolucidn, el sistema inmune adaptativo no tiene
contraparte en los invertebrados y representa un magnifico ejemplo del
como piezas completas de DNA movible han ienido un impacto importante
en la evolucion (191).

A pesar de que un gran numero de mecanismos han sido descritos
para explicar la enorme variedad y capacidad de respuesta del sistema
inmune, muchas de las reglas que regulan a este fenomeno no han sido
identificadas. En particular, no se conoce con exactitud toda la maquinaria
que participa en estos procesos. Ademas, no se ha podido determinar si el

repertorio (il y el repertorio (util) para la proteccidn se generan bajo las
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mismas reglas y si provienen de la misma fuente va que las sefiales que
participan en su desarrolio conllevan una presidén selectiva mayor que
antigenos no peligrosos. A su vez, no se sabe si el repertorio Util es una
represeniacion aleatoria y representativa del repertorio disponible ¢ si se
forma de acuerdo a reglas estriclas del desarrollo que permanecen

desconocidas.

X. CONCLUSIONES

1.- Los anticuerpos que expresan [a cadena A son capaces de sustituir las
funciones desempefadas por 10s anticuerpos que expresan cadenas x en la
generacion de inmunidad, por lo que el repertorio de igs de los ratones Cx™

es funcional y capaz de proteger a los animales contra diversas infecciones.

2.- El reemplazo de regiones Vi es un mecanismo con un gran potencial
para diversificar un repertorio muy restringido y este repertorio expandido es

definitivamente funcional.

3.- La hipermutacién somatica junto con el reemplazo de regiones Vy
participan en la generacion de anticuerpos protectores contra diversos
patogenos virales y en la formacion de anticuerpos contra diversos
antigenos en los ratones QM. De esta manera, los rearreglos secundarios
de Ig y la hipermutacion somatica son responsables de la formacién de los

repertorios disponible y ufil de estos ratones.
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representacion aleatoria y representativa del repertorio disponible o si se
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es funcional y capaz de proteger a los animales contra diversas infecciones.

2.- El reemplazo de regiones V,; es un mecanismo con un gran potencial
para diversificar un repertorio muy restringido y este repertorio expandido es

definitivamente funcional.

3.- La hipermutacidn somatica junto con el reemplazo de regiones Vy
pariicipan en la generacidn de anticuerpos protectores contra diversos
patdégenos virales y en la formacidbn de anticuerpcs contra diversos
antigenos en los ratones QM. De esta manera, los rearreglos secundarios
de Ig y la hipermutacion somatica son responsables de la formacién de los

repertorios disponible y util de estos ratones.




Xl. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

El presente trabajo explora la posibilidad de que existan
caracteristicas moleculares y mecanismos moleculares especiales
involucrados en la generacion de anticuerpos protectores. El estudio de
estas caracteristicas, permitira mejorar el entendimiento del proceso de
generacion de la diversidad de los anticuerpos, el uso de los diferentes
repertorios de inmunoglobulinas y quizéa acercamos a la respuesta de lo
que ha sido denominado el enigma de los anticuerpos (13). 4 Cuanto de este
gran reperiorio es realmente necesario para protegernos de los patégenos?,
¢Qué caracteristicas tienen los anticuerpos protectores?, ;Qué
mecanismos pariicipan en la generacion de estos? y ,Cémo podemos
utilizar este conocimiento para el disefio de nuevas y mejores vacunas?.

El analisis del fendomeno de inmunidad, es decir del conjunto de
mecanismos celulares y humorales que participan en la generacion de un
estado de proteccién confra patdgenos, es de suma importancia para
entender el funcionamiento del sistema inmune ante la presion selectiva que
gjerce el medio ambiente sobre los organismos, los sistemas de evolucion y
de adaptacion que participan en este. Si bien los estudios desarrollados con
haptenos sintéticos han permitido estudiar muchos de los mecanismos
involucrados en el desarrollo del estado inmune, es necesario ahora,
evaluar si dichos mecanismos son los mismos que operan durante una

presion selectiva como la generada por las infecciones de patdgenos..
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Secondary Rearrangements and Hypermutation Generate
Sufficient B Cell Diversity to Mount Protective Antiviral
Immunoglobulin Responses

By Constantine Lopez-Macias,* Ulrich Kalinke,* Marilia Cascalho,?

Matthias Wabt, Hans Hengartner,” Rolf M. Zinkernagel,*
and Alain Lamarre*

From the * Institute of Experimental Immunology, Department of Pathology, University Hospral,
CH-8031 Zrich, Switzerland, and the * Department of Murobiclagy and Immunology, University of
California, San Franasce, California 94143-0670

Summary

Variable {V} region gene replacement was recently implicated in B cell repertoire diversifica-
tion, but the contribution of this mechanism to antibody responses is stiil unknown. To inves-
tigate the role of V gene replacements in the generation of antigen-specific antibodies, we ana-
lyzed antiviral immunoglobulin responses of “quasimonoclonal” {QM) mice. The B cells of
(M mice are genetically cormnmitted 10 exclusively express the anti- (4~ hydroxy-3-nitrophenyi)
acetyl specificity. However, ~20% of the peripherat B cells of QM mice undergo secondary
rearrangements and thereby potentially acquire new specificities, QM mice infected with vesic-
uiar stomatitis virus (VSV}, lymphoeytic choriomeningitis virus, or poliovirus mounted virus-
specific neutralizing antibody responses. In general, kineties of the antiviral immunoglobulin
responses were delayed in QM mice; however, titers similer to contro} animals were eventually
produced that were sufficient to protect against VSV-induced lethal disease. VSV neutralizing
single-chain Fv fragments isolated from phage display libraries constructed from QM mice
showed Vy gene replacernents and extensive hypermutation. Thus, cur data demonstrate that
secondary rearrangements and hypermutation can generate sufficient B cell diversity in QM
mice to mount pratective antiviral antibody responses, suggesting that these mechanisims might
also contibute to the diversification of the B cell repertoire of normal mice.

Key words: B cell gene rearrangement * vesicular stomatitis virus * mutation * viral antibodies »

antibody diversity

he immune system of vertebrates has evolved complex

mechanisms to generate sufficient lymphocyte recep-
tor diversity to protect the organism against 2 wide range
of pathogens. Ab diversity is the result of several distinct
mechanisms, the major one being the rearrangement of
V(D) gene segments to generate the coding sequences of
the V regions of the heavy and hght chains of a functiona
Ab molecule (1}, Secondary rearrangements have mostly
been implicated in the elimination of autoreactive Abs in a
process called receptor editing {2-9). However, recent ex-
periments have suggested a role of receptor editing in the
generation of peripheral B celt diversity {8. 10-13}. Despite
these observations, the actual contribution of secondary re-
arrangements 1o the shaping of the primary B cell reper-
torre is unclear because these rearrangements are often in-
distinguishable from the canonical V(DY rearrangements.
Fortunately, gene-targeted mice expressing a very limited
B cell repertoire have been generated, one of which i the

1791

“quasimonoclonal” (QM)! mouse (14), which shouid allow
assessment of the role of Vi gene replacernent in the gen-
eration of protective antiviral Ig responses.

The QM mouse was generated by gene-targeted replace-
ment of the endogenous Jy elements by the rearranged
17.2.25 Vu(D)iy region ssolated from a {4-hydrosxgy-3-nitro-
phenyl) acetyl (INP}-specific hybridoma, whereas the other al-
lele was rendered nonfunctional by the targeted deletion of all
Ji segments. In addition, QM mice have no functional k light
chain aliele; therefore, the transgenic heavy cham can only pair
with endogenously rearranged A chains, When paired witha A
hight chain, the targeted heevy cham allows binding to NP-

VAbbrevigtions used In this paper; LOMV, lymphocytic choriemeningltls vi-
nis. NP, ([4-hydroxy-3-nitrophenyl) acesyl, PEG, polyethylene glyeol
PV, potiovirus; QM, “quastmonocional”; VSV, vesicular stomatitis virus,
VSV-IND, VSV Indiana serotype, VSV-G, VSV glycoprotetin, scFv, sin-
gle-chain Fv
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hapten, rendering the QM primary B celt repertoire theoreti-
cally monospecific. Flowever, despite thas genetic predisposi-
tion, 20% of the peripheral B cells of QM mice do not bind
NP (15}, In the absence of immunization, Vi gene repiace-
ment interrmediates were observed in bone marrow and
splenic B cells of QM mice, and recombinase-activating
gene (RAG)-! transcripts were detected in the spleen ({6},
To assess the extent of diversification generated through sec-
ondary rearrangements, we infected QM mice with different
viruses and monitored their specific antiviral responses. Our
resuits show that Yy replacements together with hypermuta-
tion can generate protective antiviral Ab specificities in QM
mice and indicate that both mechanisms could contribute to
diversify the B cell repertowre of normal mice.

Materials and Methods

Mice and Viruses.  The generation of the QM mouse has been
previously described {14). C57BL/6 mice were obrained from
the breeding colony of the Institut fir Labortierkunde, Faculty of
Veterinary Medicine, Univensity Ziirich-Irchel, Zurich, Switzer-
land. Experiments were carried out with age- and sex-mnatched
animals kept under specific pathogen—free conditions, All animals
were 8~16 wk old unless indicated otherwise.

VSV-IND {vesicular stomantis virus Indiana serotype; Mudd-
Sumrners isolate} was originally obtained from D. Koiakofsky
(University of Geneva, Switzerdand}, and was grown on BHK cells
in MEM with 5% FCS to virus stocks containing 10° PFU/mt. Po-
hovirus (PV) stock solutions of serotypes 1, I, and I were ob-
tained from the Swiss Serum and Vaccine Institute (Bern, Switzer-
land) Lymphocytc choriomeningitis virus {(LCMV)-WE was
originally provided by F. Lehmann-Grube {Hemnrich Pette Inststut
fur Experimentelle Virologie und Immunologie, University of
Hamburg, Hamburg, Germany), and was grown on 1L-929 cells for
48 h in MEM with 5% FCS afier infection with an inmial multi-
plicity of infection (mos} of 0.01.

Immunizatiens. Mace were immumzed inmravencusty on day
0 wath a standard dose of 2 X 105 PFLJ of VSV-IND or 200 PFU
of LCMV-WE & indicated. For PV experiments, 0.5 mi of PV
vaccine, Salic {minimal content [min.] 30 D-antigen U type 1,
min. 6 D-antigen U type 2, min. 24 D-antigen U wype 3, phe-
noxyethanal; Poliomyelitis-Impstoff Berna, Swiss Serum and
Vaccine Institute} was imected mtravenously on days § and 14.
Blood was collected a1 various time points as indicated.

VSV and PV Neutralizanion Assay. Serial twofold ddutions of
serum samples [previously diiuted 1:40) were mixed with equa vol-
umes of VSV or PV {PV serorype IT was used) contaming 500
PFU/ml, and the mixtures were incubated for 80 min at 37°C tn an
atmosphere contaming 5% CO,. 100 wl of the mixture was trars-
ferred onto Vero cell monolayers m 98-well plates and incubated
for 1 h at 37°C. Manolayers were overlald with 100 b o DMEM
contaming 1% methylceliulose, incubated for 24 h {up . 48 h for
PV) at 37°C, then the overlay wes removed and the menclayer was
fixed and stained with 0.5% crystal violet dissclved in 5% formalde-
hyde, 5% ethano), 4.25% NaCl The dilution reducing the number
of plaques by 50% was taken as titer {17). To determme TgG titers,
undiluted serum was treated with an equal volume of 0,1 M 2-ME
in MEM tissue cubture medtum for 1 b at reom temperature.

LCMV Neuwrahzation Assay: Infectious Foeus Reduction Assay.
LCMV neutralization in vitro was determined as described previ-
ously (18). In brief, serial 2-fold dilutions of 10-fold prediluted
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sera were incubated with LCMV for 80 min at 37°C in 2 96-weli
plate. MCS7G mouse fbroblasts were added, and incubated for 4 b
to aliow cells to settie and be infected by nonneutralized virus;
cells were then overlaid with 1% methylcellulose in DMEM. Af-
ter 48 h, cell monolayers were fixed with 4% formalin and infec-
dous foci were detecied by intraceflular LCMV staining of in-
fected cells with the rat anti-LCMV mAb VL-4. For LCMV
neutralization by total Ig, sera were tested under nonreducing
conditions. For LCMV neutralization by 1gG, sera were first re-
duced by additior of 2-ME (final concentration 0.05 M) for 80
min. All samples were heat inactivated at 56°C for 30 min to de-
stroy complement.

Detestion of Abs by ELISA.  To deteect LCMV nucleoprotein~
specific Abs, 96-well plates were coated overnight at 4°C with
recombinant baculovirus—derived LCMV nucieoprotein (19, 203,
washed three to five dmes with PBS 0.05%/Tween 20, and
blocked with 1% BSA in PBS for 2-3 h at room temperature.
Sera diluted in PBS contaming 0.1% BSA were added and incu-
bated for 90 min. Horseradish peroxidase—iabeled specific goat
anti-mouse IgG Ab (1:1,000; Zymed Laboratories) was added for
1 h, and the reaction was developed by addition of 0.4 mM
ABTS (Boehringer Mannheim), in Nal4,PO,, pH 4.0, 0.01%
H;O,. The OD was read at 405 nm wsing a microplate reader
{model 3550; Bio-Rad Laboratories). Positive titers were defined
as 3 5D above the mean value of negative controk. To measure the
differert IgG isotype-specific anti-VSV Abs, ELISA plates were
coated with 10 pg/ml of polyethylene glycot PEG)-precipitated
VSV-IND, and the assay was performed as described above.

Phage Display Library Construetion.  Phage display libraries were
constructed as described previowsty {21). In brief, mRINA was
isolated from 107 spleen cells using the QuickPrep mRNA purifi-
cation kit (Amersham Pharmacia Biotech) and reverse transcribed
using random hexamer primers according to the manufacturer's
msuctions [first strand synthests for RT-PCR; Armersham Life
Science). The V region of the heavy chamn (V) was amplified
using the VHback and VHfor mixes of degenerate primers, and
the light chain V region (Vi) was amplified using the \-specific
primers LBX and LFA as described previousty (21). The Vy; and
V, PCR products were purified and assembled in a single-chain
Fv (scFv) confipuration using sphicing by overlap extension PCR.
The full-length scFv fragment product was gel-purified, digested
with Sfil, and ligated into the phage display vector pAK100 (gift
of Dr. Andreas Plisckthun, University of Zurich-Irchel, Zirich,
Switzerland}. The ligation mixes were electroporated into XL1-
Blue electrocampetent cells (Stratagene, Inc.) and plated. Colo-
nies were scraped off the plates, and the scFv displaying pheges
were rescued by infection with the VCS-M13 helper phage
{Stratagene, Inc.). Phage particles were PEG precipitated twice
and resuspended in PBS. VSV-binding phages were selected by
panning using tmmunotubes Maxisorp; Nunc, Inc.) coated with
100 pg/ml PEG-precipitated VSV-IND parucles by overnight
incubation at room temperature. ' ubes were blocked with 4%
dried skim milk powder in PBS and washed 20 times with FBS
contazring 0.1% Tween and 20 times with PBS. Bound phages
were eluted with 0.1 M glycine/HCL pH 2.2, for 10 min and
immediately neutrzlized with 2 M Tris/HCl, pH 8 5. Eluted
phages were used to infect XL1-Blue cells that were plated, res-
cued as descnbed above, and subjected to another round of pan-
rung belore isplated clones were analyzed by ELISA. Isolated col-
onies from the second round of panning were grown in 96-well
plates and rescued with VCS-M13 helper phage. After overnught
incubation, 100 pl of the phage-contaning supernatant was
added 1o VSV-coated plates (10 pg/ml) and incubated for 90

Antiviral Immunogiobulin Responses in "Quasimoneclanal” Mice



min. The wells were washed five times with PBS containing
0.1% Tween, and peroxidase-labeled anti-M13 antiserum {(Amer-
sham Pharmacia Biotech) was then added and the plates incu-
bated for another 50 min. The plates were agaln washed five
tmes with PBS/0.1% Tween, and the bound peroxidase was
revealed by incubation with (-phenylenediamine (Sigma Chem-
ical Co.} and hydrogen peroxide. The reaction was stopped with
1 N HCY, and the absorbance was read at 490 nm using 2 Bio-
Rad 3550 microplate reader.

Results and Discussion

Induetion of Neumralizing Abs against VSV-IND in QM
Mice. VSV is a cytopathic RINA nepative strand virus of
the Rhabdoviridae family closely related to rabies virus (22).
After VSV infection, virus-neutralizing Abs mediate pro-
tection against a progressive paralytic disease (23, 24). Most
VSV-IND-specific mAbs are directed against overlapping
subsites clustered within one major antigenic site of the
viral glycoprotein (25-27). The early IgM response {days
3-5} can be induced in the absence of T cell help (28, 28},
whereas the switch to IgG (days 6-8) is T cell help depen-
dent {30).

QM and C57BL/6 mice were tmmunized with 2 X 108
PFU of VSV-IND intravenously, and neutralizing serum
Abs were monitored for 150 d. V5V total Ig neutralizing
titers were measurable in QM mice 4 g after infection, but
these titers were ~30-fold lower than in C57BL/6 control
mice (Fig. 1 a). The switch to the IgG subclass was delayed
by ~6 d in QM mice: VSV -neutralizing 1gG Abs appeared
~12 d after infection, whereas in contro! mice they were
first detected at about day 6 (Fig. 1 a). About 40 d after in-
fection, total anti-VSV neutralizing Abs reached similar
levels in QM and contro! mice, and remained elevated for
the duration of the 150-¢ observation period (Fig. 1 3.
Sirnilar kinetics were observed after infection with 10? or
10¢ PFUJ of VSV-IND (data not shown). Despite the de-
layed kinetics of Ab production. QM mice were abie 10
control the viral infection and survived. However, the
LD, was decreased 10-foid from 2 X 10% in C57BL/6
control mice to 2 X 107 in QM mice {data not shown}.

Determination of the isotypes of the VSV-specific IgG
Abs tevealed that IgG2a was more abundant in infected
QM nuce than in control mice (Fig. 1 b). In contrast, 1gG1
titers were higher in the control arimals than in QM rmuce,
while [gG2b and IpG3 Ab titers were approximately the
same (Fig. I b). Similarly to infected QM mice, naive QM
mice also show elevated IgGZa and IgG2i levels, which
may indicate a certain bias towards Thl cell development
in QM mice (14).

The delayed kinetics of the VSV-neutrabzing Ig re-
sponse in (QM mice was not due to the absence of kappa
ight chains because Cx-deficient mice (31} mounted virtu-
ally normal anti-VSV Ig responses {data not shown). The
delayed kinetics observed in QM mice is likely to be attrib-
utable to the time required for the small number of anti-
VSV B cell precursors present in naive QM mice to be ac-
tivated or expanded and to produce sufficient serum Abs to
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Figure 1. QM mice mount VSV-specific Ig resporses. Groups of three
QM and C57BL/6 mice were immunized witty 2 X 108 PFU of VSV-
IND imravenously. Blood was waken at the irkhicated tme poims, sers
were separate¢ and prediluted 40-fold. and the Ig responses were ana-
lyzed. {a) Kinetics of VSV-neutralizing Ab responses in QM and C57BL/6
mce. (b) Thration of the different VSV-specific Ig isotypes in mfected
OM and C57BL/6 mice. Trters were defined as 3 8D above mean values
of negatve controls () Kineues of VSV-neutratizing responses of 9- and
56-wk-old QM mice. C57BL/6 rice were used as controls.

be detected in the neutralization assay. It has previously
been reported that the amount of NP-specific serum IgGl
decreased from 13.1% of total IpGl in 4-5-wk-old QM
mice to 2.8% in 20-24-wk-old mice, which is consistent
with the idea that B cells with variant receptors are prefer-
entially expanded as QM mice age (15). This could lead to
increased numbers of VSV -specific B ceil precursors and an
accelerated VSV-neutralizing Ab response in older mice.
To test this hypothesis, 9- and 56-wk-old QM mice were
infected with 2 X 108 PFU of VSV-IND. The anti-VSV
reutralizang Ab response i both 9- and 58-wk-old QM
mice displaved similar kinetics, suggesting that there was no
significant increase in the number of VSV-specific B cell
precursors in QM mice older than 9 wk (Fig. 1 ¢).

Analysis of VSV-specific scFv Fragments Lolated from QM
Mice. To analyze V reglon sequences of VSV-specific
neutrahizing Abs generated in QM mice, phage display Ii-



braries were constructed from splenic mRNA isolated from
naive QM mice and from QM mice after primary and sec-
ondary VSV-IND infections. In a screening ELISA, 37% of
the phages isclated from the naive library and ~57% of the
phages isolated from QM spleens after primary or second-
ary VSV infections bound VSV. Thus, it can be concluded
from this result that VSV -specific B cells were present in
QM mice before infection. The serum of the mouse used
to generate the naive hibrary was tested for the presence of
VSV-specific Abs and was found to be negative. In addi-
tion, it must be emphasized that mice kept in our facilities
for prolonged periods of time have been tested repetitively
during the last 10 yr, and in no circumstances have we
found the presence of VSV-IND-specific Abs, which
could indicate accidental spreading of virus, Individual
clones showing strong positive signals in the screening
ELISA were concentrated by PEG precipitation and tested
for their refative binding potential to VSV in a second
ELISA. As shown in Fig. 2 a, scFv-displaying phages
showed a specific dose-dependent binding to V3V-coated
plates. To identify clones specific for the viral glycoprotein
(VSV-G), binding of phages to VSV-infected EL4 cells ex-
pressing VSV-G on their surface was analyzed cytofluorc-
metrically. From 48 tested clones, 15 showed binding to
VSV-infected EL4 cells {data not shown). These 15 glyco-
protein-specific clones were tested in a V5V-neusralization
assay, which revealed that 12 out of 15 clones neutralized
viral infectivity in vitro. The neutalizing titers of six inde-
penden: scFv clones {see below} are shown in Fig, 2 b,
The V regions of the 12 VSV-neutralizing scFv Ab frag-
ments were sequenced and aligned to the 17.2.25 V se-
guence expressed in QM muce. From the 12 cdones ana-
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lyzed, § independent sequences were identifted, 2 from
each of the three libraries [Fig. 2 ¢}. Clones 0B1 and 0G6
were isolated from the naive lbrary, clones 1A10 and 1E12
from the primary library, and clones 2F7 and 2H5 from the
secondary library. The other six clones were muitiple iso-
lates of clone 0G6 {four copies) and of clone 1A10 {two
copies); such repeated msolation is often the consequence of
the amplification of binding clones during the panning pro-
cedure. All six independent clones used a Vy fragment be-
longing to the A family. In addition, they all showed evi-
dence for Vy gene replacement, Instesd of the original
17.2.25 Vy gene segment, all clones used a different Viy
gene segment belonging to the VH1 {1558) family that has
previcusly been shown to play a role in secondary and hy-
perimmune responses against VSV in BALB/c mice {32).
Al six analyzed clones underwent secondary rearrange-
ments by recombining a rearranged V»D segment with the
D element of the rearranged ViDJy segment of the QM
mouse (Fig. Z ¢). This type of VD to VD] rearrange-
ment has previcusly been: observed in naive QM mice in
the majority of idiorype-negative sorted B cells (14, 15).
However, unlike the events described here, a small propor-
tion of idiotype-negative B cells did show signs of canoni-
cal Vy to VyDJy secondary rearrangements (14, 15).
Therefore, it is possible that such VybD to VyDJy rear-
rangements are preferred to the canonical secondary rear-
rangements because they generate greater diversity Dy dras-
ticatly varying the length of CDR3, which might in turn
increase the chances of generating new specificities. It i
unciear whether the heptamer motif embedded at the ¥’
end of the Vi gene segment of the 17.2.25 V region and
most other Vy gene segments was involved in these rear-
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rangements because the recombination breakpoint cannot be
unambigucusly determined. In addition, N regions flanking
the inserted DD elements were present n all analyzed clones
(Fig. 2 ¢}, which arpues for the involvement of the normal
rearrangernent machinery including terminal deoxynucieoti-
dyl transferase {T&T), which is expressed in bone marrow B
cells and has recently been: shown to be zlso reexpressed in
germinal center B cells (13). Furthermore, the 6 VSV-spe-
cific clones sequenced showed extensive hypermutation in
the remaining DSP2.10 and JH4 segments of clone 17.2.25
with a high frequency of 3.8% (15 mutations in 383 bp cu-
mulated from the 6 scPv sequences). Interestingly, mutanors
were present in clones isolated from the naive library, con-
firming the results obtained in B cells solated from the pe-
ripheral blocd of unimmunized QM mice that also showed a
high frequency of scmatic mutations {14).

Induction of LCMV- and PV-specific Abs in QM Mice.
Since germime Abs can already efficiently neutralize VSV in-
fection in vitro and 2 relatively restricted B cell repertore
can mount an efficient early anti-VSV response (27}, it is
possible that by chance the right V/'V| pairing in QM mice
could give rise to V5V -specific but not other virus-specific
Abs. Therefore, in addition to the VSV-specific Ig response,
the responses of QM mice tc LCMV and PV were analyzed.

LCMV is a noncytapathic ambisense RNA virus of the
Arenaviridae famnily for which the mouse is the natural host.
Acute LCMV infection is predominanily controlied by CTLs
in a perforin-dependent manner {33, 34}, Early after infec-
tion, at about day 8, a strong Ab response specific for the
LCMV nucleoprotein 1s mounted (20) that does not exhibit
virus-neutralizing capacity (35, 36). Late after infection, be-
tween days 30 and 60, LCMV glycoprotein~specific neutrai-
izing Abs develop (20, 37, 38) that have been shown to play
an important role in protection against reinfection (38-41).

QM and C57BL/6 mice were immunized intravenousty
with 10Z PFU of LCMV-WE. and the LCMV nucleopro-
tein—specific ELISA Ab and the LCMV-neutralizing Ab re-
sponses ‘were monitored. QM mice mounted a delayed
LCMV nucleaprotein-specific Ab response at about day 12
that was initially reduced by ~10-fold 1 comparison with
control mice, but which eventually reached similar levels
by day 32 (Fig. 3 a).

Neutralizing Abs to LCMV normally appearing late after
infection {20, 37, 38) followed the same slow kinetics 1n
QM and control mice {Fig. 3 b). Low neutralizing Ab titers
were first detected after 30 d of infection, and by day 70 a
distinct peutralizing Ab response was measured in both
QM and C57BL/6 mice (Fig. 3 b). The long time period
required to rmount a neutralizing response against LCMV
could well have permitted the generation of sufficient
LCMV-specific precursors 1o mount a neutralizing Ab re-
sponse comparable to controi animais. On the other hand,
the reason for the long pertod of time necded to generate
L.CMV-neutralizing Abs 15 not well understood and could
be dependent on factors other than low B cell precursor
frequency {e.g., immunopathology [42]}.

PV 15 a cytopathic posiave strand RNA virus of the Pi-
cornavindac farnily. The viral surface contains four regularly
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Figure 3. QM muce mount neutralizing Ig responses against LCMV and
PY. Groups of three mice were immunized with 200 PFU of LCMY-WE or
0.5 mi of PV {Salk vacoine) inravenously. {a) LUMV nucleoprotein~specific
Ab aters were measured by ELISA. (b} LCMV-neutralizing Abs and (¢}
PV-neutralizing Abs were measured as described in Matenals and Methods

ordered proteins (VP1-4) against which neutralizing Abs
are directed {43). In BALB/c mice, PV induces an early T
celi-independent IgM response followed by 2 T cell-depen-
dent IpG response (44). Early after immumzation with for-
malin-inactivated PV (Salk vaccine), total neutralizing Ig
titers in QM mice were similar to control animals Fig. 3 ¢).
The 1pG resporse was minally delayed, tut 20 d after in-
fection titers reached the levels observed in C37BL/6 con-
tro! mice. Interestingly, in the memory phase after 28 d of
infection, serum titers in QM mice showed a three- to
fourfold reduction compared with controls (Fig. 3 ¢). This
could reflect differences in the numbers or in the expansion
potential of the FV-specific B cell clones generated in QM
mice. In addition, the inactivated PV vaccine used in this
experiment might have provided a weaker stimulus for the
selection and expansion of PV-specific QM B cells.

Taken 1ogether, our experiments have shown that Vi
replacement and hypermutation generated the V3V-gpe-
cific immune response observed 1n QM ruce and demon-
strated the surprsingly great diversification potential of the



QM B cell repertoire, establishing that this phenomenon is
not restricted to one particular viral antigen.

Where was Vy replacement taking place in QM mice,
and what triggered it? The current model for the role of re-
cepior editing in B cell development incorporates two dif-
ferent events {45). During the early phase of B cell devei-
opment in the bone marrow, editing i induced by the
interaction berween a self-antigen and the receptor of a de-
veloping B cell (2-4). At a later phase, weak interaction be-
tween antigen and the B ceil receptor of a mature periph-
eral B cell would induce editing, whereas sirong binding
turns it off {12, 13). Evidence for the occurrence of Vi re-
placement in both bone marrow and spleen of nonirnmu-
nized QM mice was recently reported {16). However, a
sght accumulation of idiotype-negative cells in the spleen
cornpared with the bone marrow suggests that the spleen
might be a privilege site for ongoing secondery rearrange-
ment (16). In addition, a higher proportion of idiotype-
negative B cells was also observed in B cells isclated from
the peritoneum when compared with peripheral blood
{15). Thus. it would appear that there is a constant need for
diversification of the QM mouse B cell repertoire through-
out B cell development and in different tissues,

The molecular events involved in the induction of sec-
ondary rearrangemests are still not clearly defined, but dif-
feren: triggering mechanisms could be enviseged. First, B
celis could have a certain intrinsic capacity to undergo re-
ceptor editing in an antigen-independent fashion through
help from T cells, cytokines, or other stimuli. Although
this scenario cannot be ruied out, there is enough evidence
supporting the notion that B cell receptor triggering is re-
quired for induction of secondary rearrangements both in
the bone marrow (7, 8) and in the penphery {10-12} to
make this unlikely. The B cell receptor m QM mice would
not be expected to bind any other antigen than NP with
high affinity. However, 1t could be argued that weak cross-
reactive interactions between NP-specific B cells and dif-

ferent antigens could induce V gene replacement and gen-
erate virus-specific B celis. Second, it was proposed that
environmental antigenic pressure could be the driving
force behing the diversification of the V gene repertoire of
naive QM mice (15). Recent data suggested that secondary
rearrangements in peritoneal B-1 cells might contribute to
the development of autoreactive Abs (46}. In this study, the
authors proposed that frequent exposure of B-1 cells to
LPS may lower the threshold for activation of secondary
rearrangements resulting in 2 rapid shift in the Ab reper-
toire. In view of our findings, this mechanism could gener-
ate not only autoreactive B celis but also potentially useful
pathogen-specific Abs, On the other hand, de novo Vy re-
placement could have been triggered by cross-reactive
binding of the INP-specific B celi receptor to the viral anti~
gens used in this study. Although viral antigens might play
2 role in the expansion and maintenance of the virus-spe-
cific B cells in the infected mice, these interactions may be
excluded as initial triggering events because VS5V-specific
scEv Abs were isolated from a phage display library con-
structed from & natve QM mouse. Therefore, virus-specific
clones were generated in QM mice even before the intro-
duction of viral antigens. In addition, nontmmunized QM
mice undergo frequent Vi reptacement {14, 15).

It is difficult to address the role of these events in the com-
plexity of a normal Ab response. However, new evidence is
emerging in favor of the frequent involvernent of secondary
rearrangements during normal B cel development (47).
Moreover, sequence analysis of human heavy and light chain
V domains suggested that receptor editng occurs in human
peripheral B cells (48). Taken together with our results, these
experiments suggest that, together with hypermutation, sec-
ondary rearrangernent could participate in the shaping of the
natural B cell repertorre. In conclusion, our data fllustrate the
potential of Vi gene replacements in the diversification of a
restricted repertoire and definitely show that this expanded
repertoire 1s functional.
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Induction of Antibodies against
Salmonella typhi OmpC Porin by
Naked DNA Immunization

C. LOPEZ-MACIAS. M. A. LOPEZ-HERNANDEZ,
C. R. GONZALEZ. A. ISIBASI,
AND V. ORTIZ-NAVARRETE®

Unidad de Investigaciion Médice en Immunoguintica
Hospital de Especialidades
Centra Médice Nactonal Siglo XXIIMSS
PO, Box 73-032
México D.F., C.P. 03020

INTRODUCTION

Salmonella typlii, the causative agent of typhoid fever, only affects humans.
However, under certamn experimental conditions it is possible to infect animals
such as mice, and mimic some aspects of the natural infection enabling the study
of the mechanisms of the immune response to the whoie bacteria or the idenufica-
tiont of protective antigens.! Thus, employing the murine model it has been demon-
strated thal outer membrane proteins (OMPs) isolated from §. 1vplii are uble to
chicit cellular? and htmoral imimune responses. Morcover, the administration of
a muxture of OMPs! or potins® isolated from 5. typhi or purified recombinant
OmpC* induces prolection in mice against the chablenge with this bacterium.
Nevertheless, this model also has other drawbacks, The OMP preparations ob-
tained by conventional immunochemical methods always contain some contami-
nant lipopotysaccharide (LPS) because these two molecules are tiphtly associated.
Since L.PS has biological activities at very fow concentrations. it is difficult to define
the precise role of each molecule in the protection eficited. The demonstration that
naked IDNA is able to clictt specific immune response against those proteins it
encodes represents an aliernative sirategy lo overcome this problem. Here we
1epert that the inoculation of DNA bearing the S, fyphi onipC gene in the quadri-
ceps of BALB/C muce induces specific antibody responses against the OmpC
protem and, thus, could be used as a model Lo further analyze the immunological

moperties of this protein.
MATERIALS AND METHODS
Amplification of the ompC Gene
The ompC gene was amplified from the plasmid pST13% by polymerase chain

reaction {PCR). Fwo synthetic genes were obtained, one including the leader-
peptide sequence, and the other lacking this sequence (Fig. T)

" Pt of thiv work was supposted by CONACYT (Grant 264100-5-3937M 1 C 1M re-
corvetk a fellonaship fzom PUIS DXGAPAL UNARM.
T enesponding anthor,
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FIGURE . Ampliication of the empC gene and ¢onstruction of the plasmud vectors. The ompC pene was amplified from the plasaud pSTIY
hy polymerase chuin reaction IPCR) By use of the nmpC reported sequence” three primers were designed. Primer F73 included an EcoR| site.
tibosomal minding site TRBS). mitintion codon (1C) and the lewder OmpC sequence (CCGGG GAATTC AGGAG TAATTAAAATG AAA OTT
NANGTA CTQ TCO), primer F72 included a Hindl[] sie. RBS. [C. and the amine terminus sequence from the mature OmpC ICGGG AAGCTT
VGOAG TAATTAAA ATG GATATC GTC GAA ATT TAT AAT AAA GAC GGC AAC AAA) The reverse primer. designed as F74, included
s BamHl site and a stop codon (CGGG GGATCC TT GAATTC GAA CTG GTA AAC CAG ACC CAG!. Two synthetic genes were obtained.
ane ncluding the feader-peplide sequence and the other luckiag they sequence. The syntheuc genes were inserted in the convenient restricuion
sites of the pFWi92 ] expression vecter under the d-uctin promoler.
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Construction af the Plasmid Vectors

The synihetic genes were inscrted in the convenient restriction siies of the
pbFMY2.1 expression vector’ under the F-actin promoter (Fio. P The resulting
plasmids, p-LompC (with leader), p-ompC {without leader) and the pFM%2.1,
were puified by C<CL

DNA Inoculation

Groups ol five BALB/¢ mice were injected in the quadriceps four times, every
two weeks, with 108 pg of the constructs. Five days before the first DNA inocula-
tion. a mixture of bupivacaine hydrochloride and methylparaben was mjected in
the guadiiceps.

Purification of Porins

Porins were purified from S, ryphi 912, Viid and recombinant OmpC was
putified from E, eoli HH302-pST13 by sedium dodecyl sulfate (SDS) extaction
fiom haucterial membrane preparations by the method described previousiy.”?

Specific Antibody Responses

Two wecks after the last injection, the mice were bled and the antibodies
against the OmpC porin were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA} and Western bjot.?

RESULTS AND DISCUSSION

Mice inmnunized with four doses of p-LompC or p-ompC plasmids presented
anttibodies against the recombinant OmpC. These sntibodies may have high affinity
to the porin, since they resisted 0.3 M NaCl washes in the ELISA (FiG. 2). thus
indicating that there is maturation of the B cell response after immunization with
nuked DNA. The titer of antibodies deveioped by mice immunized with the
p-LompC was threefold higher thap that obtained by the p-ompC. This may be
due to the superior production and/or release of the protein to the extracellular

1)
os
(2]
gn FIGURFE 2, Induction of immuanogiolnhn €
; 1) agmnst Safmonella tapid Qo € Y b
o2 mumzation vith naked DNAL
o1
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emvironmeni. Apother possibiliy s that the p-LompC construct could prompt
celt surface eapresston of the porin. making 1 more avcessible o the B oclls, The
Western blot anah sis confirmed the antibody 1esponse to OmpCLoand neither
antibodies against LPS nor crossereacting with other ponns was demousteated.
Therefore. DNA inccutation could be an altetnative method for the mduction of
spevific innmnae responses agunst Soorepdy antigens Many qiestions rennin o
be answered, <och as, which s the mechanism i obved o the ligher antibody
response induced My the vevtor beanmg the leader sequence. whether there s
indeed cellular immune respoitse. and wiether tie imntne response is proteclive.
Considering that the current available vacuines against ty phoid fover present
pndesirable side effects due o the comtaminant LPS, naked DNA immumzation
could be explored as an approach in future vaccine developmen.
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In this study, we investigated the potential of a DNA vaccine expressing the minimal cytotoxic T
lymphocyte (CTL) epitope gp33 of the lymphocytic choriomeningitis virus glycoprotein to protect
against infection of a non-lymphoid organ and compared this to protection against a systemic infection.
Furthermore, since immune stimulatory sequences have been shown to augment CTL responses, we
examined the capacity of CpG DNA to enhance CTL memory. The data show that DNA vaccination
with a gp33-based gene construct induced short-lived gp33-specific CTL which protected against a
systemic infection but not against a peripheral infection. Immune stimulatory sequences were incapable
of either prolonging CTL memory or promoting protection against infection of a peripheral organ.
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ystract

is study attempted to evaluate and compare the role of various B cell-specific markers for anti-
ral immune responses in mouse strains lacking molecules belonging to the B cell receptor (BCR)
mplex (IgM, Iga and C,), the co-stimulatory molecules (CD19 and CD22), the protein kinases
ruton’s tyrosine kinase (Btk)] or the transcription factors (OBF-1}. These mice were tested in two
odel infections [vesicular stomatitis virus (VSV) and lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)]
ing T cell-independent (T1} or T cell-dependent (TD) antigens. All mice controlled an LCMV
fection indicating that cytotoxic T cell functions were within normal ranges. In contrast, OBF-1 -
ice were partially protected and mb-12%4¢ mice not at all protected against VSV infection, a virus
at is controlled virtually exclusively by neutralizing antibodies. Susceptibility to VSV infection

as correlated with structural defects in the spieen: absence of mature B cells and follicles with
arginal zone macrophages and absence of germinal centers with follicular dendritic cells
rrelated with fack or substantial reduction of protective IgM and lgG responses respectively. The
ck of x light chain did not affect the neutralizing response, indicating that it could easily be
placed by the A chain. Absence of the co-stimulatory molecules CD19 and CD22 or of the
gnaling molecule Btk had modulating effects, but did not increase susceptibility to VSV or LCMV.
ur findings suggest that there are crucial molecutes for B cell activation at the beginning (BECR
mplex} and the end (transcription) of the signaling cascade, whereas fine-tuning factors
odulating the response in between exhibit considerable functional overlap.

troduction

great number of molecules that play a role n B cell other signaling molecules, to a group of B cali-specric co-
welopment and activation have been dentified. Whereas a stimulatory of inhibitory molecules, or they are B cell-specific
ajority of them are expressed in various cell types of the transcription factors. The functions of these molecuies have
imune system, some are B cell specific. They either belong mamnly been investigated by blocking studies with mAb,
the B cell receptor {BCR) compiex, 10 & heterogeneous oligonucieotides or proten kinase inhibiters using celi culture
oup of tyrosine kinases and phosphatases as well as systems The genaration of gene-targeted animals has offered
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ntiviral B Cell Memory in the Absence of Mature Follicular
endritic Cell Networks and Classical Germinal Centers in
NFR1™/~ Mice!

Karrer,* C. Lépez-Macias,* A. Oxenius,* B. Odermatt,” M. F. Bachmann,* U. Kalinke,*
 Bluethmann,® H. Hengartner,* and R. M. Zinkernagel**

[FR1~~ mice have been shown to lack networks of mature follicular dendritic cells (FDCs) and they do not form germinal
iters. With nonreplicaiing Ags, IgG titers were inefficiently induced and not maintained. In this study, the neutralizing Ab
ponse and the establishment of B cell memory in TNFR1 ™~ mice after infection with vesicular stomatitis virus (VSV) were
alyzed histologically and functionally. Immunization with VSV-derived protein Ags witheut adjuvant induced only IgM but no
5 Abs in TNFR1™’~ mice, whereas VSV glycoprotein emulsified in CFA or IFA induced IgM and 1g( responses that were
ort-lived and of moderate titer. However, infection with live VSV induced excellent neutralizing IgM and IgG responses in
[FR1~/~ mice, and adoptively transferable B cell memory was generated and persisted for more than 300 days. In contrast, IgG
els and Ab-forming cells in the bone marrow declined within 300 days by 90-95% compared with controls. These findings
xoest that 1) increased Ag dose and time of Ag availability can substitute for FDC-stored Ab-complexed Ag in the induoction of
cient IgG responses in TNFR1™/~ mice devoid of classical germinal centers; 2) the induction and maintenance of adoptively
nsferable B cell memory can occur in the absence of Ag bound to mature FDCs; and 3} the long-term maintenance of elevated
> titers is largely dependent on FDC-associated persisting Ag. However, about 5-10% of the Ab preduction remained in the
sence of detectable persisting Ag in TNFR1™"™ mice, probably either due to immature FDCs being partially functional and/or

¢ to long-lived plasma cells.

cell memory is usually defined by three major charac-
teristics: 1} The persisience of elevated levels of specific

Ab. 2) The presence of memory B cells that arc often

type switched ard recirculating through the lymphatic system.
Secondary Ab responses afier reexposure to Ag are faster, lead
higher Ab titers, and produce Ab of higher affinities than pn-
ry Ab responses (1-3). However, some memory B cells do not
irculate and some have been shown to be of the IgM isotype
-6). Maintenance of elevated Ab titers vs survival of memory B
Is seerns to be regolated by distinct mechanisms. A large part of
maintenance of memory Ig titers is thought to be dependent or
presence of Ag persisting on follicular dendntic cells (FDCs)®
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in secondary lymphoid organs. indicating that at least some mem-
ory B cells are activated by Ag to produce Abs (7-10). It has
recenily been shown that plasma celis in the BM can be Jong-lived
(with a 1,,, of 90-130 days), contributing to the maintenance of
memory 1gG titers in an Ag-independent fashion (11, 12). How-
ever, the relative coniribution of the Ag-independent vs Ag-de-
pendent Ab production for the maintenance of memory Ig titers is
still a mmatter of debate.

The regutation of memory B cell survival oceurs differently.
Early experiments suggested that survival of memory B cells was
Ag dependent, since they rapidly died after transfer into an Ag-free
host (13, 14). However, other groups have shown that memory B
cells divide rarely and have a prolonged life span without the ob-
vious need of conunuous Ag contact (3, 15). Although Ab-formmng
cells (AFCsy colocalize with persisting Ag within secondary lym-
phoid organs, most memory B cells recirculate throughout the fym-
phanc system, further indicating that they do not need continuous
contact with persisting Ag (9). Thus, most of the current data sug-
gests that memory B cells do not require persistent Ag for survival,
but whether elevated specific Ig dters tn the serum are largely Ag
dependent or not is unclear,

Germinal centers (GCs) are specialized sites 1n secendary lym-
phoid organs where memory B cells arc generated and selected for
enhanced survival and for expression of high affinity surface kgG
by Ag pensisting on FDCs (2, 16~18) 1f the GC reaction is inhib-
ited esther hy depletion of the complement component C3 or by
blocking the interaction of CD4G with CD40L. memory B cells
and secondary Ab responses are not generated (19~23). However,
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rus neutralization by germ-line vs.

rpermutated antibodies

:h Kalinke*, Annette Oxenius®, Constantino Lopez-Macias®, Rolf M. Zinkernagel, and Hans Hengartner

ute of Expermental immunociogy, 8081 Zurich, Switzerland
ributed by Rolf M Zinkernagel, June 19, 2000

: infected with vesicular stomatitis virus (VSV), a cytopathic
; closely related to rabies virus, mount a virus-neutralizing
body response protecting against lethal disease. VSV-
tralizing monocdlonal lgGs isolated from primary immune
onses were devoid of somatic mutations, whereas most se¢-
ary and all hyperimmune response igGs tested were hypermu-
d. A comparative analysis of recombinant singie-chain
body fragments {scFv-Cx) revealed that even the germ-line
aursor of one hypermutated antibody bound and neutralized
. Four somatic amino acid substitutions in Vi increased by
fold the binding strength of monovalent scFv-Cx. The multi-
:nt binding avidity of germ-line scFv-Ck was increased by more
1 10-fold compared with the monovalent binding strength. in
trast, hypermutated scFv-Ck did not show such avidity effects.
s the overall binding difference between the germ-line and the
ermutated VSV-neutralizing antibody was only 10- to 15-fold.
 may explain why primary germ-line antibodies and secondary
ermutated antibodies directed against pathogens such as
ses and bacteria expressing repetitive antibody determinants
w rather similar binding qualities, whereas monovatently
ing hapten-specific antibodies can show "affinity maturation”
:cts of up to 1000-fold.,

leutralizing antibodies against many human pathogenic vi-
ruses such as polio virus. influenza virus. and rabies virus
generated carly—-ie.. within the first week after infection
7). Similarly, after infection of mice with vesicular stomatitis
15 (VSV), a cytopathic unsegmented pegative-strand RNA
15 closely related to rables virus {8). an ecarly antibody
>onse is observed. which can prevent dissemination of the
15 to meuronal tissues and protects the host from a lethal
gressive paralytic disease (9. 10). Within the first hours after
V infection, when neutralizing antibodies are notyetinduced,
interferon system crinically contributes to the survival of mice
,12). As carly as 2 days after infection, neutralizing antibodies
detectable in the serum (13). Bv 4 days after infection,
ridomas have been isolated that secrete VSV-neutralizing
m-line IgGs (14}. All VSV-neutralizing antibodies analyzed
¢ directed against ong major antigenic site of the protein
iety of the viral glvcoprotein {VSV-G) (14. 135).
"he majority of primary response 1gGs isolated 4 and 3 days
r infection used V gene fragments of the heavy and the « light
in {(Vy and V) belonging 1o the Vi Q32 and the V,19-28
c familics. These antibodies bound one defined subsite within
major antigenic site of VSV-G. In contrast. 1gGs isolated
m VSV-specific secondary and hyperimmunce 1esponses were
dominantly Vi 7183-positive and VyJ538-positive (14). The
wparison of VSV-speeific monoclonal antibodies isolated
m sccondary and hyperimmune responscs did not reveal
dence of further, diastic avidity increases or enhanced specific
tralizing capacitics {16). The neutralizing capacity of prima-
esponse 1eGs isolated 4 and 5 days alter immunization was
veed by 10- to H00-{old compured with secondary and
crimmune response leGs {(14). Because no gencalogicatly
ted serm-line and hypermutated antibodies were identfied,
vas unclear whether the mereased neutralizang capacity of
ondary and penmmuane sespanse T2Gs was due 1o nowly
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appearing antibody specificities binding to more efficiently neu-
tralizing epitopes, or whether hvpermutation had improved
VSV.specific binding and neutralization of secondary and hy-
perimmune response IgGs.

To address this guestion, somatic variation of Vy7183-positive
VSV-neutralizing monoclonal antibodies was analyzed. Vg se-
quence comparison of Vy7183/342-positive antibodies revealed
some amino acid substitutions, which were identical in different
clones. The influence of these substitutions on VSV.specific
binding and neutralization was studied in a comparative analysis
of recombinant single-chain Fv-Ck antibody fragments (scFv-
Cx) derived from one hypermutated antibody.

Materials and Methods

Mice and Vituses. Eight-week-old severe combined immunodefi-
cient (SCID) BALB/c¢ mice kept under specific pathogen-free
conditions were obtained from Iffa Credo. VSV-IND {Mudd-
Summers isolate) was originally obtained from D. Kolakofsky
(University of Geneva, Switzeriand) and was grown on BHK-21
cells {17).

Isolation and Sequencing of Vu and V. Genes. The 7.8-kb EcoRI1
fragment encoding the functionally rearranged Vy of VI24
(pVH-V124) was cloned from a A-Zap Hbrary (Stratagene). Vas
of other Vy7183/Jy2-positive hybridomas were isolated from
c¢DNA by PCR. using the 3" primer 1229 (5'-GAGTCTGGGG-
GAGGCTTAGT-3") and the 3° Cv primer 1411 {53'-CCGAT-
GGGGCTGTTGTTTTG-3"). Vi genes of VI26, VI30, VI22.
and VI2¢ were amplified by using the 5" V.21 primer 22253
(3-TCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCT-3") and the 37 C,
primer 2236 (5'-ATGCTGTAGGTGCTGTCITTGCTGT-3").
For Vi ampiification of V124, the 5° V.8 primer 2224 (5'-
GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTA-3") and
the 3" C, primer 2335 (5'-TGTCGTTCATACTCGTCCTTG-
GTC-3") were used. PCR products were gel purified and se-
quenced antomatically (Applicd Biosystems). The reliability of
the reverse transcription-PCR approach was verified by identical
Vu sequences obtained for VI24 by PCR cloning and genomic
cloning,

Generation of scFv-Ci Expression Constructs. Viy of V124 was PCR

amphified from pVH-VI24 by using the 3° primer 1211

Abbreviations VSV, vesicular stomatitis virus, VSV-G, VSV glycoprotein; scFv-C, single-

chain Fv-Ch antibody fragments, $CID, severe combined immunodeficient, pfu, plague-
forming units, COR, complementarity-determining region
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nduction of optimal anti-viral neutralizing B cell
esponses by dendritic cells requires transport and
elease of virus particles in secondary lymphoid
rgans

wrkhard Ludewig, Kevin J. Maloy, Constantino Lépez-Macias, Bernhard Odermati,
lans Hengartner and Rolf M. Zinkernage!

stitute of Experimental Immunology, Zlrich, Switzertand

dendritic cells (DC) are sentinels of the immune system, transporting antigens from the
reriphery to secondary lymphoid organs. This study investigates the interactions of DC with
3 cells for the mnduction of anti-viral neutrafizing antibody responses. Using the vesicular sto-
natitis virus glycoprotein (VSV-G} as a model antigen, we show that DC contain infection
vith cytopathic VSV in the presence of a functional IFN system, facilitating transport and
‘elease of low fevels of five virus in secondary lymphoid organs. DC expesed {0 live virus
nduced efficient neutralizing anti-viral B cell responses. in contrast, DC transporting UV-
nactivated viral antigens were poor activators of anti-viral B celis, although they were capa-
bie of very efficiently inducing virus-specific Th cells. Transgenic DC expressing a
membrane-bound form of V8V-G induced neutralizing B cell responses; howsaver, this DC-
induced, Th-dependent B cell response was significantly slower than the anti-viral 8 cell
rasponse induced by DC infectad with five VSV, and was strongly dependent on concomitant
priming of T help. These results suggest that DC may play 2 doubile role during infection with
cytopathic virus: they transport and retease live virus in secondary lymphoid tissues for opti-
mal direct B cefl induction and offer MHGC class ii~associated determinants for inductionof T

DC and antiviral B cell responses 185

help.

Key words: Dendntic cell / Anti-wiral B cell response / Neutralizing antibody / Antigen transport

1 Introduction

It 15 well estabiished that dendntic celis (DC) function as
sentinels of the immune system, capturing antigen in the
periphery and imtiating T cell-mediated immune
responses after migration to the T cell areas of second-
ary lymphoid tissues [1]. In contrast, detailed knowledge
about the role and mechanisms of DC-mediated B cell
activation is limited. Based on the observation that DC
can cluster B celis i vitro [2, 3] and in vivo [3), it has been
postulated that direct interaction of DC with B cells may
be important to elicit B celi responses. In vitro, B cell

[120023]

Thie first two authors contributed egually to this work.

Abbreviations: DC: Dendritic cell{s) VSV: Vesicular stoma-
titis virus VSV-IND: VSV serotype Indiana VSV-NJ: VSV
serotype New Jersey G: Glycoprotain UV UV inactivated
GC: Germinal center(s) Th T independent MOi: Multipheorty
of infection CFSE: 5- and 6-carboxyflurorescein diacetate
succiimidyl ester PNA: Peanut agglutimin
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responses 1o T cell-dependent antigens, such as DNP-
KLH, are greatly enhanced in the presence of DC [2], and
DC are able to non-specifically stimulate B cells to proiif-
erate and o produce IgM and IgG [4]. /n wive, activation
of B cells by DC has been shown using adoptive transfer
of DC pulsed with soluble antigen [5, §]. However, B cell
responses induced Ly antigen-puised DC were weak,
particularly when compared to immunization with the
free antigen [8].

Neutralizing anti-viral antibodies and the rapid induction
of efficient anti-viral B cell responses are mportant to
protect against mfection with cytopathic viruses [7].
Cytopathic viruses often possess highly organized,
repetitive antigenic structures facilitating the induction of
T cefi-independent (T igh responses. whereas isotype
switching to |gG is mawmly dependent on cognate help
delivered by the CD4" Th cell subset [8, 9]. Vesicular sto-
matitis virus (VSV) 1s a cytopathic rhabdovirus causing
iethal neurological disease in mice devoid of an appro-
priate B celi response [10, 11], or lacking a functional
IFN-a/3 system {12]. The giycoprotemn of VSV (VSV-G} 13

00*4-7980/00/0107-785847 50 - 50.C




Role of Porins from Salmonella
fyphi in the Induction of Protective
Immunity

A. ISIBASL® J. PANIAGUAS M. P. ROJOS
N. MARTING G RAMIREZ C. R GONZALRZ,
C. LOPEZ-MACIAS.? ). SANCIHEZ! } KUMATE® AND
V. ORTIZ-NAVARRETE"

“thidud de Investigacidn Mcdice en Inmunoquimica
CRIN Sigle XX1
IMSS. Mexico City, Mexico
‘Patologfa Eaxpetimenial
(AT
INSP

Cruecrniveea, Mor. Mexive

We previously demonstiated the ability of ouler membrane proteins (OMPs) to induce
protection against chalienge with Salmonell tvphi in mice: it was also possible o
wansler this profective effeet with inuntine seta against OMPs.! The antipens tesponsi-
hic For this protective status are two ditforent porins.? Both celfular and hamorad
mechanisms of inununity might be involved in the protection achieved The pewence
of coliular immunity is evidenced by the ability of these proteins to adtivate |
Bymphocytes fsom mice inmnunized with OMPs or with porins iselated frons 8oy
A simitat lymphoeytic profiferative tesponse ts abso observed in individuals vaceinated
againsl typhoid fever or in patients in e copvalescent phase of typhoid fever !
Mevertheiess, the specific role that each porin plays s protection is undnown, Re-
comtly, the gene encoding Oty C was cloncd® therelore, we decided to assess s
capacity o induce active protection against S, typhi in mice. We also identificd
hypothetical B-cell cpitopes in this protein and demonstiated immunoreactivity Tor
1wo ol those proposed sequicnees,

MATERIALS AND METHODS

Isolation of Omp C Recombinant Parin: Omp C recombinant porin (10mp O)
was isolated, according to a method desaiibed previously,! from Eschericin coh
U302 wansfonned with the placmid pSTIA!

Fvalnarien of Active Protection For active protedtion :1':.-(:\)'5. groups of 10 BALIY
¢ mice, each weighing 18 20 g, were twice immunized intraperitoncatly with 3 :

b Adidtess for correspondence. T 0 Tax 73032, Méaico, DT, C.F. 03020 "o
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