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RESUMEN 

La importancia de los linfocitos B como células presentadoras de antígeno (CPA) 

está bien establecida. Sin embargo, la activación de su función presentadora de 

antígenos depende de la unión de CD154, molécula expresada por los linfocitos T 

CD4 activados, al receptor CD40. Esto implica que otros tipos de CPA deben 

iniciar la activación de los linfocitos T CD4 antes de que los linfocitos B puedan 

contribuir. En el presente trabajo se evaluó la capacidad de los linfocitos B para 

activar a linfocitos T CD4 vírgenes en ausencia de otros tipos de CPA con un 

modelo de transferencia adoptiva de linfocitos B y T CD4 antígeno-específicos a 

ratones deficientes de linfocitos de distinto haplotipo. Este sistema permitió 

demostrar que los linfocitos B antígeno-específicos son CPA competentes para 

linfocitos T CD4 específicos para el mismo antígeno. La presentación del antígeno 

in vivo resultó en activación tanto de los linfocitos T CD4 como de los linfocitos B. 

La función presentadora de antígenos de los linfocitos B transferidos depende de 

la interacción CD154-CD40, ya que la transferencia de linfocitos T CD4 deficientes 

de CD154 ó de linfocitos B deficientes de CD40 no indujo activación de los 

linfocitos T CD4 ni de los linfocitos B en respuesta a la inmunización. Estos 

resultados indican que los linfocitos B tienen la capacidad de completar su proceso 

de activación e iniciar respuestas inmunes primarias en ausencia de otros tipos de 

CPA. 



SUMMARY 

The importance of 8 cells as antigen presenting cells (APC) is well established. 

However, the activation of their antigen presenting function depends on the ligation 

of CD40 by CD154, a molecule expressed on activated CD4+ T cells. This implies 

that co4• T cell activation has to be intiated by other types of APC before B cells 

can contribute. The current studies were undertaken to determine if 8 cells can 

prime naive co4• T cells in the absence of other types of APC in a model of 

adoptive transfer of antigen-specific B cells and co4• T cells into histoincompatible 

lymphocyte-deficient mice. In this scenario, the transferred 8 cells are the only 

APC capable of generating the peptide-MHCll complex necessary for activation of 

the transferred co4• T cells. By means of this system we were able to 

demonstrate that antigen-specific B cells are competen! APC for naive co4• T 

cells specific for the same antigen. In vivo antigen presentation resulted in 

expansion of both CD4 + T cells and B cells. The antigen presenting function of the 

transferred 8 cells was dependent on the CD154-CD40 interaction, as transfer of 

CD154-deficient co4• T cells or CD40-deficient B cells failed to induce T and B 

cell expansion in response to immunization. These results indicate that B cells 

have the capacity to complete their activation and initiate primary immune 

responses in the absence of other competent APC. 
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1. INTRODUCCIÓN: EL LINFOCITO B COMO CÉLULA 

PRESENTADORA DE ANTÍGENOS 

Cuando un antígeno extraño entra al organismo, el sistema inmune adaptativo 

monta una respuesta capaz de eliminarlo de manera rápida y eficiente. Los 

linfocitos T CD4+ son las células encargadas de dirigir esta respuesta al poner en 

marcha diversos mecanismos efectores. Estas células se activan al reconocer, por 

medio de su receptor de células T (TCR), péptidos derivados del antígeno unidos 

a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase 11 (MHCll) 

presentados sobre la superficie de otra célula, la cual se denomina célula 

presentadora de antígenos (CPA). Estas células, que incluyen a las células 

dendríticas (CD), a los linfocitos B y a los macrófagos son, por lo tanto, las 

encargadas de iniciar la respuesta inmune adaptativa (1 ]. 

Para activar a un linfocito T CD4+, las CPA deben ser capaces de : 1) 

endocitar el antígeno y procesarlo hacia péptidos, los cuales forman complejos 

con las MHCll, después de lo cual se expresan en la superficie celular; y 2) 

expresar las moléculas de coestimulación CD80 y CD86 que, al unirse a su 

receptor CD28, expresado constitutivamente por el linfocito T CD4+, generan una 

segunda señal de activación que sinergiza con la del TCR [2] (Fig. 1 ). Para 

adquirir estas características, las CPA también deben sufrir un proceso de 

activación que se pone en marcha cuando encuentran al antígeno y que conduce 

a la expresión de las moléculas de coestímulación. Sin activación, las CPA no 

pueden activar a los linfocitos T CD4+ por lo que el estudio de este proceso es 

muy significativo, ya que determina la iniciación de la respuesta inmune adaptativa. 

Los linfocitos B son las células de la inmunidad adaptativa encargadas de 

secretar anticuerpos que reconocen al antígeno invasor y promueven su 

eliminación por diversos mecanismos. Clásicamente, ésta ha sido reconocida 
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Figura 1. Activación de los linfocitos T CD4• por las CPA. Para poder activar a 
los linfocitos T CD4•, las CPA deben intemalizar el antígeno (a) y procesarlo hacia 
péptidos (b) que se unen a moléculas de MHCll (e) y salen a la superficie (d). 
También deben expresar moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) (e). El 
complejo péptido-MHCll genera la señal de activación 1 al unirse al TCR, mientras 
que las moléculas coestimuladoras generan la señal de activación 2 al unirse a su 
receptor CD28. 

como su función primaria. Sin embargo, también son CPA capaces de activar a los 

linfocitos T co4• [3-6] y, por lo tanto, de participar en la iniciación y expansión de 

la respuesta inmune adaptativa. Esta función ha recibido menos atención debido a 

que su activación depende de la ayuda del linfocito T CD4 • activado [7], por medio 

de la vía de coestimulación CD154-CD40, como se describirá con detalle más 

adelante. Esto implica que la activación inicial de los linfocitos T co4• debe ser 

llevada a cabo por otros tipos de CPA. Este hecho ha relegado a la función 

presentadora de antígenos del linfocito B a un papel secundario. Sin embargo, 

dada la complejidad de las interacciones celulares en el sistema inmune y la 

inmensa variedad de antígenos que pueden provocar respuestas relevantes, el 

estudio del papel del linfocito B como CPA garantiza la elucidación de 

mecanismos importantes en la generación de respuestas inmunes [8]. Por lo tanto, 

en el presente trabajo, se tratará de comprobar si la función presentadora de 

antígenos del linfocito B puede llevarse a cabo in vivo en ausencia de otras CPA y 

de establecer la importancia de la vía CD154-CD40 en este proceso. 

A continuación se proporcionará un panorama del conocimiento actual 

sobre la función presentadora de antígenos de los linfocitos B. En primer lugar se 
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describirá algunas características que los diferencian de otras CPA: su localización, 

el mecanismo por el cual endocitan antígenos y su manera de procesarlos. Luego 

se revisará el proceso de activación que deben sufrir para convertirse en CPA, 

haciéndose énfasis en la contribución de la vía de coestimulación CD154-CD40. 

Por último, se resumirá estudios que establecen la importancia del linfocito B como 

CPA en dos situaciones relevantes: la autoinmunidad y las vacunas. 

1.1. Localización: ¿Dónde se encuentran los linfocitos B y T CD4+? 

La presentación de antígenos por las CPA a los linfocitos T CD4+ se lleva a cabo 

en los órganos linfoides secundarios: nódulos linfáticos, bazo y tejidos linfoides 

asociados a mucosas. Tanto los linfocitos B como los linfocitos T co4• vírgenes 

circulan constantemente por la sangre y la linfa y salen hacia los órganos linfoides 

secundarios donde encuentran al antígeno para el cual son específicos. Esta 

salida es regulada por gradientes químicos que determinan la formación de zonas 

para cada uno de ellos. Las "zonas B" están formadas por los folículos linfoides y 

carecen de linfocitos T vírgenes, mientras que en las "zonas T" no residen 

linfocitos B (9, 1 O]. Debido a esta distribución, el encuentro de un linfocito B con un 

linfocito T CD4• para que se produzca la presentación del antígeno se ha visto 

como un evento improbable [7]. Sin embargo, estudios recientes han demostrado 

que los linfocitos B y T CD4+ pueden encontrarse dentro de los nódulos linfáticos 

poco después de la administración del antígeno. Garside y colaboradores 

visualizaron el movimiento de linfocitos específicos para un antígeno modelo. 

Observaron que después de la entrada del antígeno, se produjo una proliferación 

de los linfocitos T CD4• inducida por CD residentes en la zona T. Un día después 

observaron movimiento de los linfocitos T CD4• y B hacia los bordes de los 

folículos linfoides, donde ambos tipos de células interaccionaron y proliferaron de 

una manera antígeno-específica [11]. Otros estudios [9, 12, 13) han establecido que 

los linfocitos B y T CD4+ pueden encontrarse en cuestión de horas y que estos 

movimientos direccionados dependen de quimiocinas que se secretan ante la 
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presencia del antígeno. conduciendo a interacciones duraderas (más de una hora) 

entre las dos células. La visualización de las interacciones de los linfocitos B y T 

CD4 • en estos trabajos determina que el encuentro entre las dos células en etapas 

tempranas de la respuesta inmune es posible y apoya la función del linfocito B 

como CPA. 

1.2. Endocitosis del antígeno mediada por el receptor de células B 

Las CPA pueden endocitar al antígeno por tres procesos: fagocitosis, pinocitosis 

de fase fluida y endocitosis mediada por receptores. El linfocito B puede usar los 

dos últimos, aunque la eficiencia del proceso es muy diferente. Esto se debe a que 

para llevar a cabo la endocitosis mediada por receptor el linfocito B cuenta con un 

receptor de muy alta afinidad para un antígeno particular: el receptor de células B 

(BCR). Esta molécula es una inmunoglobulina de membrana que permite 

concentrar pequeñas cantidades del antígeno para el cual es específico. La 

importancia de este proceso en la presentación de antígeno fue demostrada por 

Batista y Neuberger, quienes utilizando líneas celulares de linfocitos B que 

expresaban BCR de distinta afinidad por el antígeno establecieron que esta 

afinidad es directamente proporcional a la capacidad del linfocito B para activar a 

linfocitos T co4• específicos para el mismo antígeno. Mientras que un BCR de 

una alta afinidad por el antígeno (Ka de 5 x 1010 Mº1) puede activar a los linfocitos 

T co4• a concentraciones de antígeno de 0.05 nM, un BCR de afinidad alta, pero 

menor (Ka de 3 x 108 M.1) necesita 10 veces más antígeno. Para que exista 

activación de linfocitos T co4• por pinocitosis de fase fluida se requiere 5000 

veces más concentración. Haciendo mutaciones del antígeno para variar la 

afinidad de la interacción, calcularon que un BCR de una Ka en el orden de 

106 M·1 puede tener presentación más eficiente que la dada por pinocitosis de fase 

fluida [14]. En conclusión, el linfocito B cuenta con un mecanismo de endocitosis 

que le permite concentrar y presentar el antígeno muy eficientemente. 
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característica que se relaciona directamente con su capacidad de activar a los 

linfocitos T Co4•. 

1.3. Procesamiento del antígeno 

El procesamiento del antígeno para presentación por MHCll sigue vías comunes 

para todas las CPA. Los antígenos internalizados en endosomas transitan por la 

vía endocítica a través de compartimientos progresivamente más ácidos, en donde 

actúan enzimas que fragmentan el antígeno en péptidos que serán presentados a 

los linfocitos T Co4•. Por otro lado, las MHCll se sintetizan en el retículo 

endoplásmico y entran a la vía endocítica junto con una molécula chaperona 

llamada cadena invariante, que ocupa la hendidura de la molécula donde deberán 

unirse los péptidos. Las MHCll y los péptidos se encuentran en compartimientos 

especiales denominados MllC, donde se lleva a cabo la carga de péptidos en las 

MCHll. Este proceso requiere el intercambio del fragmento de cadena invariante 

por un péptido del antígeno, paso catalizado por la molécula HLA-DM. Una vez 

conformados los complejos péptido-MHCll, éstos se dirigen a la superficie para 

interactuar con los linfocitos T CD4 • capaces de reconocerlos (15, 16]. Se conocen 

dos particularidades del linfocito B en relación a otras CPA en este proceso: 1) la 

dirección de sus componentes mediada por el BCR; y 2) la expresión de HLA-00, 

molécula que modula la función de HLA-DM. 

Además de la alta afinidad con la que internaliza el antígeno gracias a su 

región extracelular. el BCR genera señales hacia el interior de la célula que son 

esenciales para la activación del linfocito 8, como se revisará posteriormente. En 

relación al procesamiento de antígeno, éstas señales producen varios cambios 

que facilitan el tráfico de los distintos componentes mencionados y la generación 

de complejos péptido-MHCll. En primer lugar, la ligación del BCR estimula su 

internalización y conduce al complejo BCR-antígeno por la vía endocítica hasta los 

MllC. Así mismo, se ha comprobado que las señales del BCR inducen un aumento 
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de la síntesis de MHCll y su tráfico por la misma vía que usa el complejo BCR

antigeno. El BCR también es fundamental para dos cambios en el MllC necesarios 

para su actividad: su acidificación y la formación de estructuras llamadas cuerpos 

multivesiculares (17-20]. De esta manera, el linfocito B acopla el reconocimiento 

del antígeno a la maquinaria encargada de su procesamiento, favoreciendo su 

presentación por sobre la de otros antígenos internalizados por pinocitosis de fase 

fluida . 

La segunda característica constituye una interesante diferencia molecular 

entre el linfocito By otras CPA: la expresión de HLA-00. Esta es una MHCll no 

clásica que se expresa únicamente en el epitelio tímico y los linfocitos B. Su 

función consiste en inhibir la acción de HLA-DM en el intercambio del fragmento 

de cadena invariante con péptidos antigénicos descrito anteriormente. HLA-00 

ejerce su acción en compartimientos de pH relativamente alto, y deja de actuar a 

pH ácido. Esto conlleva a que en el linfocito B la carga de péptidos a MHCll se 

restringe más que en otras CPA dependiendo del pH. Se ha propuesto que, 

debido a que la interacción del BCR con su antígeno es muy estable y por lo tanto 

su separación también se da solamente a pH muy bajo, esto favorece la 

presentación de antígenos que fueron internalizados por el BCR (21,22). 

1.4. Proceso de activación 

Los datos revisados hasta el momento muestran al linfocito B como una CPA muy 

eficiente para presentar el antígeno para el cual es específico. La entrada de éste 

sería suficiente para que el linfocito B active a linfocitos T CD4+ específicos para el 

mismo antígeno y se inicie una respuesta inmune. Sin embargo, la probabilidad de 

que esto suceda de forma rápida es pequeña, debido a que la frecuencia de un 

linfocito B con un BCR particular es muy baja [8]. Así, después de la entrada del 

antígeno, se necesita que las clonas de linfocitos B que lo reconocen se expandan 
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para que contribuyan en la presentación de antígenos al linfocito T CD4•. La 

expansión de cada clona, así como la adquisición de las características de CPA 

profesionales, necesitan de un proceso de activación cuya iniciación requiere de 

dos señales: la unión del antígeno al BCR y la ayuda proporcionada por el linfocito 

T co4• activado (23]. 

Como se mencionó, el BCR reconoce al antígeno con su región extracelular, 

contribuyendo a que la respuesta inmune sea específica. Además, su región 

intracelular está acoplada a unidades de señalización que, ante el 

entrecruzamiento de dos BCR por un antígeno polivalente, inician una cascada de 

señales bioquímicas que culminan en la expresión de diversos genes. Esta 

constituye la primera señal de activación y es indispensable para que el linfocito B 

crezca, prolifere, se diferencie y sobreviva. Asimismo, produce numerosos 

cambios en la maquinaria de procesamiento de antígenos, descritos en el 

apartado anterior, y estimula la expresión de la molécula coestimuladora CD86 

(24,25]. 

La ayuda del linfocito T CD4 • proporciona dos señales adicionales que 

sinergizan con las del BCR y son indispensables para que la activación se 

complete: 1) citocinas, principalmente IL-2 e IL-4, que contribuyen a la 

proliferación y diferenciación; y 2) CD154, molécula de membrana fundamental en 

la activación del linfocito 8, cuya interacción con el receptor CD40 se describirá 

con detalle a continuación (23]. 

CD154 es una proteina de membrana homotrimérica que pertenece a la 

familia del factor de necrosis tumoral (TNF). Se expresa en linfocitos T co4• 

activados, plaquetas activadas, células cebadas y basófilos. Como para otras 

moléculas que participan en la activación de los linfocitos, su expresión está 

estrechamente regulada. En linfocitos T CD4•, la estimulación del TCR induce la 

transcripción del gen de CD154, la cual es potenciada y estabilizada por señales 

derivadas del receptor de coestimulación CD28. Dos horas después de la 
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estimulación del TCR, se detecta CD154 en la superficie. Su expresión alcanza un 

pico máximo entre las 8 y 12 horas post-activación y a partir de las 24 horas 

decrece a niveles basales debido a regulación post-transcripcional (26-33]. 

Por su parte, CD40 pertenece a la familia de receptores del TNF y se 

expresa como homotrímero en la membrana de las CPA, así como en otros tipos 

de células como eosinófilos, linfocitos T coa+. células epiteliales de timo y riñón, 

queratinocitos y células del endotelio vascular (27]. Su interacción con CD154 

induce un cambio conformacional que le permite asociarse a las proteínas 

adaptadoras TRAF1, 2, 3 y 6. A continuación se activan diversas vías de 

señalización, entre las que destacan las vías de p38MAPK, JNK, y Pl3-K. La 

cooperación entre estas vías activa factores transcripcionales de las familias NFKB, 

AP-1, y ATF2, los cuales participan en la inducción de expresión de genes 

involucrados en diversos procesos como adhesión, coestimulación, progresión del 

ciclo celular, inhibición de apoptosis e inducción de diferenciación, entre otros 

[26,33,34]. 

En el linfocito B, las señales derivadas de CD40 sinergizan con las del BCR 

para producir aumento de tamaño, supervivencia, secreción de inmunoglobulinas, 

y cambio de isotipo de inmunoglobulina [35]. En cuanto a la presentación de 

antígenos, se ha demostrado que la interacción CD154-CD40 potencia el 

procesamiento de antígenos [36], aumenta la expresión de MHCll, estabiliza la 

expresión de CD86 e induce la de CD80 [28,37-39]. Además, reorganiza la 

distribución de estas moléculas en la membrana plasmática para favorecer la 

presentación de antígenos (40]. De esta manera, la vía de coestimulación CD154-

CD40 produce en el linfocito B varios cambios que en conjunto le proporcionan los 

elementos necesarios para activar al linfocito T CD4+. La importancia de esta 

interacción se refleja en la ausencia de capacidad presentadora de antígenos de 

linfocitos B provenientes de ratones deficientes de CD154 [41] ó CD40 (42-44] y 

después del bloqueo de la interacción con anticuerpos anti-CD154 [11). 
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En conclusión, la presencia del antígeno inicia la activación del linfocito B 

hacia CPA, pero es indispensable que se exprese CD154 en los linfocitos T co4• 

para que el proceso se complete. Si esto no sucede, el linfocito B al presentar el 

antígeno, en lugar de activar al linfocito T CD4•, induce anergia (41,45-47] (Fig . 2). 

Este tipo de regulación impide que la función presentadora de antigenos del 

linfocito B se active de forma descontrolada y evita la generación de respuestas 

inmunes indeseables [33,48]. Sin embargo, en ciertas circunstancias, la 

presentación de antígenos propios por parte de linfocitos B puede conducir a 

autoinmunidad. Por otro lado, se puede aprovechar la función presentadora de 

antígenos del linfocito B para generar respuestas protectoras. En los siguientes 

dos apartados describiremos estas situaciones que, sin duda, son áreas de gran 

relevancia en la inmunología. 

A 

~Q-~: ,,~ 
B 

QIANERGIA I 

Figura 2. Activación de la función presentadora de antígenos del linfocito B. 
(A) Para convertirse en CPA el linfocito B necesita de las señal 1 generada por la 
interacción entre el antígeno y el BCR (a) y la señal 2, desencadenada por la unión 
de CD154, expresado por los linfocitos T co4• activados, con el receptor CD40 (b). 
Este proceso culmina en la expresión del complejo péptido-MHCll (c) y moléculas 
coestimuladoras (d), elementos necesarios para la activación del linfocito T CD4•. 
(B) Si el linfocito 8 presenta el antígeno sin haber sido activado por las dos señales 
induce anergia en el linfocito T CD4•. 
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1.5. Participación del linfocito B como CPA en las enfermedades 

autoinmunes 

Las enfermedades autoinmunes constituyen un marco en el que los linfocitos B 

pueden tener un papel importante como CPA iniciadora. A diferencia de los 

linfocitos B que, como se describió, se activan al encontrar el antígeno para el cual 

son específicos, las otras CPA se activan al reconocer en el antígeno patrones 

moleculares que son extraños al organismo. De esta forma, las CD y los 

macrófagos no se activan cuando encuentran un antígeno propio, previniéndose la 

generación de respuestas autoinmunes. Un mecanismo adicional de prevención 

de estas respuestas indeseables es la eliminación de las clonas de linfocitos T y B 

que reconocen antigenos propios durante su desarrollo en los órganos linfoides 

primarios. Sin embargo, esta eliminación no es total y existen clonas autoreactivas 

en todos los individuos. En condiciones normales, existen varios mecanismos de 

tolerancia periférica que mantienen a estos linfocitos inactivos, incluyendo la 

necesidad de moléculas coestimuladoras tanto para linfocitos T como B que se ha 

descrito y es objeto de este estudio. 

En las enfermedades autoinmunes coinciden una serie de factores 

genéticos y ambientales que conducen a la activación de los linfocitos B y T 

autorreactivos. En estas circunstancias, es atractivo pensar que un linfocito B 

autorreactivo puede ser la CPA iniciadora, ya que la presencia del autoantígeno 

puede iniciar su proceso de activación [49,50). Así, muchos estudios han abordado 

este tema en modelos murinos de enfermedad y han comprobado un papel 

trascendental para los linfocitos B en la presentación de antígenos en varias 

respuestas autoinmunes. 

En el modelo murino de lupus eritematoso sistémico (LES) llamado MRUlpr, 

la deficiencia genética de linfocitos B conduce a ausencia de enfermedad. Para 

disociar la función presentadora de antígenos de la función secretora de 

anticuerpos, Chan y colaboradores generaron en este fondo genético un ratón con 

12 



linfocitos B incapaces de secretar anticuerpos. Observaron que las lesiones de la 

enfermedad debidas a respuesta inmune celular, como vasculitis y nefritis 

intersticial, se presentaron en igual magnitud que en ratones MRL/lpr, y que la 

mortalidad fue mayor en relación a los ratones deficientes de linfocitos B (51]. Este 

estudio, además de otros realizados con linfocitos B que reconocen antígenos 

blanco del LES (49,52], sugieren un importante papel para los linfocitos B en la 

generación de la enfermedad. Estrategias similares aplicadas a la artritis inducida 

por colágena, modelo de artritis reumatoide, establecieron que la función 

presentadora de antígenos de los linfocitos B es también fundamental en la 

generación de esta patología (53,54]. Sorprendentemente, en los ratones 

diabéticos no obesos (NOD). modelo de la enfermedad humana diabetes tipo 1, 

que es mediada principalmente por inmunidad celular, la función presentadora de 

antígenos de los linfocitos B también es esencial. La deficiencia de linfocitos B 

elimina la patología, y por medio de estudios de transferencia de células y 

anticuerpos o manipulaciones genéticas, varios grupos han demostrado que la 

importancia del linfocito B se debe a su función como CPA (55-58]. 

Estos datos apoyan un papel importante para la presentación de antígenos 

por linfocitos B en la autoinmunidad. Sin embargo, para definirlo mejor deben 

dilucidarse varios aspectos sobre la capacidad presentadora de antígenos de 

estas células, algunos de los cuales serán abordados en el presente trabajo. 

1.6. El linfocito B como CPA en vacunas 

Una de las aplicaciones más importantes de las CPA son las vacunas, en las que 

activación eficiente de linfocitos T CD4+ específicos para antígenos relevantes en 

enfermedades infecciosas y neoplásicas es altamente deseable. En este campo, 

se han realizado muchos avances en modelos murinos, en los que las CD han 

probado ser eficientes CPA. Esto ha llevado a la realización de numerosos 

estudios en humanos con vacunas terapéuticas para diversos tipos de tumores. 
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En ellos se han obtenido niveles bajos de inmunidad, por lo que algunos 

investigadores han puesto atención a otros tipos de CPA, entre ellos los linfocitos 

B [59]. 

Los procedimientos para obtener linfocitos B para ser utilizados como CPA 

en vacunas están siendo determinados, así como distintas maneras para cargarlos 

con antígenos relevantes. Su activación ex vivo a través de CD40 constituye un 

paso fundamental. Ventajas potenciales de los linfocitos B sobre las CD incluyen 

la obtención de grandes cantidades a partir de volúmenes pequeños de sangre 

periférica, así como la generación de poblaciones homogéneas [59-62]. Así, la 

fase de experimentación clínica con éstas células está cerca y se esperan 

resultados halagadores. 

La participación del linfocito B en las respuestas inducidas por vacunas 

resalta la necesidad de estudios que definan los mecanismos por los cuales el 

linfocito B se convierte en una CPA competente, ya que contribuirán al éxito de 

estas estrategias. 

2. JUSTIFICACIÓN 

La introducción de este trabajo ha establecido los siguientes puntos: 

1. El linfocito B puede activar eficientemente a los linfocitos T CD4+ después 

de su activación. 

2. Para activarse, el linfocito B necesita de CD154, molécula expresada por 

los linfocitos T CD4+ activados. 

Esto significa que las primeras células en ser activadas deben ser los linfocitos 

T CD4• y que, por lo tanto, otro tipo de CPA debe ser la encargada de iniciar su 

activación. De esto se desprende que el linfocito B no puede iniciar respuestas 
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inmunes por si solo y que se necesita un periodo de activación y expansión de las 

clonas relevantes de linfocitos T CD4 • para que la función presentadora de 

antígenos del linfocito B se ponga en marcha. 

Este modelo concuerda con algunas publicaciones en las que se demuestra 

que la deficiencia de linfocitos B no es un impedimento para la activación de 

linfocitos T co4• vírgenes (63,64]. Sin embargo, los linfocitos B son capaces de 

activar a los linfocitos T co4• vírgenes tanto in vitro [3,5] como in vivo [4,6,39,65], 

y las respuestas inmunes a ciertos antígenos no se llevan a cabo en su ausencia 

[5,66-68]. Además, como se describió en la introducción, el linfocito B cuenta con 

ciertas características particulares como CPA que le permiten tener un papel 

importante en respuestas inmunes relevantes. A pesar de esto, hasta el momento 

no se ha demostrado que el linfocito B pueda iniciar una respuesta inmune. 

Se han utilizado varias estrategias para tratar de demostrar la capacidad del 

linfocito B para activar a linfocitos T CD4• vírgenes in vivo. Estas incluyen 

direccionamiento del antígeno al linfocito B a través de receptores específicos (4] , 

inyección de antígeno intravenoso a ratones transgénicos para un BCR específico 

[6] e inyección de linfocitos B cargados con péptidos ex vivo (39]. En todos estos 

estudios se observó activación de linfocitos T CD4•, por lo que los autores 

concluyeron que la CPA responsable era el linfocito B. Sin embargo, en todos los 

casos existían otros tipos de CPA capaces de presentar el antígeno y no se 

descartó formalmente que éstas hayan podido tener acceso a éste, por lo que con 

este tipo de experimentos no se puede concluir que los linfocitos B pueden iniciar 

la activación de los linfocitos T CD4• por si solos. 

Un estudio reciente estableció que los linfocitos B son capaces de activar a 

linfocitos T co4• en ausencia de CD. El modelo utilizado consistió en la 

transfección de linfocitos B ex vivo con un transgén para un antígeno, el cual fue 

presentado in vivo a linfocitos T CD4• en ratones reJB-1-. los cuales carecen de CD 

derivadas de médula ósea. Aunque estos ratones tienen otras poblaciones de CD 
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y macrófagos, los autores fueron capaces de probar que el linfocito B era la CPA 

responsable al realizar los experimentos con linfocitos B deficientes de MHCll , en 

los cuales no hubo activación de linfocitos T CD4+ (65] . Si bien es cierto que este 

estudio deja claro que el linfocito B puede activar al linfocito T CD4 + por si solo, el 

antígeno presentado era una proteína endógena codificada por el transgén que de 

alguna forma llegó a la vía de procesamiento de antígenos de MHCll , por lo que 

no se evaluó la importancia de la endocitosis mediada por el BCR en éste proceso. 

Además, los linfocitos B se activaron durante el proceso de transgénesis, y por lo 

tanto no se evaluaron las vías normales de activación de su función presentadora 

de antígenos. 

Con estos antecedentes, se plantea el estudio de la capacidad del linfocito 

B para presentar el antígeno y activar a linfocitos T co4• vírgenes in vivo en 

ausencia de otros tipos de CPA profesionales, y se pretende estudiar el papel que 

juega la vía de coestimulación CD154-CD40 en este proceso. 

3. HIPÓTESIS 

3.1 El linfocito Bes una CPA competente en ausencia de otros tipos de CPA. 

3.2 Durante su proceso de activación, el linfocito B puede inducir la expresión de 

CD154 en los linfocitos T CD4 ... 

4. OBJETIVOS 

4.1 Determinar si el linfocito B puede activar a linfocitos T CD4 + vírgenes in vivo en 

ausencia de otras CPA. 
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4.2 Establecer si cuando no participan otras CPA, la vía de coestimulación CD154-

CD40 es necesaria para la activación de la función presentadora de antígenos del 

linfocito B. 

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Para demostrar las hipótesis planteadas se realizaron experimentos de 

presentación del antígeno lisozima de gallina (LG) in vivo utilizando un modelo de 

transferencia de linfocitos B y T CD4+ de ratones transgénicos a ratones 

deficientes de linfocitos (Ragz'·) (Fig. 3). Los ratones donadores de linfocitos B 

(MD4) expresan un transgén para un BCR anti-LG, mientras que los donadores de 

linfocitos T CD4+ (3A9) expresan un transgén para un TCR que reconoce un 

péptido de la LG unido a la MHCll IAk (pLG-IAk). Estos ratones son del haplotipo 

H2k, mientras que los ratones receptores son del haplotipo H2b. De esta forma, los 

linfocitos B transferidos son las únicas CPA presentes en el ratón receptor que 

expresan la molécula IAk y, por lo tanto, las únicas capaces de presentar el 

antígeno a los linfocitos T co4• transferidos. Así, después de inmunizar con el 

antígeno relevante y aislar las células del bazo, se analizaron varios parámetros 

por citometría de flujo para determinar la capacidad presentadora de antígenos del 

linfocito B en ausencia de otros tipos de CPA. (Fig. 4). Para explorar algunos 

puntos adicionales se hicieron algunas variantes de esta estrategia básica, 

aspectos que serán detallados en la sección de resultados. 

Para explorar la participación de la vía de coestimulación CD154-CD40 en 

el proceso de activación del linfocito B en este modelo, se cruzaron a los ratones 

donador~s de linfocitos By T co4• con ratones deficientes de CD40 y CD154, 

respectivamente, y se hicieron experimentos similares a los ya descritos. 
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DONADORES DE LINFOCITOS B : DONADORES DE LINFOCITOS T CD4•: 
RATONES MD4 

HAPLOTIPO: H2' 

RATONES 3A9 

HAPLOTIPO: H2' 

Sus linlocilos B expresan BCR anli-LG 
Sus CPA expresan lA' 

Sus linfocitos T expresan TCR anli-pLG-lA' 

B 

RECEPTORES: 
RATONES Rag2./-

HAPLOT1PO: H2" 
carecen de linfocitos 

Sus CPA no expresan IA' 

• 

J 
Tc04 

Figura 3. Transferencia de linfocitos B y T c04• transgénicos a ratones 
deficientes de linfocitos. Ver el texto para detalles. 

Aislamiento 
de esplenocitos 

Tinción para 
CD4, V~8, 

LG, CD19, IAk 
---> 1 Citometrla de flujo 1 

Figura 4. Estrategia utilizada después de la transferencia. Ver el texto para 
detalles. 
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6. MATERIALES Y METODOS 

6.1. Ratones 

Los ratones utilizados en este trabajo fueron mantenidos en el 8ioterio de la 

Unidad de Medicina Experimental de la UNAM en condiciones libres de patógenos 

y manipulados de acuerdo a las normas establecidas. En este trabajo se utilizaron 

siete tipos de ratones, los cuales fueron donadores o receptores de linfocitos en 

los experimentos de transferencia descritos en la sección anterior. A continuación 

proporcionamos una descripción breve de cada tipo de ratón . Las combinaciones 

utilizadas para cada experimento se detallarán en la sección de resultados. 

6.1.1. B 1 O.BR: es la cepa silvestre de haplotipo H2k que fue utilizada para 

cruzar al resto de ratones. También se utilizaron como donadores de linfocitos 8 y 

como receptores en algunos experimentos. 

6.1.2. MD4: contienen un transgén para un 8CR que reconoce a la LG. La 

gran mayoría de los linfocitos 8 de estos ratones expresan este 8CR (Fig. 5A) y 

las inmunoglobulinas que secretan son de clase lgM [69]. Fueron adquiridos de 

Jackson Laboratories en el haplotipo H2b. Se cruzaron con ratones 810.8R y en la 

segunda generación se seleccionaron ratones homocigotos para la molécula IAk 

haciendo tinción de leucocitos de sangre periférica para esta molécula. Los 

ratones MD4 fueron mantenidos cruzando un macho MD4 con una hembra 

810.8R y seleccionando los ratones transgénicos por tinción de leucocitos de 

sangre periférica con LG marcada con FITC, la cual se une al 8CR transgénico 

(Fig. 5A). Se utilizaron como donadores de linfocitos 8 y como receptores. 

6.1.3. 3A9: son transgénicos para un TCR que reconoce un péptido 

conformado por los aminoácidos 48-62 de la LG unido a la MHCll IAk (pLG-IAk). 

Este TCR utiliza el segmento variable Vp8, lo que permite identificar las células 

que lo expresan con el anticuerpo F23.1 , especifico para dicho segmento. Más del 
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A RATÓN 810.8R RATÓN MD4 
(cepa silvestre) (transgénico para BCR anti-LG) 

0.9% 99.2% 

"' L_j __ g 
e 
~ 
w 

---~--

Región: Células CD19• 

B RATÓN 81 0.8R RATÓN 3A9 
(cepa silvestre) (transgénico para TCR anti-pLG-IAk) 

26.0% 99.6% 

Región: Células TCR+ 

Figura 5. Expresión de receptores transgénicos en ratones MD4 y 3A9. 
Leucocitos de sangre periférica de ratones MD4 y 3A9 fueron teñidos con anti
CD19 y LG y anti-TCR y anti-V~8, respectivamente, y analizados por citometria de 
flujo. (A) Porcentaje de células positivas para LG en la región CD1 g• de ratones 
B10.BR y MD4. (B) Porcentaje de células positivas para V~8 en la región TCR+ de 
ratones B1 O.BR y 3A9. 

99% de los linfocitos T de los ratones 3A9 expresan el segmento V¡¡8 (Fig. 58). No 

contamos con un anticuerpo capaz de reconocer el clonotipo del TCR transgénico, 

por lo que no pudimos estimar directamente la proporción de linfocitos T que lo 

expresan. Sin embargo, en la descripción original de estos ratones se demuestra 

que la gran mayoría de los linfocitos T CD4 + lo hacen (46]. Los ratones 3A9, así 

como el hibridoma productor de anticuerpo F23.1, fueron donados por el Dr. Dario 
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Vignali (St. Jude's Children Hospital, Memphis, TN, USA) Los ratones se 

encontraban en el fondo genético C3H, de haplotipo H2k. Fueron cruzados por 

varias generaciones con ratones 810.BR y mantenidos cruzando un macho 3A9 

con una hembra 810.BR. Se seleccionaron a los ratones transgénicos por tinción 

de leucocitos de sangre periférica con anticuerpos anti-TCR y anti-V~8 (Fig. 58). 

Fueron utilizados como donadores de linfocitos T CD4+. 

6.1.4. Rag2"'·: Ratones deficientes de la recombinasa Rag2 que no pueden 

rearreglar los genes del BCR ni del TCR. Debido a que la expresión de estos 

receptores es indispensable para el desarrollo de los linfocitos, estos ratones 

carecen de estas células. Fueron donados por el Dr. Leopoldo Santos 

(CINVESTAV). Fueron utilizados en su haplotipo original, H2b. También se 

cruzaron con ratones 81 O.SR hasta obtener ratones homocigotos para IAk y para 

la mutación en Rag2, los cuales se utilizaron en algunos experimentos. Se 

seleccionaron los ratones Rag2·1• haciendo tinción de leucocitos de sangre 

periférica para los marcadores de linfocitos 8220 y CD4. Fueron utilizados como 

receptores. 

6.1 .5 co154"'·: tienen una mutación dirigida en el gen de CD154. Su 

fenotipo semeja al de humanos con la misma mutación, que consiste en la falta de 

formación de centros germinales y de cambio de isotipo de anticuerpo, lo cual 

resulta en una respuesta humoral deficiente [70,71]. El desarrollo de linfocitos T y 

B en estos ratones es normal. Fueron regalados por el Dr. Leopoldo Flores 

(CINVESTAV) en el haplotipo H2b. Para los experimentos, se cruzaron con 

ratones 810.8R hasta obtener ratones homocigotos para IAk y luego con ratones 

3A9 hasta obtener ratones transgénicos y deficientes de CD154. Los ratones 

CD154·1· se seleccionaron mediante amplificación del gen por reacción en cadena 

de la polimerasa de DNA extraído de cola, de acuerdo al protocolo detallado por 

Jackson Laboratories. Fueron utilizados como donadores de linfocitos T CD4+. 
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6.1.6. co40·1·: su fenotipo es igual al de los ratones CD154·1• (72]. Fueron 

donados por el Dr. Jesús Martínez. Su haplotipo original era H2d, y para los 

experimentos fueron cruzados con ratones 910.BR y luego MD4, hasta obtener 

ratones MD4/CD40·1• homocigotos para IAk. La selección de ratones CD40-'· en 

estas cruzas se hizo por tinción de leucocitos de sangre periférica con anticuerpo 

anti-CD40. Fueron utilizados como donadores de linfocitos B. 

6.1.7. C57BU6: ratones de haplotipo H2b (cepa silvestre) que fueron 

utilizados como donadores de linfocitos B en algunos experimentos. Fueron 

adquiridos de Jackson Laboratories. 

6.2. Purificación de linfocitos 

Los linfocitos B y T co4• se purificaron por selección negativa a partir de células 

de bazo utilizando el método de separación celular activada por magnetismo 

(MACS). Este consiste en marcar a las poblaciones de células no deseadas con 

anticuerpos biotinilados y estreptavidina conjugada a perlas magnéticas. Una vez 

hecho esto, se pasan las células por una columna colocada en un campo 

magnético, donde las células marcadas son retenidas, mientras que las células de 

interés pasan y son recolectadas sin haber sufrido ninguna alteración en el 

proceso. 

El protocolo utilizado fue el recomendado por el fabricante de los reactivos 

para MACS (Miltenyi Biotech), y se resume a continuación: 

Se extrajeron las células del bazo de los ratones donadores y se lisaron los 

eritrocitos con buffer de lisis (NH4CI 8.3 mg/mL, KHC03 1 mg/mL, NA2EDT A 

0.04 mg/mL; pH 7.4). 

Se resuspendieron las células en buffer de marcaje para MACS (EDTA 0.58 

mg/mL en PBS; pH 7.4) a una concentración de 1 x 108/ml. 
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Se añadieron los siguientes anticuerpos biotinilados a concentraciones 

adecuadas previamente determinadas por citometría de flujo: 

o Para purificar linfocitos B: 

• Anti-CD43 (Pharmingen) 

• Anti-CD8a (Pharmingen) 

• Anti-CD11 b (Pharmingen) 

o Para purificar linfocitos T CD4•: 

• Anti-8220 (Pharmingen) 

• Anti-CD8a (Pharmingen) 

• Anti-CD11 b(Pharmingen) 

• Anti-IAk (H116.32, purificado en nuestro laboratorio) 

• Anti-IAk (10.2.16, purificado en nuestro laboratorio) 

Se incubaron a 4°C por 20 minutos y se lavaron dos veces con buffer de 

marcaje. 

Se resuspendieron en 90µ1 de buffer de marcaje por cada 107 células y se 

añadieron 1 O µI de estreptavidina conjugada a perlas magnéticas por cada 

90 µI de suspensión. 

- Se incubaron a 6ºC por 15 minutos y se lavó dos veces con buffer de 

marcaje. 

Se resuspendieron las células en 3 ml de buffer de separación para MACS 

(EDTA 0.58 mg/ml, albúmina de suero bovina 5 mg/ml en PBS; pH 7.4). 

Se colocó la columna de separación en el campo magnético y se la preparó 

lavándola con 3 ml de buffer de separación. 

- Se pasó la suspensión de células por la columna y se recolectó la fracción 

negativa. 

Se lavó la columna con 3 ml de buffer de separación por 3 ocasiones. 

Se lavaron las células con PBS por dos ocasiones y se resuspendieron 

para tinción con CFSE o para ser transferidas. 
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Con este protocolo se obtuvo una pureza ;::95% de acuerdo a tinción con 

anticuerpos anti-CD4 y anti-CD19 para linfocitos T co4• y B, respectivamente (Fig. 

6). 
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ANTES DE 
PURIFICACIÓN 

32.8% ----

DESPUÉS DE 
PURIFICACIÓN 

96.7% 

Células de bazo de ratón 3A9 

Figura 6. Pureza obtenida después de la purificación de linfocitos de ratones 
transgénlcos por MACS. Células de bazo de ratones MD4 y 3A9 fueron teñidas 
con anti-CD19 y anti-CD4, respectivamente, antes y después de la purificación. (A) 
Porcentaje de células positivas para CD 19 antes y después de purificación de 
linfocitos B MD4. (B) Porcentaje de células positivas para CD4 antes y después de 
purificación de linfocitos T CD4• 3A9. 
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6.3. Tinción con carboxifluoresceína (CFSE) 

Los linfocitos T CD4+ purificados se resuspendieron en PBS con 0.1% de albúmina 

bovina a una concentración de 1 x 107 células/ml. Se añadió CFSE a una 

concentración final de 1 O mM y se incubaron a 37ºC por 1 O minutos. Las células 

se lavaron con PBS por dos ocasiones y se resuspendieron para la transferencia 

[73). 

6.4. Ensayos de transferencia de linfocitos 

Los linfocitos purificados fueron suspendidos en PBS e inyectados por vía 

intravenosa a los ratones receptores. Se transfirieron 3 x 106 linfocitos B y 1 x 106 

linfocitos T CD4+ en 100 µl. En algunos experimentos se inyectaron 1 x 107 

esplenocitos de ratones 3A9. Un día después se inmunizó a los ratones por vía 

intraperitoneal con 100 µg de LG disueltos en 50 µL de PBS, o el PBS sólo, 

mezclado con 50 µL de adyuvante incompleto de Freund. Éste se utilizó para 

formar agregados del antígeno que puedan entrecruzar a dos o más BCR, ya que 

la LG es un antígeno monovalente que en forma soluble solo puede ligar a un 

BCR. Tres días después se aislaron las células del bazo, se lisaron los eritrocitos y 

se realizó tinción para citometría de flujo o ensayos de producción de citocinas. 

6.5. Citometría de flujo 

Los esplenocitos procedentes de los ensayos de transferencia fueron teñidos con 

anticuerpos marcados con fluorocromos siguiendo el procedimiento estándar. 

Brevemente, las células se resuspendieron en buffer para FACS (NaN3 0.5 mg/mL, 

EDTA 1.5 mg/mL, suero fetal bovino 2%, suero de caballo 2% en PBS, pH 7.4) a 

una concentración de 1 x 107 células/ml. Se colocaron en placas de 96 pozos (50 

µL por pozo) y se incubaron por 20 minutos a 4ºC con las siguientes 

combinaciones de reactivos primarios: 

- anti-CD4-PE, anti-V118-biotina y anti-CD69-FITC 

25 



anti-CD4-APC-Cy7, anti-V118-biotina y anti-CD62L-PE 

LG-FITC, anti-CD19-PE y anti-IAk-biotina 

anti-CD80-FITC y anti-CD19-PE 

anti-C086-FITC y anti-CD19-PE. 

Se lavaron las células por 3 ocasiones y se incubaron 20 minutos a 4ºC con 

estreptavidina-PerCP. Después de 3 lavados se transfirieron a tubos de FACS y 

se analizaron en un citómetro de flujo FACSCalibur. 

6.6 Ensayos de producción de citocinas 

Para evaluar la producción de citocinas in vitro por parte de los linfocitos T CD4+, 

los esplenocitos procedentes de los ensayos de transferencia se incubaron con 

células de la línea LKD1 .3 cargadas con el antígeno. Se escogieron éstas CPA 

porque son linfocitos B que expresan un BCR específico para LG y la molécula IAk. 

Las células LKD1 .3 fueron suspendidas a una concentración de 5 x 1 os células/ml 

en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (10%) y 

antibióticos, y colocadas en placas de 24 pozos (500 µL por pozo). Se añadió LG 

para llegar a una concentración final de 1 O µg/ml y se incubaron a 37ºC con 5% 

de C02 durante 12 horas. Al final de este periodo, se añadieron 5 x1 os 
esplenocitos procedentes de los experimentos de transferencia suspendidos en 

500 µL de medio de cultivo, y brefeldina A para llegar a una concentración final de 

1 O µg/ml. Se incubaron por 4 horas, luego de las cuales se realizó una tinción con 

anti-CD4-APC-Cy7 y anti-V¡¡8-biotina-estreptavidina-PerCP. A continuación, para 

tinción intracelular de citocinas, se permeabilizaron las células incubándolas con 

solución Cytofix/Cytoperm (SO Pharmingen) por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Después de dos lavados se incubaron con anticuerpos anti-interferón-y 

(IFN-y)-PE ó anti-interleucina-2 (IL-2)-PE, se lavaron tres veces y se analizaron en 

el citométro de flujo. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Los linfoci tos B inducen proliferación de linfocitos T CD4+ vírgenes en 

ausencia de otras CPA. 

Para probar que el linfocito Bes una CPA competente in vivo en ausencia de otras 

CPA profesionales, se transfirieron linfocitos T co4• 3A9 marcados con CFSE 

junto con linfocitos B MD4 del haplotipo H2k, a ratones Rag2·1· del haplotipo H2b. 

Como se discutió en la sección de estrategia experimental, en estas circunstancias 

el linfocito B es la única CPA capaz de presentar el antigeno relevante. Un grupo 

de ratones recibió únicamente los linfocitos T co4• 3A9, y por lo tanto no 

contenían CPA que expresen IAk. Después de 24 horas los animales fueron 

inmunizados con LG o PBS, y tres días después se sacaron las células del bazo y 

se realizó tinción para CD4 y el segmento variable del TCR V¡¡8, expresado por los 

linfocitos T co4• transgénicos. La cantidad de linfocitos T co4• fue 

significativamente mayor en los ratones que recibieron linfocitos B y antígeno en 

relación a los grupos control, tanto en el porcentaje de esplenocitos como en el 

número absoluto de células presentes en el bazo (Fig. 7A y C). La pérdida de 

fluorescencia de CFSE, que refleja el número de divisiones celulares, también fue 

mayor en este grupo (Fig. 78). Estos resultados indican que los linfocitos B son 

capaces de presentar el antígeno específico e inducir la proliferación de linfocitos 

T co4• vírgenes en ausencia de otras CPA. 

A pesar de que en los dos grupos control la proliferación de los linfocitos T 

c o4• 3A9 fue menor que en el grupo que recibió linfocitos B MD4 y antígeno, se 

observaron diferencias importantes entre ellos. El grupo que recibió linfocitos B y 

PBS sin antígeno presentó una proliferación mayor que el grupo que no recibió 

linfocitos B (Fig. 7A-C). Esto indica que, en este sistema, los linfocitos B. además 

de inducir proliferación específica para el antígeno, también inducen un grado 

menor de proliferación "homeostática" independiente de éste. 
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Figura 7. Proliferación de linfocitos T CD4• después de presentación de 
antígeno por linfocitos B ín vívo. Linfocítos T CD4• 3A9 de haplotipo H2k 
marcados con CFSE fueron transferidos con o sin linfocitos B MD4 de haplotipo 
H2k a ratones Rag2./·/H2b. Un dia después los ratones fueron inmunizados con LG 
o PBS y tres dias después las células del bazo fueron aisladas, teñidas con anti
CD4, anti-V~8, LG, anti-CD19 y anti-IAk y analizadas por citometria de flujo. (A) 
Porcentaje de células C04•Vp8•. (B) Expresión de CFSE en las células co4·v~a·. 
(C) Número total de células C04•Vp8+. (D) Porcentaje de células IAk• en las células 
CD19•LG• y C019·LG· según las regiones indicadas a la izquierda. (C) muestra 
promedio y desviación estándar de 6 ratones por grupo de 4 experimentos 
independientes; (A), (B) y (D) muestran un ratón representativo. 
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Para comprobar que la presentación de antígenos había sido realizada por 

los linfocitos B y no por posibles CPA de otro tipo provenientes de los ratones 

donadores que hayan podido contaminar las poblaciones transferidas, se realizó 

una tinción para identi ficar la expresión de la molécula IAk en el bazo marcando a 

los esplenocitos con LG conjugada a FITC, que se une al BCR específico de los 

ratones MD4, y con anticuerpo anti-CD19, un marcador de linfocitos B. 

Observamos que más del 99% de los linfocitos B transferidos (LG•co19•) 

expresaban niveles altos de IAk, mientras que el porcentaje de células positivas 

para esta molécula en el resto de células (LG·co19·) fue de O a 0.02% (Fig. 70), 

niveles de fondo similares a los observados en ratones Rag2·1• de haplotipo H2b. 

Estos datos demuestran que los linfocitos B fueron las únicas CPA capaces de 

formar el complejo péptido-MHCll necesario para activar a los linfocitos T co4• en 

este sistema. 

7.2 Después de la presentación del antígeno por linfocitos B in vivo, los 

linfocitos T co4• aumentan la expresión de CD69 y sintetizan citocinas in 

vitro. 

Para examinar el estado de activación de los linfocitos T co4• después de la 

presentación del antígeno por los linfocitos B, se transfirieron linfocitos B MD4 con 

linfocitos T co4• 3A9 o los linfocitos T co4• sólos a ratones Rag2"1m2b, los 

cuales fueron inmunizados con LG 24 horas después. Después de 3 días, se 

sacaron los esplenocitos y se midió la expresión de CD62L y CD69 y la producción 

de IFN-y e IL-2 in vitro. 

Se escogieron las moléculas CD62L y CD69 para evaluar el estado de 

activación de los linfocitos T co4• porque su expresión se relaciona con el primer 

encuentro de estas células con una CPA competente. CD62L se expresa en 

linfocitos T co4• vírgenes que no han tenido contacto con el antígeno y su 

expresión disminuye en las células de memoria. Por su parte, CD69 se expresa 
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poco después de la interacción con la CPA, por lo que es un marcador de 

activación temprana. Antes de la transferencia, los linfocitos T co4• eran 

CD62L•co69" (Fig. 8A), indicando que en los ratones donadores (que nunca 

estuvieron en contacto con el antígeno) no habia presencia de células activadas y 

que durante el proceso de purificación no hubo activación alguna. En los 

esplenocitos recuperados después de la transferencia, las células CD4.V¡¡8• 

aumentaron sus niveles de CD69 únicamente en los ratones que recibieron 

linfocitos B. Este cambio se produjo tanto en el porcentaje de células positivas 

para CD69, como en la intensidad de fluorescencia dada por este marcador (Fig. 

8A y C). Los niveles de CD62L no cambiaron en ninguno de los grupos (Fig. 8A). 

Para complementar el estudio de la activación de los linfocitos T C04 •, se 

estudió la producción de las citocinas IFN-y e IL-2 in vitro después de re

estimulación con el antígeno, ya que ésta es una de las funciones cardinales de 

los linfocitos T co4• después de su activación. Con este fin, se incubaron los 

esplenocitos procedentes de los ensayos de transferencia con CPA cargadas con 

el complejo péptido-MCHll relevante. Se escogió como CPA a la línea de linfocitos 

B LKD1 .3 debido a que expresan un BCR de alta afinidad para la LG y la molécula 

IAk. Además, por tratarse de células tumorales, expresan las moléculas de 

coestimulación características de las CPA profesionales. Así, se realizó el ensayo 

para medir citocinas intracelulares de acuerdo al protocolo detallado en Materiales 

y Métodos. Los resultados indicaron que únicamente las células CD4+vpa• que 

estuvieron en contacto con linfocitos B histocompatibles in vivo fueron capaces de 

producir IFN-y e IL-2 in vitro; las células CD4.V¡¡8+ que no tuvieron contacto con 

linfocitos B produjeron cantidades insignificantes de ambas citocinas, a pesar de 

estar junto a CPA histocompatibles cargadas con el complejo péptido-MHCll 

relevante in vitro (Fig. 88 y C). Esplenocitos incubados con CPA que no fueron 

cargadas con antígeno no produjeron cantidades significativas de ninguna de las 

dos citocinas. 
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Figura 8. Activación de linfocitos T CD4• después de presentación de 
antígeno por linfocitos B in vivo. Linfocitos T CD4• 3A9 de haplotipo H2k fueron 
transferidos con o sin linfocitos B M04 de haplotipo H2k a ratones Rag2•·/H2b. Un 
dia después los ratones fueron inmunizados con LG y tres dias después las células 
del bazo fueron aisladas y teñidas con anti-CD4, anti-Vll8, anti-CD69 y anti-CD62L 
ó utilizadas para ensayos de producción de citocinas in vitro (ver Materiales y 
Métodos). (A) Porcentaje de células positivas para CD69 y CD62L en la región 
C04•Vp8•. (B) Porcentaje de células positivas para IFN-y e IL-2 en la región 
CD4•Vp8•. (C) Porcentaje de células positivas e intensidad de fluorescencia media 
(IFM) en la región CD4•Vp8• para los marcadores Indicados. (C) muestra promedio 
y desviación estándar de 4 ratones por grupo de 2 experimentos independientes; 
(A) y (B) muestran un ratón representativo. 
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Estos resultados indican que la proliferación de los linfocitos T co4• 
inducida por la presentación del antígeno por linfocitos B se asocia a un fenotipo 

de activación. 

7.3. En presencia del antígeno relevante, los linfocitos B proliferan y 

aumentan la expresión de MHCll y moléculas coestimuladoras. 

Para estudiar el estado de activación de los linfocitos B que activaron a los 

linfocitos T CD4·. se realizaron los ensayos de transferencia inmunizando con LG 

o inyectando sólo PBS mezclado con el adyuvante. Tres días después se realizó 

tinción para el BCR anti-LG, CD19, IAk y las moléculas de coestimulación COSO y 

CDS6. La cantidad de linfocitos B específicos para LG recuperada de los ratones 

que recibieron esta proteína fue significativamente mayor en relación a los ratones 

que recibieron PBS, tanto en número absoluto como relativo (Fig. 9A y B). Los 

linfocitos B que estuvieron en contacto con el antígeno también aumentaron su 

tamaño (lo cual se refleja en aumento en el valor de dispersión frontal (FSC)), así 

como la expresión de IA\ COSO y CD86 (Fig. 9C). Estos resultados indican que 

la presencia del antígeno no sólo es esencial para la generación del complejo 

péptido-MHCll, sino también para la maduración del linfocito B hacia CPA 

profesional. 

7.4. La activación de los linfocitos T co4• requiere de una población 

expandida de linfocitos B específicos para el antígeno. 

Para determinar si la capacidad de los linfocitos B como CPA en este modelo 

dependía de la expresión del BCR específico para el antígeno, se realizaron los 

mismos ensayos de transferencia incluyendo un grupo al que se transfirieron 

linfocitos B provenientes de ratones de la cepa silvestre 810.BR. Estos ratones 

contienen el repertorio normal de linfocitos, por lo que la cantidad de linfocitos B 
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Figura 9. Activación de linfocitos B después de Inmunización con el antigeno. 
Linfocitos T C04 • 3A9 y linfocitos B MD4 de haplotipo H2k fueron transferidos a 
ratones Rag2"·/H2b. Un día después los ratones fueron inmunizados con LG o PBS 
y tres días después las células del bazo fueron aisladas, teñidas con LG, anti
C019, antl-IAk, anti-COSO y anti-COS6 y analizadas por citometría de flujo. (A) 
Número total de células C019.LG•. (B) Porcentaje de células C019.LG•. (C) 
Porcentaje de células con alta dispersión frontal (FSC), y positivas para lAk, COSO 
y COS6 en la región de células C019•. (A) muestra promedio y desviación 
estándar de 6 ratones por grupo de 4 experimentos independientes; (B) y (C) 
muestran un ratón representativo. 
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Figura 10. Presentación de antígeno por linfocitos B específicos. Linfocitos T 
CD4• 3A9 y linfocitos B MD4 6 810.BR de haplotipo H2k fueron transferidos a 
ratones Rag2-l·/H2b. Un dla después los ratones fueron inmunizados con LG y tres 
días después las células del bazo fueron aisladas, teñidas con anti-CD4, anti-V~8, 
LG, anti-CD19, anti-IAk, anti-CD80 y anti-CD86 y analizadas por citometría de flujo. 
(A) Número total de células CD4·V~8·. (B) Porcentaje de células C04·V~8+. (C) 
Número total de células co19• y CD19•LG•. (C) Porcentaje de células positivas 
para IN, CD80 y CD86 en la región de células CD19+. (A) y (C) muestran 
promedio y desviación estándar de 6 ratones por grupo de 3 experimentos 
independientes; (B) y (O) muestran un ratón representativo. 
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con un receptor específico para la LG es muy baja. Los resultados indicaron que la 

prolíferacíón de los linfocitos T CD4 • 3A9 se produjo sólo cuando se transfirieron 

junto con los linfocitos MD4, demostrándose que para que el linfocito 8 sea una 

CPA eficiente se necesita de una expansión previa de la clona relevante (Fíg. 10A 

y 8). Los línfocitos B B10.8R que no indujeron la proliferación de los linfocitos T 

co4• 3A9 tampoco sufrieron los cambios necesarios para convertirse en CPA 

profesíonales: proliferación y aumento en la expresión de MHCll y moléculas 

coestimuladoras (Fig . 10C y O). 

Los ensayos anteriores se realizaron transfiriendo 3 x 106 linfocitos 8 , dosis 

que fue la utilizada inícíalmente y que fue capaz de activar a los linfocítos T Co4•. 

Para determínar la cantidad mínima de linfocitos B específicos para el antígeno 

necesaria para activar a los linfocitos T co4• en nuestro sistema, se realizó un 

experimento transfiriendo una cantidad progresivamente mayor de linfocitos 8 

MD4 mezclados con linfocitos 8 810.BR para siempre transferir 3 x 106 linfocitos 8 

en total. Así, los dístintos grupos recibieron O, 2.5 x 105
, 5 x 105

, 1 x 106
, ó 3 x 106 

linfocitos 8 MD4. En los tres últimos grupos se observó proliferación de los 

linfocitos T co4• 3A9, y ésta se correlacionó con presencia de cantidades 

ímportantes de linfocitos 8 específicos para LG (Fig. 11 ). Como era de esperarse, 

el número de linfocitos 8 que se marcaron con LG fue progresivamente mayor en 

cada uno de estos grupos, de acuerdo a la cantidad de linfocitos 8 MD4 que 

recibieron . Sin embargo, los niveles de proliferación de los línfocitos T co4• 3A9 

fueron simílares en estos tres grupos, indicando que la cantidad de linfocitos 

específicos para LG presentes en el bazo del grupo que recibió 5 x 105 fue 

suficiente para presentar el antígeno con la misma eficiencia que en los grupos 

que recibieron mayor cantidad. Por otro lado, en el grupo que recibió 2.5 x105 

linfocitos 8 MD4 se observaron los mísmos resultados que en los ratones que sólo 

recibieron línfocitos B 810.8R: no se observaron niveles significativos de 

prolíferacíón de los linfocitos T CD4+ 3A9 y la cantidad de línfocitos 8 positivos 

para LG recuperada fue mínima (Fig. 11 ). En resumen, con la menor dosis 

probada no se consiguió que los linfocitos 8 MD4 se distribuyan en los órganos 
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linfoides secundarios en un número adecuado para que el antígeno sea captado y 

presentado de manera eficiente; con cantidades mayores de linfocitos B antígeno

específicos la proliferación de los linfocitos T co4• fue similar, indicando que 

cuando la cantidad de linfocitos B específicos para el antígeno rebasa un umbral, 

los linfocitos T co4• pueden ser activados de manera eficiente. 
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Figura 11. Dosis de l infocitos B especificos para el antígeno necesar ia para 
presentación eficiente. Linfocitos T CD4• 3A9 y distintas cantidades de linfocitos 
B MD4 y 810.BR de haplotipo H2k fueron transferidos a ratones Rag2-l·/H2b. Un día 
después los ratones fueron inmunizados con LG y tres días después las células del 
bazo fueron aisladas, teñidas con anti-CD4, anti-Vp8. LG y anti-CD19, y analizadas 
por citometría de flujo. (A) Número total de células CD4•Vp8•. (B) Número total de 
células CD19•LG•. Se muestran promedio y desviación estándar de 3 ratones por 
grupo de un experimento. 

7 .5 La expresión de MHCll en los linfocitos B es responsable de la 

proliferación homeostática de los linfocitos T CD4+. 

La proliferación de linfocitos T co4• observada en nuestro sistema en los ratones 

que recibieron linfocitos B pero no antígeno podría explicarse por la expresión en 

los linfocitos B de la molécula IAk, ya que la función del MHCll en la proliferación 

homeostática de los linfocitos T co4• ha sido probada [74-79]. Para demostrarlo, 

se realizaron ensayos de transferencia en los que los ratones donadores de 

linfocitos B fueron C57BU6, cepa silvestre de haplotipo H2b. La cantidad de 
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linfocitos T CD4 • 3A9 recuperados de los ratones que recibieron estos linfocitos B 

fue muy baja, similar a los controles que no recibieron linfocitos B en ensayos 

anteriores (Fig. 12, comparar con Fig. 7A y C). Linfocitos B MD4 incluidos en los 

mismos experimentos indujeron niveles de proliferación de los linfocitos T co4• 
similares a los mostrados en secciones anteriores. Estos resultados indican que la 

expresión de la molécula IAk en los linfocitos B es la responsable de la 

proliferación homeostática independiente de antígeno observada en este sistema. 
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Figura 12. Ausencia de inducción de proliferación de linfocitos T CD4• por 
linfocitos B de distinto haplotipo. Linfocitos T CD4 • 3A9 y linfocitos B MD4 (H2k) 
ó B57BL/6 (H2b) fueron transferidos a ratones Rag2"·/H2b. Un día después los 
ratones fueron inmunizados con LG y tres días después las oélulas del bazo fueron 
aisladas, teñidas con anti-CD4 y anti-VP.8 y analizadas por citometría de flujo. (A) 
Número total de oélulas CD4•Vp8•. {B) Porcentaje de oélulas CD4•Vp8•. (A) 
muestra promedio y desviación estándar de 4 ratones por grupo de 2 experimentos 
independientes; (B) muestra un ratón representativo. 
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7.6. Los linfocitos B pueden inducir proliferación de linfocitos T CD4+ en 

ratones no linfopénicos. 

Los linfocitos transferidos a ratones deficientes de linfocitos proliferan de manera 

importante ya que encuentran vacíos los espacios que les corresponden en los 

órganos linfoides secundarios y no tienen que competir por recursos con otros 

linfocitos [74,80,81]. En nuestro sistema experimental se utilizaron ratones 

deficientes de linfocitos como receptores con el fin de aislar la función del linfocito 

B de la de otras CPA. Aunque en este contexto la proliferación de linfocitos T 

co4• observada sin duda se debe a presentación de antígenos por linfocitos B, no 

se puede definir la contribución del ambiente linfopénico de los ratones receptores 

para este fenómeno. Por lo tanto, el siguiente objetivo fue determinar la capacidad 

de los linfocitos B de inducir la proliferación de linfocitos T co4• en un ambiente 

no linfopénico. Para lograrlo, se utilizaron como receptores ratones 

histocompatibles, ya que ratones de otro haplotipo con un repertorio normal de 

linfocitos rechazarían las células transferidas. Sin embargo, como se explicó en la 

sección de estrategia experimental, en estas circunstancias no se puede aislar la 

contribución del linfocito B en la proliferación de linfocitos T co4• de la de otras 

CPA. Por esta razón, en primer lugar se realizaron ensayos utilizando como 

receptores a ratones linfopénicos histocompatibles con el fin de determinar la 

contribución de los otros tipos de CPA en la presentación del antígeno en nuestro 

modelo. 

Después de transferir linfocitos T co4• 3A9 a ratones Rag2·1· de haplotipo 

H2k e inmunizar con LG, se observaron niveles de proliferación mayores a los de 

la proliferación homeostática observada en ratones que no recibieron el antígeno 

(Fig. 13A). Esta proliferación también fue mayor a la observada en ratones Rag2.¡. 

de haplotipo H2b que recibieron únicamente linfocitos T co4• 3A9 y fueron 

inmunizados con antígeno (comparar Fig. 13A con 7C). Estas diferencias reflejan 

la capacidad de CPA diferentes al linfocito B de inducir proliferación de linfocitos T 

co4• en nuestro sistema. Sin embargo, estos niveles de proliferación fueron 
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significativamente menores a los observados luego de transferir linfocitos B MD4 

junto con los linfocitos T co4• 3A9 a ratones Ragz'-IH2k e inmunizarlos con LG 

(Fig. 13A). Esto indica que los linfocitos B son los principales responsables de la 

activación de los linfocitos T CD4+ en este modelo, incluso en presencia de otros 

tipos de CPA que expresan la molécula IAk. 
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Figura 13. Proliferación de linfocitos T CD4+ después de presentación de 
antlgeno en ratones hlstocompatlbles linfopénicos y no linfopénlcos. (A) 
Esplenocitos 3A9 con o sín linfocitos B MD4 de haplotipo H2k fueron transferidos a 
ratones Rag2-l·/H2k. (B) Esplenocitos 3A9 fueron transferidos a ratones MD4 6 
B10.BR, ambos H2k. Un dia después los ratones fueron inmunizados con LG o 
PBS y tres días después las células del bazo fueron aisladas, teñidas con anti-CD4, 
y anti-V ~8 y analizadas por citometria de flujo. (A) y (B) Número total de células 
CD4•V ~8+. Se muestran promedio y desviación estándar de 4 ratones por grupo de 
dos experimentos independientes. 
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La demostración de que los linfocitos 8 MD4 son las CPA más importantes 

en nuestro modelo nos permitió realizar experimentos con ratones no linfopénicos 

como receptores para evaluar la presentación de antígeno por linfocitos B en un 

ambiente linfoide normal. En estos experimentos se transfirieron esplenocitos 

procedentes de ratones 3A9 a ratones MD4 ó 810.8R y se inmunizaron con LG o 

PBS. Se observó proliferación significativa únicamente en los ratones MD4 que 

recibieron LG, mientras que no se observaron diferencias en las cantidades de 

células CD41VJ18• en ratones MD4 ni 810.8R que recibieron P8S (en los que se 

representa únicamente proliferación homeostática) ni en ratones B10.8R que 

recibieron LG (en los que se representa la proliferación inducida por CPA distintas 

a los linfocitos B) en relación a ratones que no recibieron ningún tratamiento (Fig. 

138). Estos datos indican que los linfocitos 8 son capaces de inducir proliferación 

de linfocitos T co4• en ratones no linfopénicos, pero que en este contexto no se 

observa proliferación homeostática. 

7.7. La expresión de CD154 en las células T co4• y de CD40 en los linfocitos 

B son esenciales para que los linfocitos B puedan convertirse en CPA 

competentes. 

Debido a que la vía de coestimulación CD154-CD40 participa en la maduración del 

linfocito B hacia CPA, nuestro siguiente objetivo fue estudiar el papel de la 

expresión de CD154 en los linfocitos T co4• en nuestro sistema. Para esto se 

diseñaron ensayos de transferencia en los que los donadores de linfocitos T co4• 

fueron ratones 3A9 ó 3A9/CD154·1· • En ellos se observó que la cantidad de 

linfocitos T co4• recuperados después de la presentación del antígeno por los 

linfocitos 8 MD4, tanto en números relativos como absolutos, fue 

significativamente mayor cuando los linfocitos T co4• 3A9 expresaban CD154 (Fig. 

14A y B). Esto se relacionó con una expansión de los linfocitos B MD4 co

transferidos (Fig. 14C), así como con la adquisición de las características de CPA 

competente: expresión elevada de MHCll y moléculas coestimuladoras (Fig. 140). 
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Estos datos demuestran que la expresión de CD154 en los linfocitos T CD4+ 

es indispensable para que los linfocitos B maduren como CPA en nuestro sistema. 

Sin embargo, estos ensayos no permiten establecer si la ausencia de expresión de 

CD154 en los linfocitos T CD4+ puede tener algún efecto en su respuesta ante la 

presentación del antígeno. Por lo tanto, se realizó el experimento inverso: 

transferencia de linfocitos B MD4 ó MD4/CD40_,_ junto con los linfocitos T CD4+ 

3A9. Cuando la CPA del sistema era co40-1-, se observaron resultados similares a 

los obtenidos cuando CD154 estaba ausente en los linfocitos T CD4+: falta de 

proliferación tanto de los linfocitos T CD4+ 3A9 (Fig. 15A y B) como de los 

linfocitos B MD4 (Fig. 15C) y falta de aumento de expresión de MHCll, COSO y 

CD86 en los linfocitos B (Fig. 150). Con estos experimentos se demuestra que la 

falta de maduración de los linfocitos B a través de CD40 impide la activación de 

linfocitos T CD4+, aunque estos sean capaces de expresar CD154. 
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Figura 14. Necesidad de expresión de CD154 en los linfocitos T CD4• para la 
función presentadora de antígenos de los linfocitos B. Linfocitos T C04• 3A9 
C0154•1• ó C0154-I· y linfocitos 8 M04 de haplotipo H2k fueron transferidos a 
ratones Rag2-l·/H2b. Un día después los ratones fueron inmunizados con LG y tres 
días después las células del bazo fueron aisladas, teñidas con anti-C04, anti-V~8 , 
LG, anti-C019, anti-IAk, anti-COSO y antí-C086 y analizadas por citometría de flujo. 
(A) Número total de células C04•Vp8•. (B) Porcentaje de células C04•Vp8+. (C) 
Número total de células CD19•LG•. (C) Porcentaje de células positivas para IAk, 
COSO y C086 en la región de células CD19+. (A) y (C) muestran promedio y 
desviación estándar de 4 ratones por grupo de 2 experimentos independientes; (B) 
y (D) muestran un ratón representativo. 
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Figura 15. Necesidad de expresión de CD40 en los linfocitos B para la 
presentación de antígenos a los linfocitos T CD4+. Linfocitos T C04+ 3A9 y 
linfocitos B MD4 CD4Q•t• 6 C04Q-t- de haplotipo H2k fueron transferidos a ratones 
Rag2-i·/H2b. Un día después los ratones fueron inmunizados con LG y tres días 
después las células del bazo fueron aisladas, teñidas con anti-CD4, anti-Vp8, LG, 
anti-CD19, anti-IAk, anti-CD80 y anti-CD86 y analizadas por citometria de flujo. (A) 
Número total de células Co4•v11a•. (B) Porcentaje de células CD4•Vp8•. (C) 
Número total de células CD19•LG•. (C) Porcentaje de células positivas para IAk, 
CD80 y CD86 en la región de células CD19+. (A) y (C) muestran promedio y 
desviación estándar de 4 ratones por grupo de 2 experimentos independientes; (B) 
y (D) muestran un ratón representativo. 
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8. CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN 

8.1. Los linfocitos B pueden activar a linfocitos T co4• vírgenes en ausencia 

de otras CPA profesionales. 

Los ensayos de transferencia utilizados en este trabajo fueron diseñados para 

aislar la función presentadora de antígenos de los linfocitos B de la de otros tipos 

de CPA profesionales y para incrementar las posibilidades de que los linfocitos B 

encuentren al antígeno y a linfocitos T co4• específicos para éste. En este 

contexto, se observó que los linfocitos B son capaces de activar a linfocitos T 

co4• vírgenes in vivo sin la necesidad de interacción previa con otros tipos de 

CPA profesionales. La activación de los linfocitos T co4• se reflejó en varios 

parámetros: proliferación, aumento de la expresión del marcador de activación 

temprana CD69 y producción de las citocinas IL-2 e IFN-y in vitro después de re

estimulación con el antígeno (Fig. 7 y 8). Este hallazgo representa la contribución 

más importante de este trabajo, ya que es el primer modelo en el que se puede 

establecer este hecho para la presentación de un antígeno exógeno. 

Una de las limitaciones del modelo utilizado fue la transferencia de linfocitos 

a un ambiente linfopénico en donde pueden proliferar sin competencia [74,80,81]. 

El uso de ratones deficientes de linfocitos de un haplotipo distinto al de los 

linfocitos B permitió tener un ambiente en el que ninguna otra CPA expresara la 

MHCll necesaria para activar a los linfocitos T co4• transgénicos que se utilizaron. 

Además, al carecer de linfocitos, éstos ratones no pueden rechazar las células 

transferidas aunque sean de un haplotipo diferente. No era posible lograr estas 

condiciones al usar ratones con un número normal de linfocitos como receptores: 

el uso de ratones histocompatibles no permitiría disociar la función presentadora 

de antígenos del linfocito B de la de otros tipos de CPA, y el uso de ratones de 

otro haplotipo hubiera desencadenado el rechazo de las células incompatibles. 

Para poder comprobar si la presentación de antígenos por el linfocito B podía 
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realizarse en un ambiente no linfopénico, en primer lugar se estableció que en 

este sistema el linfocito B es la CPA más apta para presentar el antígeno (Fig. 

13A). Este hecho concuerda con datos publicados anteriormente que demuestran 

que la LG es un antígeno que es presentado muy eficientemente por linfocitos B 

específicos y pobremente por las CD [82]. Este resultado permitió realizar 

experimentos de transferencia utilizando ratones no linfopénicos como receptores. 

En ellos se observó que los linfocitos B son capaces de activar a linfocitos T co4• 
vírgenes (Fig. 138). Estos datos concuerdan con modelos previos en los que se 

demuestra presentación de antígenos por linfocitos B in vivo, pero en ellos es 

imposible disociar la contribución de los otros tipos de CPA. No obstante, creemos 

que estos experimentos refuerzan nuestras observaciones iniciales porque 

demuestran que el ambiente linfopénico no es un factor determinante en la 

proliferación de linfocitos T co4• inducida por linfocitos B en ausencia de otros 

tipos de CPA. 

8.2. La función presentadora de antígenos de los linfocitos B depende de su 

proliferación y de aumento en la expresión de MHCll y moléculas 

coestimuladoras. 

Para ser una CPA eficaz, el linfocito B debe sufrir un proceso de activación, el cual 

consiste en proliferación, crecimiento, aumento de la expresión de MHCll e 

inducción de la expresión de moléculas ca-estimuladoras. Al explorar el estado de 

activación de los linfocito B en nuestros ensayos de transferencia tres días 

después de administrar el antígeno, se observó que se habían producido todos 

estos cambios (Fig. 9). Por su parte, en los ratones que no recibieron el antígeno 

los linfocitos B no se activaron, lo cual indica que la capacidad presentadora de 

antígeno de los linfocitos B en este modelo está directamente relacionada a la 

presencia de su antígeno específico, la cual, como es conocido, contribuye a éstos 

cambios a través de la generación de señales por el BCR. 
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8.3. Para conseguir una activación eficiente de linfocitos T co4• se necesita 

de una población expandida de linfocitos B específica para el antígeno. 

Con el primer grupo de ensayos realizados se concluyó que los linfocitos B son 

capaces de activar a los linfocitos T co4• sin la participación de otros tipos de 

CPA. Sin embargo, al transferir linfocitos B provenientes de ratones transgénicos 

que expresan un BCR específico para el antígeno a ser presentado, no se refleja 

Ja frecuencia de linfocitos B específica para determinado antígeno presente en el 

repertorio normal, la cual no se conoce con exactitud pero se sabe es muy baja. 

Como se mencionó, los linfocitos transgénicos se utilizaron para aumentar la 

probabilidad de encuentro con el antígeno y con los linfocitos T Co4•. Para 

establecer la importancia que tuvo en nuestro modelo la presencia de una 

población de linfocitos B específica para el antígeno, se realizaron ensayos con 

linfocitos B provenientes de ratones silvestres, los cuales tienen un repertorio de 

linfocitos normal. En ellos, se observó claramente que, en este modelo, para 

activar a los linfocitos T co4• es indispensable la presencia de una población 

previamente expandida de linfocitos B especificas para el antigeno (Fig. 1 O y 11 ). 

La falta de función presentadora de antígenos de los linfocitos B provenientes de 

ratones silvestres se relacionó con falta de activación de los mismos. Estos 

resultados nos permiten concluir que la expansión clonal que tiene lugar después 

del primer encuentro del linfocito B con el antígeno es un paso fundamental para 

que los linfocitos B puedan contribuir como CPA en la iniciación de respuestas 

inmunes. 

8.4. La proliferación homeostática de los linfocitos T co4• puede ser 

inducida por la expresión de MHCll en los linfocitos B. 

Para que los linfocitos T co4• proliferen, fue necesaria la ca-transferencia de 

linfocitos B y la inmunización con el antígeno, ya que la falta de una de estas dos 
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condiciones resultó en una proliferación significativamente más baja. Sin embargo, 

entre los grupos control estudiados, también se encontró una diferencia: la 

proliferación de los linfocitos T co4• fue mayor cuando se transfirieron junto con 

linfocitos B en comparación a cuando se transfirieron solos (Fig. 7). Varios 

estudios demuestran que las MHCll son responsables de este tipo de proliferación 

homeostática [74-79]. En nuestro modelo, la transferencia de linfocitos T co4• 

3A9 solos a ratones Rag2·1• de haplotipo H2b resultó en la ausencia de MHCll del 

haplotipo adecuado que puedan inducir la proliferación homeostática. El hecho de 

que se haya encontrado esta proliferación en ratones que además recibieron 

linfocitos B histocompatibles, pero no el antígeno, sugirió fuertemente que en 

nuestro sistema los linfocitos B podían inducir proliferación homeostática de los 

linfocitos T co4• gracias a la expresión de las moléculas de MHCll relevantes. 

Para confirmar esta hipótesis, se realizaron los ensayos de transferencia utilizando 

linfocitos B silvestres que no expresan el MHCll reconocido por el TCR de los 

linfocitos T co4• 3A9. En ellos, los linfocitos T co4• no iban a encontrar a 

moléculas de MHCll compatibles, a pesar de haber sido ce-transferidos linfocitos 

B. La falta de proliferación en este contexto (Fig. 12) demuestra que la 

proliferación homeostática observada en los ensayos anteriores se debe a la 

expresión de MHCll por los linfocitos B. 

8.5. La interacción CD154-CD40 es indispensable para la activación de la 

función presentadora de antígenos de los linfocitos B. 

La activación de la función presentadora de antígenos del linfocito B requiere de 

señales iniciadas por dos receptores: el BCR y CD40. En el modelo estudiado, la 

activación del linfocito B y su capacidad de activar a los linfocitos T co4• indican 

que los ligandos de estos receptores, el antígeno y CD154, respectivamente, 

estuvieron presentes. Sin embargo, CD154 es una molécula expresada en los 

linfocitos T co4• activados, y, en este caso, estas células no habían recibido 
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ninguna señal previa para activarse. Este fenómeno puede explicarse de varias 

maneras: 

1. Las señales provenientes de C040 podrían no ser indispensables para 

que se active la función presentadora de antígenos de los linfocitos B en nuestro 

sistema. Señales derivadas de receptores del sistema inmune innato que se 

expresan en los linfocitos B, como los receptores tipo Toll (TLR) 4 y 9, pueden 

proporcionar la segunda señal de activación (83,84]. Estos receptores reconocen 

productos microbianos, como lípopolisacárido (LPS) o ONA bacteriano con 

secuencias CpG, los cuales pudieron estar contaminando cualquiera de las 

preparaciones utilizadas durante el aislamiento y purificación de los linfocitos. 

2. Otras fuentes de CD154 podrían haber activado la función presentadora 

de antígenos del linfocito B. Como se mencionó en la introducción, tipos celulares 

diferentes al linfocito T C04+ activado son capaces de expresar CD154. Aunque 

esta expresión debe participar en la activación de células que expresan C040 en 

la periferia, se considera que su importancia en la activación de los linfocitos 8 en 

los órganos linfoides durante el desarrollo de una respuesta inmune es mínima, ya 

que carece de la regulación específica para el antígeno que proporciona el TCR 

en los linfocitos T CD4+. A pesar de estas consideraciones, no se podía descartar 

que otra fuente de CD154 haya sido la responsable de la activación de los 

linfocitos 8 en nuestro modelo experimental. 

3. Después de encontrar al antígeno e iniciar su proceso de activación, el 

linfocito 8 podría ser capaz de interactuar con el linfocito T C04+ e inducir la 

expresión de C0154, la cual proporcionaría la segunda señal para completar la 

activación de la función presentadora de antígenos del linfocito B. 

La estrategia que se utilizó para probar estas hipótesis fue transferir 

linfocitos T CD4+ 3A9 deficientes de CD154 junto con los linfocitos 8 M04, ó 

linfocitos 8 MD4 deficientes de CD40 junto con linfocitos T CD4+ 3A9. En estos 
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experimentos no se observó activación de los linfocitos T co4• ni de los linfocitos 

B (Fig. 14 y 15), lo cual indica que para que se active la función presentadora de 

antígenos del linfocito B se requiere de una vía CD154-CD40 intacta. De esta 

manera se descartó que la activación del linfocito B en este sistema dependa de 

señales derivadas de un receptor distinto a CD40 y que exista una fuente de 

CD154 distinta al linfocito T co4• activado. Así, la expresión de CD154 en el 

linfocito T co4• necesaria para la activación del linfocito B debe ser 

desencadenada por su interacción con el linfocito B. 

Aunque en este estudio no se detectó la expresión de CD154 en los 

linfocitos T co4• a los tiempos probados, probablemente debido a que es 

transitoria [32], muchos datos publicados en la literatura apoyan la hipótesis de 

que la interacción linfocito 8-linfocito T co4• después del encuentro con el 

antígeno puede culminar en la activación de las dos células. Como se describió en 

la introducción, la expresión de CD86 y de CD154 en los linfocitos B y T Co4•, 

respectivamente, se inician con el entrecruzamiento de los receptores para 

antígeno de estas células [24,29]. Sin embargo, en ambos casos es indispensable 

la presencia de moléculas ce-estimuladoras para que se complete la activación 

[29-31 ,38,39], y la expresión de éstas podría aumentar progresivamente hasta 

llegar a niveles adecuados para la activación. De esta manera, el linfocito B 

después de encontrar al antígeno puede presentar el complejo péptido-MHCll en 

su superficie y expresar niveles bajos de CD86 (Fig. 16A). Estos dos elementos 

pueden estimular, a través del TCR y CD28, respectivamente, la expresión de 

CD154, la cual estimularía en el linfocito B la expresión de CD80 y CD86 [37] (Fig. 

168), haciendo que las señales intercambiadas crezcan progresivamente y 

culminen en la activación de las dos células (Fig. 16C y D). Varias publicaciones 

han sugerido anteriormente esta sucesión de eventos [6,29,85], y nuestro modelo 

proporciona una prueba de que pueden ocurrir en ausencia de otros tipos de CPA 

profesionales. 
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Figura 16. Activación de los linfocitos T c04• por linfocitos B en ausencia de 
otros tipos de CPA. (A) El entrecruzamiento del BCR por su antigeno específico 
(a) conduce a la expresión del complejo péptido-MHCll (b) y de CD86 en niveles 
bajos (c). (B) El TCR de un linfocito T co4• específico para el mismo antígeno es 
entrecruzado por el complejo péptido-MHCll, mientras que CD86 se une al 
receptor CD28. Estas dos señales inducen la expresión de CD154 en niveles bajos 
(d). Esta molécula se une a CD40, iniciando sel'iales que conducen a aumento de 
expresión de CD86 e inducen la expresión de COSO (e). (C) y (O) Las señales se 
siguen intercambiando entre las dos células hasta que se completa la activación de 
las dos. 
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El modelo experimental utilizado presenta características que no reflejan 

una respuesta inmune normal. Como ya se discutió, el uso de linfocitos 

transgénicos, indispensable para obtener una interacción linfocito B - linfocito T 

CD4+ productiva, representa una etapa avanzada de la respuesta inmune en la 

que la expansión clona! ya se llevó a cabo. Adicionalmente, se utilizó sólo un 

antígeno modelo. A pesar de estas limitaciones, los resultados son relevantes ya 

que pueden aplicarse a las situaciones en las que el linfocito B participa como 

CPA. En primer lugar, en las enfermedades autoinmunes el proceso patológico se 

desarrolla en el curso de años, en los que pueden expandirse las clonas 

relevantes de linfocitos B [50,86), y además existe una inmensa cantidad de 

potenciales antígenos blanco. Por otro lado, las aplicaciones en vacunas 

constituyen respuestas inmunes artificiales en las que se puede manipular de 

varias formas a las células y los antígenos participantes. Así , este trabajo 

contribuye al mejor entendimiento de estos procesos al establecer la capacidad 

del linfocito B como CPA y la importancia de su activación a través de CD40. 

En conclusión, el sistema experimental utilizado permitió determinar que 

interacciones entre linfocitos By T CD4+ que nunca habían estado en contacto con 

el antígeno resultaron en activación de ambas células y, en el contexto del 

conocimiento actual sobre el tema, estas observaciones originales contribuyen a 

reforzar la importancia del papel de la función presentadora de antígenos del 

linfocito B. 
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Abreviaturas 

APC 

BCR 

CD 

CFSE 

CPA 

FITC 

IFN-y 

IL 

LES 

LG 

MHCll 

PE 

PerCP 

p-LG-IAk 

TCR 

TNF 

Aloficocianina 

Receptor de células B 

Célula(s) dendrítica(s) 

5(6)-Succinimidil-éster de diacetato de carboxifluoresceína 

Célula(s) presentadora(s) de antígeno 

lsotiocianato de fluoresceína 

lnterferón-y 

lnterleucina 

Lupus eritematoso sistémico 

Lisozima de gallina 

Molécula(s) del complejo principal de histocompatibilidad clase 11 

Ficoeritrina 

Proteína de peridinin clorofila 

Complejo péptido de LG4a.s2-IAk 

Receptor de células T 

Factor de necrosis tumoral 
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B cells can prime naive CD4 + T cells in uiuo in the 
absence of other professional antigen-presenting cells 
in a CD154-CD40-dependent manner 

Daniel Roddguez-Pinto and José Moreno 

Research Unit on Autoimmune Diseases, Centro Médico Nacional Siglo XXI, 
Instituto Mexicano del Seguro Social, Méx.ico D.F., México 

The role ofB cells as APC is well established. However, their abilily to prime naive T cells 
in vivo has been difficult to examine because of the presence of dendritic ceUs. The 
current studies were undertaken to examine this issue in a model of adoptive transfer of 
antigen-specific B cells and T cells in to histoincompatible Rag2-1- mice. By means of 
this system, we were able to demonstrate that antigen-specific B cells are competent 
APC for naive CD4+ T cells specific for the same antigen. in vivo antigen presentation 
resulted in expansion of both CD4 + T cells and B cells. The antigen-presenting function 
of the transferred B cells was dependent on the CD154-CD40 interaction, as transfer of 
CD154-deficient antigen-specific CD4 + T cells or CD40·deficient B cells failed to induce 
Tand B cell expansion in response to immunization. These results indicate that antigen
specific B cells have the capacity to induce primary T cell responses in che absence of 
other competent APC. 
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Introduction 

The role of B cells as APC in primary immune responses 
has not been considered of importance because of their 
dependence on help from activated CD4 + T cells to 
become competent APC (1). This constraint implies that 
other rypes of professional APC are the only ones 
capable of priming naive CD4 + T cells. Accordingly, 
B cell deficiency is not an impediment for CD4 + T cell 
priming in sorne experimental models (2, 3). However, 
B cells have the ability to prime naive CD4+ Tcells both 
in vitro (4, S) and in vivo (6-9), and immune responses 
to certain antigens are hampered in the absence of 
B cells (5, 10, 11]. Yet, formal evidence that B cells can 
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Abbreviations: MHCll: MHC class 11 molecules · HEL: Hen egg 
lysozyme . HELp·IA": HEL peptide,._.2-tA' complex 
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prime an immune response without the need of other 
professional APC is lacking. 

B cells possess a high-affinity antigen receptor, the 
BCR, that permits efficient presentation of a particular 
antigen to speciñc CD4+ T ce.lis [12) . However, to 
activate CD4 + T cells, B cells need to marure into 
professional APC, a process in which help from activated 
CD4 + T ce lis, by meaos of the CD154 molecule, is 
essencial. B cell activation requires t\YO major signals, 
the first one generated by BCR cross-linking by antigen 
and the other by che interaction of CD154 with the B cell 
surface receptor CD40 (13]. Signals derived from CD40 
ligation drive B cell growth, proliferation and survival 
and lead to up-regulation and redimibution of MHC 
dass 11 molecules (MHCll) and costimulatory molecules 
such as COSO and CD86 [8, 14-17). These effects are 
crucial for B cell mamration, as B cell antigen-present
ing function is impaired in both CD40· and CD154· 
deficient mice as weU as after blockade of CD154-CD40 
interactions [14, 18-20]. Consequemly, B cells need to 
interact with CD154-expressing CD4 + T cells to become 
competent APC. 
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The need of a molecule expressed only by acrivaled 
CD4+ Tcells to develop the amigen-presenring function 
of B cclls indicares that B cells cannor primean immune 
response by rhemselves unless rhey are able to elicit 
CD154 expression by CD4+ T cells during rheir own 
activation process. Only a few stud ies ha ve attempled 10 
demonstrate that B cells can prime naive CD4 • Tcells on 
their own, without the panicipation of other profes
sional APC in vivo. Straregies to show lhis have included 
rargeting antigen 10 B cells through specific receprors 
(6). i.v. injection of anrigen wirhout adjuvam imo BCR
transgenic mice [7] and preloading B cells with pepride 
ex vivo [8]. Ali these srudies resulted in co4• T cell 
acriva1ion, leading to the conclusion rhat ir was dueto 
anrigen presemntion by B cells without the involvement 
of orher APC. However, because of the presence of orher 
histocomparible APC capable of generating rhe pepride
MHCI! complex needed for CD4 • T cell acrivation, the 
possibility rhat those other APC gained access to the 
anrigen and were responsible for the inilial activarion of 
naive CD4+ T cells could not be formally ruled out. 
Recemly, Gerloni et al. showed that rransferred B cells 
can prime naive CD4+ T cells in vivo in DC-deñcient 
mice. However, in rheir study, the antigen presented by 
B cells was a transgene-encoded endogenous protein 
that gained access to the MHCII presemation pathway. 
Furthermore, naive B cells were activated during the 
transgenesis process, and thus rhe normal pathways of 
B cell activation were not taken inro consideration (9) . 

To test whether B cells preseming an exogenous 
antigen can prime naíve CD4 + T cells in vivo by 
themselves, we developed a system ín which B cells 
were the only APC capable of generating the speciñc 
peptide-MHCII complex needed to activate CD4 • Tcells. 
Moreover, we used CD154- and CD40-deñcient mice to 
assess the participation ofCD154 expressed by CD4+ T 
cells in the maturation of B cells imo comperent APC in 
this system. This experimental design allowed us ro 
demonstrate that B cells can prime naive co4• Tcells in 
the absence of other APC and that their maruration 
depends on CD154 expression by CD4 + T cells. 

Results 

Naive CD4+ T cells proliferate in response to 
antigen presented by B cells in vivo 

To test the capacity of B cells to induce naive co4• Tcell 
proliferation in vivo, we transferred puriñed spleen 
B cells from transgenic mice bearing an anti-hen egg 
lysozyme (HEL) BCR and CD4 • T cells from transgenic 
mice expressing a TCR specific for HEL peptide,~2-IAk 
complex (HELp-IAk) into lymphocyte-deñcient Rag2-1-

recipients. In some experimenrs, ami-HELp-lAk co4+ T 
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cells were labeled with CFSE prior to transfer. Donor 
mice were of the H2• haplotype, while recipient mice 
were of rhe H2b haplotype. In this setting, the 
transferred B lymphocytes were the only IAk·expressing 
cells present in recipient mice after transfer and, 
therefore, che only APC able ro provide rhe rescric1ion 
elemem for che TCR expressed by 1he rransferred CD4 • 
Tcells. A group of recipient mice received only the anti
HELp-IAk CD4 + T ce lis and thus had no IAk·expressing 
APC. The mice were immunized with HEL or PBS 24 h 
after transfer, and after 3 days they were killed, and 
spleen cells were separated, counted and stained with 
Ab specific for CD4 and VP8, the TCR V segment 
expressed by the transgenic CD4 • T cells. Among the 
mice that received anti-HEL B cells, the relarive and 
absolute numbers of CD4 • vp8• cells as well as the loss 
of CFSE fluorescence in CD4 • vp8• cells, which reflects 
the number of cell divisions, were significamly higher in 
HEL-immunized mice rhan in those 1hat received PBS. 
Mice tha1 did not receive B cells had reduced numbers of 
CD4 •vp8+ cells and retained more CFSE fluorescence in 
relation 10 the orher groups, despite having been 
immunized with HEL (Fig. lA-C) . 

To identify the rransferred B cells, splenocytes were 
also stained with HEL (to label the ami-HEL BCR), and 
m.'\b against CD19 (a B cell marker) and !Ak_ 1'he 
percenrage of HEL-CD 19- splenocytes posirive for lA k 
ranged from O to 0.02% (Fig. ID), similar to background 
levels observed in untouched Rag2-1- mice of the H2b 
haplotype (data not shown). Conversely, more than 98% 
of HEL +co19• cells expressed high Jevels of !Ak 
(Fig. 10). Thus, as the rransferred B cells were the only 
lAk·expressing APC in recípient mice, these data indicate 
that B cells, after imernalizing antigen and generating 
the peptide-MHCU complex, are capable of inducing 
proliferalion of naive CD4+ T cells in the absence of 
other histocompatible professional APC. The higher 
proliferacion of CD4 +v13s • cells in mice thar received 
anti-HEL B cells and PBS in relation to mice that 
received no B cells indicates that the transferred B cells 
induced sorne degree of antigen-independenr "horneo· 
static" prolíferation. 

After antigen presentation by B cells in vivo, 
co4• T cells up-regulate CD69 and synthesize 
cytokines in uitro 

To examine the ac1ivation status of CD4 + T cells after 
antigen presentation by B cells, we transferred either 
anri-HEL B cells plus anti-HELp-lA• co4• Tcells or che 
co4• Tcells alone into Rag2-1-; H2b mice, whích were 
immunized with HEL 24 h later. After 3 days, we 
collected spleen cells and measured the expression of 
CD69 and CD62L and the produclion of IFN·"( and IL-2 
by CD4 + T cells in vitro. CD69 is an early acrivation 
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Fig. 1. Naive CD4 · T cells proliferate in response 10 antigen 
presented by B cells in uiuo. Anti-HEL B cells and CFSE-labeled 
anti-HELp·IA' CD4' T cells, both of the H2' hapJotype, or the 
CD4 • T cells a lo ne were adoptively transferred in to Rag2..,_ mke 
of the H2• haplotype. Mice were immunized with HEL or PBS 
24 h later, and 3 days later spleen cells were isolated, counted 
and staíned with anti·CD4 and anti·Vll8 or HEL, anti-CD19 and 
anti-JA'. For mice that received either B cells + CD4' T cells + 
HEL (left), B cells + CD4' T cells + PBS (center) or CD4' T cells + 
HEL (right), the percentage (A) and total number (C) of 
CD4 'VJl8' spJenocytes as well as CFSE fluorescence in the 
CD4'Vil8' gate (B) are shown . (D) Percentages of IA'' spleno
cytes among HEL'CD19' and HEL' CD19' cells are shown, as 
gated on the dot plot shown to the left. Means and standard 
deviations of six mite per group from four separate experi · 
ments are shown in (C). One representative mouse per group is 
shown in (A), (B) and (D). 

marker, and CD62L is a molecule that is expressed by 
naive co4• T cells while being down·regulated in 
memory CD4+ T cells. Aíter purification prior to 
transfer, CD4 •vpa• cells were CD69-CD62L + 

(Fig. 2A, left panel). CD69 expression was significantly 
higher in CD4 +vpa + ce lis recovered from mi ce that had 
received anti-HEL B cells as shown by both the 
percentage of positive cells and the mean fluorescence 
intensity (Fig. 2A, C). No differences in the expression of 
CD62L were observed (Fig. 2A). The production oflFN-y 
and lL·2 by CD4 + Tcells was evaluated in vicro aíter re
exposure to antigen presented by ceUs from an anti·HEL 
B cell line expressing IAk (Fig. 2B, C). Only CD4 •vpa+ 
cells that had contact with histocompatible B cells in vivo 
were able ro produce significant amounts of IFN-y and 
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Fig. 2. CD4 • T cells ha ve an activated phenotype after anti gen 
presentation by B cells in uivo. Anti·HEL B cells and anti·HELp· 
JA' CD4' Tcells, both of the H2• hapJotype, or the CD4' T cells 
alone were transferred ínto Rag2..JM mice. After 24 h the mice 
were immunized with HEL. Spleen cells were isolated 3 days 
Jater, counted and stained with anti-CD4, anti-Vll8 and anti· 
CD69 or anti·CD62.L. Altematively, the splenocytes were 
incubated at 37'C in the presence of brefeJdin A with LI<· 
001.3 cells pre-incubated with HEL; after 4 h, the cells were 
stained extracellularly with anti·CD4 and anti·Vll8 and 
intracellularly with anti·IFN·y and anti·lL·2. (A) Percentage 
of CD69- and CD62L·positive cells within the CD4'Vll8' gate 
prior to transfer (left) and in mice that received anti·HEL B cells 
(center) orno B cells (right). (B) Percentage of ceUs positive for 
IFN·y and lL·2 in the CD4'VP8' gate. (C) Percentage of CD4'Vjl8' 
cells positive for C069, IFN·y and IL·2 (top) and mean 
fluorescence intensity (MFI) for each of these markers i.n the 
whole CD4'Vjl8' popuJation (bottom). Means and standard 
devíations of four mice per group from two independent 
experiments are shown in (C). One representative mouse per 
group is shown in (A) and (B). 

IL·2 in vitro; CD4 •vpa+ cells that had no contact with 
B cells in vivo produced negligible levels of both 
cytokines despite being in conract with histocompatible 
APC loaded with che relevant pepride-MHCll complex in 
vicro. Splenocytes incubated with APC chat had not been 
loaded with antigen did not produce significant amounts 
of either cytokine (data not shown). These results 
indicare cha e che proliferacion of CD4 + T ceUs observed 
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after antigcn presentation by B cells was associated with 
an activated phenotype. 

In the presence of relevant antigen, 
B cells proliferate and up-regulate MHCII and 
costimulatory molecules 

Our next goal was to examine whether the capaciry of 
B cells that induced ant.igen-dependent proliferat.ion of 
naive C04+ Tcells in the experiments described above 
was related to their expansion and up-regulation of 
molecules that parcicipate in amigen presentation and 
C04 + T cell ac1iva1ion. For this purpose, mice trans
ferred with ami-HEL B cells and ami-HELp-IA" C04+ T 
cells received an injection of HEL or PBS. Splenocytes 
were isolared 3 days later and stained with mAb specific 
for COSO and C086 (ligands for rhe T cell costimulatory 
receptor C028) in addition to the aforemenrioned 
markers ami-HEL BCR, COJ9 and IA". The absolute 
and relative numbers of HEL +co19+ cells in mice rhat 
received HEL were significantly higher than in conrrols 
(Fig. 3A, B). The size of co19+ cells and their expression 
of IA", COSO and C086 were al so increased in mi ce 
immunized with HEL in relarion ro conrrols (Fig. 3C). 
These results indica te rhar che presence of antigen is not 
only essenrial for generarion of rhe pepride-MCHll 
complex bue also drives maturation of the B cell inro a 
professional APC. 

Expression of antigen-specific BCR and MHCll 
by B cells is responsible for C04 • T cell 
antigen-specific and homeostatic proliferation, 
respecti vely 

To further examine che role of the antigen-specific BCR 
and MHCll in C04+ T cell proliferation induced by 
B cells, we carried out similar cransfer experiments 
including additional groups of mice that received B cells 
from wild·type mice of the H2• {BlO.BR) or H2b (B6) 
haplocypes. When wild-type IA•-expressing 8 cells were 
the APC in the system, CD4 • T cell proliferation did not 
reach the levels observed when rransgenic anti-HEL 
B cells were transferred. However, the numbers of 
CD4 •v~s • cells recove red from rhese mice were 
significantly higher than those found in mice that 
received wild-type IAb·expressing B cells, in which very 
low numbers of CD4 • T cells survived (Fig. 4A, B). 
Accordingly, wild-type B cells of either haplotype did 
not show extensive proliferation or up-regulation of 
MHCLI, COSO or CD86 (data not shown). These data 
poinr toward a requirement for high numbers of anrigen
specific B cells for effective priming of naive CD4 • T 
cells. They also support a role for MHCll expressed by 
B ce lis in the homeosratic proliferation of C04 • T cells 
observed in this system. 
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Fig. 3. lnternalization or antigen through the BCR by B cells 
transferred together with antigen-specific C04• T cells results 
in their expansion and maturation in to professional APC. Anti
HEL B cells and anti·HELp·IA' co4• T cells were transferred 
into Rag2_,_ mke, followed by immunizatlon with HEL (left) or 
PBS (right) 24 h later. Spleen cells were isolated 3 days later, 
counted and stained with anti-C019 and either HEL, anti·IA'. 
anti-COSO or anti-C086. The total number (A) and percentage 
(B) of HEL'COt9• splenocytes as well as forward scatter (FSq 
and the percentage of ce lis positive for IA '. COSO and C086 in 
!he COl9' gate (C) a.re shown. Means and standard deviations 
of six mice per group from three independent experiments are 
shown in (B). One represenrative mouse per group is shown in 
{A) and (C). 

B cells can induce co4• T cell proliferation in 
non-lymphopenic mice 

We next examined the extenr to which che lymphopenic 
environmem in recipient mice contribuced ro rhe co4• 
T cell proliferation observed in this system. For this 
purpose, we used histocompatible mice as recipiems, 
because allogeneic mice with a normal lymphocyte 
repertoire wou ld reject che rransferred cells. However, to 
isolate the conrribution of B cells in CD4 • T cell 
proliferaóon from that of other APC, we first used 
histocompaóble lymphocyte-deficient mice as recipi
ents. Transfer of anti-HELp-lA• co4• Tcells alone into 
Rag2·1• / H2k mice resulted in proliferation of the 
transferred cells after immuniiation with HEL as 
compared 10 che low-level homeostatic proliferation 
seen in mice that received anti-HEL B cells and PBS 
{Fig. SA) and the proliferation seen in Rag2-1-;H2b mice 
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Fig. 4. Antigen-spedfic 8 tells induce high levels oí CD4' T cell 
proliferation. whereas wild·typ<! histocompatible 8 cells in
duce a low degree of homeos1atic proliferation. B cells from 
anti-HEL BCR-transgenic mice Qert) or wild-type mice of H2' 
(center) or H2• (right) haplotypes were adoptively ttansferred 
in to Ra¡¡T'· mice together with anti-HELp·IA • CD4 • T ce lis. The 
mice were immunized with HE!. 24 h later. Spleen cells were 
isolated 3 days later, counted and stained with anti·CD4 and 
anti·VPS. The total number (A) and percentage (B) ot CD4'Vp&· 
splenocytes are shown. Means and standard deviations of tour 
mice per group from two independent experiments are shown 
in (A). One rtpresentative mouse per group is shown in (8). 

cransferred with CD4 + Tcells only (compare Fig. SAwich 
Fig. l C). This degree of proliferation reflecrs the 
capacicy of APC other than B cells to presenc this 
ancigen. However, when mice that had received anti· 
HEL B cells and anti·HELp-IAk CD4+ T cells were 
immunized with HEL, CD4+ T cell proliferation was 
mu ch more pronounced (Fig. SA). This observation 
indicares that che expanded population of anti-HEL 
B cells is the main contributor to the presentation ofHEL 
in this syscem, even in the presence of other IA k_ 
expressing APC. 

After showing thar B cells induce CD4 + T cell 
proliferarion in lymphocyre-deficient histocompacible 
mice, we conducted cransfer experiments with H2k 
rec:ipients that had a full lymphocyre compartment . 
Splenocytes from anri-HELp·IAk TCR-transgenic mice 
were transferred into anti-HEL BCR-transgenic mice or 
wild-type mice. Significant proliferation was observed 
only in anti·HEL mice that received HEL, while no 
differences in CD4 +v~a+ cell numbers were seen in 
anti-HEL mice or wild· type mice that received PBS 
(reflecting homeostatic proliferation) or wild-type mice 
that received HEL ( reflecting proliferation induced by 
APC other rhan B cells) as compared to untouched mice 
(Fig. SB) . These data indicate that antigen-specific CD4 + 
Tcell proliferation induced by B cells can also take place 
in mice with a complete lymphocyre compartmenc, but 
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Fig. 5. Anti-HEL B cells induce anti·HEl.p-IA' CD4' T cell 
proliferation in lymphopenic and non-lymphopenic histocom· 
patible mice. {A) Anti· HEL B cells and anti·HELp·IA' C04' T 
ce lis or the CD4 • T ce lis alone were adoptively transferred in to 
Rag2-1- mice of the H2k haplotype. The mice were immunized 
with HEL or PBS 24 h later. After 3 days, spleen cells were 
isolated, counted and stained with anti·CD4 and anti·V~S. The 
total number of CD4'Vp&' cells is shown. {B) Splenocytes (101 

cells) from anti·HELp·IA' TCR·transgeníc mice were adoptively 
transferred into anti·HEL BCR· transgenic mice Qeft) or wild· 
type mice (right) o( the H2' haplotype, followed by immuniza· 
tion witb HEL (filled columns) or PBS {empty columns) 24 h 
later. After 3 days, sp1een cells were isolated, counted and 
stained with anti·CD4 and anti·VP&. The total number of 
CD4'vps• cells Cor each group as well as Cor untouched mice 
(striped columns) is shown. Means and standard deviations of 
íour mice per group from two independent experiments are 
shown. 

anrigen-independenc homeostatic proliferarion is not 
observed in this setting. 

B cell maturation into competent APC is 
dependent on the expression of CD154 by 
co4• Tcells 

CD154-CD40 interacrions are necessary for B cells to 
become professional APC (18-20). As CD154 is 
transiently expressed by CD4 + T cells only after 
activation [15), we examined whecher, in order 10 
beco me competent APC, the B ce lis that induced CD4 + T 
cell proliferation required che signal derived from 
CD154 expressed by the transferred CD4 + T cells. To 
ac:hieve this, anti-HELp-IAk TCR-transgenic mice were 
backcrossed to co154-.I- mice. co154+/+ or co154-.1-
anti-HELp-1Ak co4+ T cells were transferred together 
with anti-HEL B cells into Rag2..,,_/ H2b recipients. These 
mice were immunized with HEL 24 h later, and 3 days 
later spleen cells were recovered and stained for CD4, 
vpa, HEL, CD19, IA\ CD80 and CD86. lo mice that 
received CD ¡54-1- CD4 + T ce lis, B cells were una ble to 
induce the degree of CD4 •v~8 + cell proliferation 
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observed in mice that received COl 54 •1
• C04 • T cells 

(Fig. 6A, B). This correlated wirh reduced proliferation 
of HEL +co19+ ce lis (Fig. 6C) andan absence of IA' and 
COSO up-regulation (Fig. 60, upper and cenrer panels) . 
C086 expression was also observed in B cells that were 
not in contact with CD1S4-expressing C04 ' T cells, 
albeit at a lower density than in B cells from mice that 
rec.eived CD1S4+t+ C04+ Tcells (Fig. 60, lower panel). 
These observations strongly suggest that the rransferred 
CD4 + T cells are the source of C0154 and that its 
expression is essential for the rransformation of B cells 
inco competent APC. 

CD40·deficient antigen·specific B cells are not 
a ble to induce CD4 • T cell proliferation 

In the former experiments, we showed that C01S4_,_ 
C04 + T ceHs cannoc proliferate after antigen presema
tion by B cells that were not in contact with CD154. To 
test whether B cells that do not receive the activation 
signa! through C040 can activare C0154-expressing 
C04 • T cells, we performed the inverse experimem: 

GAtE. COlt" c.e'h 

co154·'" co154~ 

92.4% 17.4% 

IA'---- ----

17.0% 

coeo-------

91.1% 79.4% .. 
o 
o 

C086 - ------

Fi¡. 6. The signa! originating from C01S4 expressed in C04' T 
ce lis is required for B cells to beco me APC capable of inducing 
CD4' T cell proliferation. CD154'1' (1eft)orC0154"'" (right) anti· 
HELp·IA' CD4' T cells were transferred in to RagT'· mice of the 
H2b haplotype together with anti·HEL B cells. Mice were 
immunized with HEL 24 h later, and after 3 days spleen cells 
were harvested, counted and stained for C04, VISS, HEL, C019, 
IA'. COSO and C086. The total number (A) and percentage (8) of 
CD4 ·v~s· cells round in the spleens of each group of mice are 
shown. (C) Total number of HEL ·co19• splenocytes. (O) 
Expression of !A•, COSO and C086 in the co19· gate. Mea ns 
and standard deviations of five mice per group from three 
separate experiments are shown in (B) and (C). One represen
tative mouse per group is shown in (A) and (O). 
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transfer of co40+1• or CD40..,_ anti-HEL B cells and 
anti-HELp-IAk CD4+ T cells. The absence of C040 on 
B cells consistencly resulted in low levels of proliferacion 
of both co4+ Tcells (Fig. 7A, B) and B cells (Fig. 7C}. 
Expression of B cell activation markers, induding C086, 
was lower in co40·1• B cells compared to co40+1 • 

B ceUs (Fig. 70). These results strengthen che observa
cion chat proliferacion of CD4 • T cells in chis syscem 
depends on B cell maruracion through signals derived 
from C040. 

Discussion 

The currem studies examined che role of B cells as 
primary APC in vivo. We found thac an expanded 
population of antigen·specific B cells is able to prime 
naive C04+ Tcells in the presence of an intact C0154-
C040 pathway. Using lymphocyte transfer experimencs 
in which donor and recipient mice were of different 
haplotypes, we were able to evaluace che function of 
B cells in the absence of third-party APC capable of 
presenting the relevant peptide·MHCll complex . In chis 
system, BCR·cransgenic B cells chat received ancigen 

A o GATE: C019'cell:!li 

'lL C040'" CD40 ' 

L "' .. _ ........ .i 

f 90.8% 50% 

e C040' ' C0401 IA' 

' ¡¡;. , •:: t 
#16.1'1. 30.2'4 

~ 6.511 .~ . 0.4% ! .A;f 

• ·· L v.s ·-------
C080 

e 

'LL 1# a1.s% " 0<:040" -'J 24.5% 

~ 
~ "' ... 8 8 CD68 

Fig. 7. Expression of the CD40 receptor is required for B cells to 
mature into competen! APC. C040'1" (left) or c040"'· (right) 
anti-HEL B cells were transferred into Rag2"'" mice together 
with anti·HELp·tA• CD4" T cells. Mice were immunized with 
HEL 24 h later, and after3 days spleen cells were collected, 
counted and staJned for C04, Vl)8, HEL. C019, !A', coso and 
C086. Tota.1 number (A) and percentage (B) of C04'Vl)8" 
splenocytes are shown. (C) Total number of HEL"C019' 
splenocytes. (O) Express ion of IA •. COSO and C086 in the 
Co19· gate. Meaos and standard deviations of four mice per 
group from two separare experiments are shown in (B) and (C). 
One representative mouse per group is shown in (A) and (O). 
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induced CD4+ T cell proliferation, up-regulation of rhe 
activation marker CD69 and cytokine expression afler 
further stimulation with antigen in virro. B cells 
acquired che capacity to prime CD4+ T cells after 
proliferating, growing and up-regulating che expression 
of MHCII, CDSO and CD86. These results strongly 
suggest that B cells can become activated and prime 
CD4 + Tcells in vivo in the absence of other professional 
APC. 

The numbcr of antigen-specific B cells present in rhe 
spleen appears ro be a critica! factor for CD4+ T cell 
priming, as CD4 + Tcell proliferation was not seen when 
BlO.BR B cells with a normal immune repertoire were 
transferred. This observarion is consisrenr wirh an 
earlier model of CD4 + T cell priming by rransgenic 
B cells in vivo [7]. and it probably reflecrs highly 
efficienr inrernalization of antigen by rhe BCR, which 
cannot be achieved with rhe low frequency of B cells 
specific for a particular antigen present in the normal 
repertoire. Thus, even though anri-HEL B cells were 
naive at the momenr of rransfer, their number represents 
an expanded population that <loes not normally exist in a 
primary immune response. This explains why B cells are 
not considered APC capable of initiating normal 
immune responses. 

The isolation of B cell antigen-presenting funcrion 
from other APC in this system required the use of 
histoincompatible lymphocyte·deficient mice as recipi
ents, because rhey can 1olera1e che rransfer of allogeneic 
cells. However, a small degree of anrigen-independenr 
homeostatic proliferacion, relared to the rransfer of 
histocomparible B cells, was also observed in these mice. 
To further assess rhe role of lymphopenia in CD4 + Tcell 
proliferation, we conducted experimencs using lympho
penic and non-lymphopenic histocompatible mice as 
recipienrs. We found thac in both types of mice, 
significant CD4 + T cell proliferacion was only observed 
when an expanded population of antigen-specific B cells 
was presenr. However, in mice with a full lymphocyte 
compartment, homeostatic proliferarion was not seen. 
These observations reinforce the capacity of B cells to 
prime naive CD4 + T cells in vivo. 

In the current experiments, B cell proliferation and 
up-regulation of surface proteins that participate in 
antigen presentation were only seen in che presence of 
antigen. Therefore, it is clear that BCR cross-linking 
provided the first signa! for B cell activation. However, 
B cell maturation into competent APC requires a second 
signa! in the form of the CD154-CD40 interaction (7, 18, 
20]. In our syscem, B cells were able to induce the 
proliferation of naive CD4 + Tcells that had not received 
the signals required to express CD154 from any other 
APC. This finding raises severa! possible explanations: 
(1) CD40-derived signals are not essential for B cells to 
macure in to competent APC and can be re placed by oc her 
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signals, (2) CD154 from sou rces otherthan co4• Tcells 
was responsible for the induction of costimulatory 
accivity on B cells or (3) after BCR cross-linking, B cells 
could express enough coscimulatory activity to induce 
che expression ofCDl54 on CD4+ Tcells, which in turn 
would engage C040, originacing the signals leading ro 
B cell maturation . To explore chese possibilicies, we 
carried out 1ransfer experimems using CD154·deficienc 
CD4 • T cells. B cell proliferation and up-regulation of 
MHCll and CDBO were diminished when CD4 + T cells 
lacking CD154 were cransferred, and chis resulted in a 
reciproca! absence of CD4 • T cell proliferacion. 
Although it has been proposed that CD154 is a lso 
capable of signaling, ir is unJikely that che defective 
proliferation of CD154·deficient CD4+ Tcells could be 
related co an intrinsic defecc of these cells, as CD154-
defcient CD4 + T cells have no deficiencies in prolifera
tion [21]. Furthermore, we conducted experimencs in 
which CD40-deficient B cells were not able to activate 
CD154-expressing CD4+ T cells, reinforcing che key 
unidireccional role of the CD154-CD40 pathway. These 
results indicate that B cell maturation was not due to 
signals derived from receptors different from CD40 and 
rhac it depended on CD154 expression by CD4+ Tcells. 
Therefore, B cells elicited che costimulation chey need 
from CD4 • T cells on their own. Previous scudies of 
B cell-T cell inceraction support this view. 

Even chough ful! lymphocyte activation requires 
more than one type of signal, the initial expression of 
costimulatory molecules on both CD4 • T cells and 
B cells can occur after TCR and BCR ligation, respec
tively. TCR cross-linking alone can induce transcription 
of the CD154 gene and protein expression, while signals 
derived from the costimulatory receptor CD28 enhance 
and stabilize this expression (15, 22]. On the B cell side, 
one of the ligands for CD28, CD86, has been shown to be 
induced 4-6 h after cross-linking of the BCR by antigen 
[7, 23, 24]. According tothese data, in oursystem B cells 
that received amigen should have been able to generare 
che cwo major signals needed for the induction of CD154 
expression by CD4 + T cells: the peptide-MHCll complex 
that cross-links the TCR and CD86, which binds ro 
CD28. CD154, in turn, provides signals needed to up
regulate surface MHCII and CDSO and to sustain CD86 
expression [7, 8, 17]. This crosstalk should lead to an 
exponential growth of the signals exchanged by T and 
B cells and culminare in the complete activation of both 
cells. This sequence of evencs has been suggested before 
(7, 15, 22, 25] and can explain our results, despire che 
fact that we were unable to observe CD 154 expression at 
the time tested, most likely because of ics transient 
nature. 

The experimemal model presented herein allowed us 
to conclude thac antigen-specific B cell-T cell interac
tions that take place in vivo result in CD4 + Tcell priming 
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by B cells. We believe that, taken together with previous 
scudies of B cell amigen·preseming function [7, 9, 26), 
our results show that B cells have the capaciry 10 

contribute significantly to the iniLiation and amplifica· 
rion of immune responses. 

Materials and methods 

ReagenlS and cells 

Anti·CD4-PE, anu·CDSO·FITC, anti·CD86·FITC. antí·CD69· 
FITC, anti·CD62L·PE, anti·IFN·y·PE, antl·IL·2·PE, anti·CD19· 
PE, anti·CD40·PE. anti·CD4·allophycocyanin-Cy7, antí·CD43· 
biotin, antí·B220·bíotín, anti·CD 1 lc·biotln, an1 i·CDl lb·biolin, 
antí·CD8Cl·bíotín and s1rep1avídín·perídinin chlorophyll pro· 
rein (PerCP) were purchascd from PharMingen (San Diego, 
CA). The nnti·IA'·producíng hybridoma H116.32 and 1he anli· 
VP8·produdng hybrídoma F23.l wcrc kíndly donated by 
Gün1er HMmmerlíng (DKFZ, Heidelberg, Germnny) and Dario 
Vignalí {Sr. Judc Childrcn's Hospi1al, Mcmphis, TN), respcc· 
tívely. The correspondíng mAb were purified and bio1inyla1ed 
wi1h NHS·biotin (Picm: Chcmical Co., Rockford, IL) in our 
laboraiory by s1andard procedures. The LK·DOl.3 hybridoma 
was a gift from M1chael Neuberger (Oxford Universiry, Oxford, 
UK). HEL was from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), CfSE 
was from Fluka (Buchs, Swiuerland), and brefeldin A was 
from Roche 8iochemicals (lndianapolis, IN). HEL was 
con¡ugated to FITC in our laboratory by Standard procedures. 

Míce 

Mice were kept under steríle cond1uons and cared for ín 
conformiry wi1h good laboraiory practice guidelines in the 
animal carc foc1hry o( thc Experimental Medícmc Unit of The 
National Autonomous Univcrsiry of Me~1co. 810.8R, 86 and 
M04 anti·HEL BCR·1ransgcnic (271 mice were purchased from 
The Jaclcson Laboratory (Bar Harbor, ME). C0404 " , 3A9 anti· 
HELp-IA' TCR·transgcnic (28), CD1544 - and Rag24 - mice 
wcre kindly donated by Raif ~ha {Harvard Unívcrsiry, Boston, 
MA), Darío Vignalí, Leopoldo Flores and Lcopoldo San1os 
(CINVESTAV, Mexíco Ciry, Mcxico), respectively. MD4, 
Rag2·'·. CDIS4..,,_ and C04a4" mice were backcrossed to 
the 810.8R background to obtain mice homozygous for the 
H2k haplotype, whlch were selected by staining peripheral 
blood leukocytes with antl ·lA' Ab. 3A9 mice were crossed with 
CD1544 - mice until mice posltivc for the transgene and 
homozygous for the gene murarlon were obtalned, as 
determined by PCR amplification of the CD154 gene. M04/ 
CD40"'· mice were obtained by crosslng the two rype.s o( míce 
until obtaining transgenlc mice homozygous for the CD40 gene 
mutalion, as dctermincd by sraining of peripheral blood 
leukocytes with HEL·FITC and CD40.PE. 

Cell purification 

Spleen 8 cells or CD4 • T cells from 8· to lS·week-old mice 
were purified by negative selcc11on uslng magnetic activated 
ccll sorúng (MACS, Mlltenyi 8iotcc, Aubum, CA) according to 
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the manufacturefs insm1c11ons. In bnef, spleen cells were 
incubated wi1h sarurating concenrrauons of biotinylated Ab 
against CD 11 b, CD lle and CDSu, a long with bio11nyla1ed anu
C043 for 8 cell isolation or biotinylated anU·8220 and anu·IA' 
for C04 + T cell isolation and thcn with Screptavid1n MICtOBc· 
ads, and passed through an LS MACS cell separation column 
placed on the magnetic field of a MACS separator. Cclls from 
1he negaáve fraction werc collccted and used for rransfer or 
CFSE staining. Purity was >95% as de1ermlned by stalning 
for 8220 and CD4 for 8 cells and CD4 • T cells, rcspcc11vely 

CFSE staining 

Purified CD4 • T cclls were stained with CFSE as previously 
described (29). In brícf, cells were suspended in PBS with0.1% 
BSA a1 107 cells/ml, and CFSE was added 10 reach a final 
concentration of 10 11111101/I. Ahcr incubating for 10 min at 
37"C, cells were washed rwicc wlrh PBS and resuspendcd for 
transfer. 

CeU transfer experimenlS 

Mice (6 10 8 weeks old) were injected intravcnously with: a) 
106 c04• Tcells alone or with 3x 106 8 cells, or b) 107 whole 
splenocytes, suspended in 100 µI of PBS, as indicated for each 
~periment. 1Wenty four hours latcr, micc rcceived an 1.p. 
injcction of 100 µg HEL dilu1ed in SO µI PBS or P8S alonc, 
admixed in 50 µI FIA. Three days latcr micc werc killed, spleen 
cells were ísolated, counted, and used for ílow cytomemc 
analysis or cytokine production assays. 

Flow cytomeuy 

Spleen cells were stained by Standard procedurcs with the 
following combinations o( reagents: ant1·CD4-PE, anu·YPB· 
biotin·streptavidin·PcrCP, and C069·FITC; anti·CD4-allophy· 
cocianin·Cy7, anti·Vll8·biotin·srrcp1avidin·PcrCP, and C062L· 
PE; HEL·FITC, anti·CD19·PE and anti·IAk·biotin·StreptJlvidín· 
PerCP; anti·CDSO·FITC and an1i·CD19·PE; or anti.C086-FITC 
and anti·CO 19-PE. Flow cytometric analysis was carried out in 
a FACSCalibur ílow cytomecry systcm (Bccton Dickinso.n, San 
Jose, CA). 

Intracellular cytokine expression assay 

Cells of the antí·HEL B lymphoma cell line LKDOl.3 were 
suspended ata concentratíon o( S x 105 ce lis/mi in RPMI 1640 
medium (Hy·Clone, Sah Lake Ciry, UT) supplemented with 
10% FBS and amibiotics. Thís suspension {500 µVwell) was 
placed in 24·well culture plates and lncubated ovcmlght whh 
10 µg/ml HE!.. Spleen cells (5 x IO'J from lhc transfer 
~periments wece addcd co each well along wíth 10 µg/ml 
brefeldin A and incubated for 4 h. Cells werc collected and 
stained with anti·CD4·allophycocianin·Cy7 and anli·VP8· 
biotin·streptavidin·PcrCP. For intracellular cytokine staining, 
cells were permeabilized with BD Cytofbl/Cytoperm Solution 
{PharMingen) according to the manufacturcl's instructlons 
and incubated with anri·IFN·y·PE or ami·IL·2·PE Ab. Cclls 
were then anal)'1:ed by ílow cytomctry. 
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