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RESUMEN 

El presente trabajo es un estudio sobre la contribución de la cadena L 
le, los rearreglos secundarios de inmunoglobulinas (Ig) y la hipermutación 
somática, en la generación de anticuerpos protectores. Como modelos 
experimentales fueron utilizados ratones deficientes de la cadena K y 
ratones "Quasimonoclonales" (QM). Estos ratones fueron infectados con los 
virus de la estomatitis vesicular 01SV), linfocoriomeningitis linfocítica 
(LCMV), o bien, fueron inmunizados con diferentes antígenos virales y con 
porinas de S. typhi. 

Los ratones deficientes de la cadena K (CK-1-) tienen un repertorio 
teórico reducido unas 100 veces, mientras que su repertorio disponible se 
encuentra completamente modificado si lo comparamos con los ratones de 
la cepa original, en los cuales, la proporción dA es de 95:5. El repertorio útil 
en los ratones CK-

1 mostró ser funcional y suficiente para enfrentar las 
infecciones y los retos antigénicos a los que se les sometió. De esta forma 
se demostró que tanto los anticuerpos con cadena K como A son capaces 
de mediar protección en estos modelos experimentales. 

Se ha propuesto que los rearreglos secundarios de Ig participan en la 
generación de diversidad de los anticuerpos. Sin embargo, su contribución 
en la generación de anticuerpos protectores no ha sido investigada. Con el 
fin de estudiar esta posibilidad, se infectaron e inmunizaron ratones QM. 
Estos ratones tienen un repertorio de anticuerpos oligoclonal debido a que 
se reemplazaron los elementos endógenos JH por los genes rearreglados 
VH(D)JH 17.2.25 con especificidad anti-(4-hydroxi-3-nitro-fenil)acetilo (NP). 
Además, estos ratones son deficientes de la cadena K dando como 
resultado que estos ratones tengan un repertorio teóricamente 
monoespecífico. 

A pesar de esto, los ratones QM fueron capaces de generar 
anticuerpos protectores contra los virus con los que se les infectó, no 
obstante, la cinética de aparición de los anticuerpos fue más lenta en estos 
animales comparada con los controles. Se aislaron anticuerpos de cadena 
simple (scFv) de los ratones QM infectados con VSV, al secuenciarlos, se 
pudo determinar que los mecanismos de rearreglos secundarios y la 
hipermutación somática fueron utilizados para generar un repertorio de 
anticuerpos funcional y capaz de mediar protección. 

En conjunto, el presente trabajo muestra que la cadena A, los 
rearreglos secundarios de Ig y la hipermutación somática, son capaces de 
contribuir en la generación de anticuerpos protectores. Y además, muestra 
la enorme capacidad de la respuesta inmune humoral para generar 
diversidad en condiciones donde el repertorio de anticuerpos se encuentra 
moderada o altamente reducido. 
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ABSTRACT 
The present work addresses the contribution of the A chain, 

immunoglobulin secondary rearrangenments and somatic hypermutation in 
the generation of an antibody response against viral infections and other 
pathogen derived antigens. Mice deficient on the K chain expression and 
"Quasimonoclonal" (QM) mice were used as experimental models. Mice 
were infected with vesicular stomatitis virus (VSV), Iymphocytic 
choriomeningitis virus (LCMV) or poliovirus (PV). In addition mice were 
immunized with different viral antigens and porins from S. typhi. 

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

Variable (V) region gene replacement has been implicated in B cell 
repertoire diversification but the contribution of this mechanismto protective 
antibody responses is still unknown. To investigate the role of V gene 
replacements in the generation of antigen-specific and protective antibodies, 
we analyzed antiviral and antigen immunoglobulin responses of QM mice. 
The B cells of QM mice are genetically committed to exclusively express the 
anti-(4-hydroxy-3-nitrophenyl) acetyl (NP) specificity. However, about 20% of 
the peripheral B cells of QM mice undergo secondary rearrangements and 
thereby potentially acquire new specificities. QM mice infected or immunized 
were able to produce an efficient antibody response. In general, kinetics of 
the antiviral immunoglobulin responses were delayed in QM mice, however, 
titers similar to control animals were eventually produced which were 
sufficient to protect against VSV-induced lethal disease. VSV neutralizing 
single-chain Fv (scFv) fragments isolated from phage display libraries 
constructed from QM mice showed VH gene replacements and extensive 
hypermutation. Thus, our data demonstrate that secondary rearrangements 
and hypermutation can generate sufficient B cel! diversity in QM mice to 
mount protective antiviral antibody responses, suggesting that these 
mechanisms might also contribute to the diversification of the B cel! 
repertoire of normal mice. 
The results reported here show the capacity of A L chain, secondary 
rearrangenments and somatic hypermutation in the generation of a 
protective antibody response. In addition, is shown the enormous 
diversification capacity of the humoral immune response to generate 
protective antibodies in a situation of a moderate or severely reduced 
antibody repertoire. 
1. INTRODUCCiÓN 
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La protección o inmunidad contra las infecciones es un fenómeno en 

donde participan tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa; en el 

caso dela inmunidad adaptativa, la protección se caracteriza por la 

estimulación de linfocitos 8 para la producción de anticuerpos y de linfocitos 

T para la producción de interleucinas, perforinas etc., que en conjunto son 

capaces de reconocer y actuar en contra de los microorganismos invasores 

del y/o de sus productos. El efecto final inducido por la activación y acción 

del sistema inmune es el control de los patógenos y de sus efectos nocivos. 

Para llevar a cabo estas funciones, el sistema inmune adaptativo 

cuenta con dos tipos de receptores para el reconocimiento de los antígenos, 

estos receptores son a su vez muy diversos. En el caso de los linfocitos 8 el 

receptor para el reconocimiento del antígeno es la inmunoglobulina de 

superficie (Igs), mientras que para el linfocito T es el receptor de linfocito T 

(TCR). El repertorio de estos receptores es tan amplio que permite al 

sistema inmune de los vertebrados reconocer a un número enorme de 

antígenos incluyendo a los provenientes de los patógenos invasores. Esta 

enorme diversidad de inmunoglobulinas (Ig) y de TCRs, a diferencia de los 

receptores de la respuesta inmune innata, es producto principalmente de los 

rearreglos del ácido desoxirribonucléico (DNA) de las células. Estos 

rearreglos recombinan los segmentos V(D)J para finalmente producir las 

regiones variables de las Ig y del TCR. No obstante, en el caso de los 

anticuerpos se han descrito otros procesos que participan en la generación 

de la enorme diversidad, estos son: el uso aleatorio de diferentes 

combinaciones de segmentos V(D)J, la imprecisión en la unión de los 

genes V(D)J que da como resultado la suma o pérdida de nucleótidos en los 

sitios de unión, la adición de nucleótidos (denominados segmentos N) 

mediada por la actividad de la enzima desoxinucleotidil transferasa (TdT), el 

apareamiento de las diferentes cadenas pesadas (H) y ligeras (L) de las 



apareamiento de las diferentes cadenas pesadas (H) y ligeras (l) de las 

inmunoglobulinas y la hipermutación somática. En el ratón, el repertorio 

denominado potencial o teórico que se genera a través de estos 

mecanismos es de 1010 
- 1011 diferentes especificidades, sin embargo, sólo 

una parte de este repertorio (107
) se encuentra en forma de anticuerpos 

funcionales, a esta fracción se le denomina repertorio disponible. Aunque es 

lógico pensar que cualquiera de estas especificidades pUdieran ser 

utilizadas en una respuesta inmune, el hecho es que muy pocas de ellas lo 

son; a esta fracción de anticuerpos que participa en la respuesta contra los 

antígenos se le denomina repertorio útil. 

la complejidad del proceso de reconocimiento del antígeno y la 

heterogeneidad de los receptores para el antígeno son enormes, por este 

motivo el repertorio de inmunoglobulinas debe ser estrictamente regulado 

para asi evitar la autorreactividad patológica y promover una respuesta 

inmune eficiente contra los patógenos. De esta forma, se cuenta con 

procesos de control o mecanismos para la generación de tolerancia 

inmunológica entre los que se ha descrito la eliminación clonal de células 

autorreactivas, la anergia, la ignorancia inmunológica, la tolerancia mediada 

por linfocitos T reguladores y recientemente los rearreglos secundarios de 

Ig en los linfocitos B. 

Los rearreglos secundarios de Ig son denominados "Edición de 

Receptor" cuando ocurren en células B inmaduras; el proceso es controlado 

por señales a través del receptor de Ig en células B de médula ósea 

inmaduras en donde el reconocimiento de un autoantigeno estimula la 

recombinación de los genes VJ, dando como resultado un nuevo receptor 

no autorreactivo. En los órganos linfoides secundarios se ha observado un 

fenómeno similar al que se le ha denominado "Revisión de Receptor", en 

este caso la recombinasa V(D)J (RAG) vuelve a manifestar actividad en los 

centros germinales aunque se ha reportado también que la actividad de la 
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enzima nunca se pierde en su totalidad. En este caso el cambio de receptor 

participa en la respuesta inmune contra antígenos extraños y no sólo para la 

eliminación de receptores autorreactivos. Además se ha descrito que los 

estímulos derivados de los linfocitos T activan la recombinasa en las células 

B, mientras que el entrecruzamiento de la Ig de superficie suprime la 

actividad de la esta enzima. En conjunto, estas investigaciones muestran 

que el sistema inmune aprovecha el control sobre la recombinación V(D)J 

para modificar los receptores antigénicos de tal forma que la especificidad 

contra antígenos propios se reduzca mientras que para los antigenos 

extraños mejore. 

Son muchas las preguntas que quedan pendientes por abordar, por 

ejemplo: ¿cómo se forma el repertorio útil?, ¿Cuáles son los mecanismos 

que participan en la formación de éste?, ¿El repertorio útil es una 

representación aleatoria del repertorio disponible o se forma de acuerdo a 

reglas del desarrollo que no han sido descritas? Si los anticuerpos del 

repertorio útil provienen del repertorio disponible entonces ¿Existen 

características especiales para los anticuerpos involucrados en proteger 

contra una infección? ¿Hay diferencias entre los anticuerpos protectores y 

los anticuerpos contra moléculas no relacionadas a enfermedades? y ¿Por 

qué existen anticuerpos capaces de reconocer antígenos de los patógenos, 

sin embargo, no son capaces de proteger contra la infección? ¿Cuánto del 

repertorio es necesario para proteger contra una infección?, ¿Cuál es la 

contribución de la cadena 1, a la inmunidad, si la mayoría de los anticuerpos 

del humano y del ratón utilizan la cadena K? Finalmente, con toda esta 

diversidad ¿Cómo se evita la autoreactividad patológica a pesar de que 

normalmente es posible encontrar autoanticuerpos circulantes?, ¿Cuál es la 

contribución de los rearreglos secundarios de Ig en la generación de 

anticuerpos protectores? 
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El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la participación de la 

cadena A, de los rearreglos secundarios de Ig y la hipermutación somática 

en la generación de anticuerpos protectores. 

l. I 



11. ANTECEDENTES 

La contribución de la inmunidad adquirida contra enfermedades 

infecciosas ha sido observada y reportado desde la antigüedad. En el año 

430 A. C. Tucídides, en sus relatos sobre la peste de Atenas durante la 

guerra del Peloponeso, describe que los sobrevivientes de la plaga no eran 

atacados nuevamente por la enfermedad y si lo eran no era de forma mortal 

(1.1). Al final del siglo dieciocho, Jenner observó que la infeccióh causada 

por el virus de la viruela de las vacas era capaz de inducir un estado de 

protección contra la viruela. De esta manera se desarrolló el concepto de 

vacunación; actualmente este procedimiento es utilizado contra una amplia 

variedad de patógenos y ha tenido un gran impacto positivo en la reducción 

de la morbilidad y la mortalidad tanto en humanos como animales (1). El 

éxito de dichas vacunas se debe primordialmente a que son capaces de 

inducir una respuesta inmune protectora; sin embargo, existen muchas 

vacunas experimentales que no han sido efectivas en la inducción de 

protección contra la enfermedad a pesar de inducir una buena respuesta de 

anticuerpos y/o linfocitos T. De esta forma, se ha hecho evidente que existe 

una respuesta de anticuerpos y linfocitos T capaz de producir inmunidad, es 

decir protección, y una respuesta de anticuerpos y de linfocitos T no 

protectora. No se conocen con precisión los mecanismos y características 

de la respuesta protectora. A su vez, las diferencias entre inmunidad y 

respuesta no protectora no han sido bien estudiadas. El estudio de estas 

características y mecanismos es de gran relevancia para entender el 

proceso de inmunidad y por lo tanto de gran utilidad para el desarrollo de 

vacunas. 

Para diseñar nuevas y mejores vacunas contra los microorganismos 

patógenos es necesario conocer tanto los mecanismos de patogenicidad y 

virulencia del microorganismo como los mecanismos celulares y 
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moleculares que utiliza el hospedero para defenderse de los patógenos. Es 

importante identificar también, que antígenos de los microorganismo son 

capaces de inducir protección al ser administrados, así como estudiar sus 

características moleculares. A su vez, es de suma relevancia analizar la 

respuesta inmune protectora que se induce y los mecanismos que 

participan en la generación de ésta. 

El reconocimiento primario del patógeno se lleva a cabo mediante 

receptores específicos contra moléculas del mícroorganismo. En el caso de 

la respuesta inmune innata, dichos receptores son codificados por la línea 

germinal mientras que para los linfocitos B y T estos receptores son 

producto de recombinación somática de genes y a su vez sufren 

modificaciones posteriores a dichas recombinaciones, por lo tanto son 

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

1. Respuesta inmune humoral. 

Una de las características más sorprendentes de la respuesta inmune 

humoral es el enorme repertorio de anticuerpos que es capaz de producir; 

en 1936 Landsteiner reporta sus estudios sobre la respuesta serológica en 

donde describe que el sistema inmune puede producir anticuerpos contra 

casi cualquier antígeno externo mientras se mantiene tolerante a lo propio 

(3). Veintitrés años después, Burnett y Talmage crearon un modelo de 

trabajo por medio del cual explicaron estas observaciones. A partir de este 

modelo de trabajo se desarrolló la teoría de la selección clonal (4,5). En ésta 

teoría Burnett propone que cada linfocito produce un solo tipo de anticuerpo 

y que las clonas de linfocitos son seleccionadas y expandidas por el 

contacto entre los anticuerpos de la superficie celular y el antígeno, de esta 

forma los linfocitos B producirán anticuerpos con la misma especificidad que 

la de receptor de superficie. Los linfocitos por lo tanto, presentan un 
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receptor único para el antígeno en su superficie celular. Esta hipótesis de 

"una célula un receptor", fue confirmada posteriormente por Nossal y 

Lederberg, quienes nombraron a este fenómeno como "exclusión alélica" 

(6,7). 

En la actualidad se sabe que las Igs de superficie regulan también la 

fase de desarrollo T-independiente de los linfocitos B y que, además de la 

selección celular, el sistema inmune forma su repertorio por medio de una 

selección de receptores. 

2. Estructura y función de los anticuerpos. 

Las inmunoglobulinas (Igs) consisten de cuatro cadenas 

polipeptídicas, dos pesadas idénticas (H) y dos ligeras idénticas (L) unidas 

por puentes disulfuro (8,9). Cada cadena H o L esta formada por una 

porción constante (C) y por una porción variable (V). Las regiones V son las 

responsables de unir al antígeno, éstas forman el sitio de unión al antígeno 

denominado paratopo, mientras que las regiones constantes son las 

encargada de mediar las funciones efectoras como la unión a receptores Fc 

a través de la región C de la cadena pesada. 

La secuencia de aminoácidos de la región V es más variable en tres 

regiones a las que se les ha denominado regiones determinantes de 

complementariedad (CDRs), o regiones hipervariables. Estas son las 

regiones que mantienen contacto directo con el antígeno. Las CDRs se 

encuentran flanqueadas por cuatro regiones denominadas "estructurales" 

(FR) que son altamente conservadas (10,11). 

Las Ig se han dividido en clases o isotipos (lgM, D, G, E Y A) con base 

en la secuencia de aminoácidos de las cadenas H y en la reactividad de sus 

regiones constantes con sueros anti-Ig. Estos isotipos corresponden 

respectivamente a las letras griegas fl, 0, ), f; Y (]... Por otro lado, las regiones 
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constantes de las cadenas ligeras se agrupan en dos isotipos denominados 

K y /..., Las regiones constantes de la cadena pesada, de la cadena K así 

como de la /... son codificadas por diferentes familias de genes, los que a su 

vez se localizan en diferentes cromosomas (12), 

Los anticuerpos desempeñan una gran cantidad de funciones 

biológicas como son: 

a) Neutralización de microorganismos o de toxinas y su concentración en 

órganos linfoides secundarios para su procesamiento y depuración. 

b) Opsonización de los microorganismos. 

c) Lisis de los microorganismos a través de la fijación del complemento. 

d) Con el complemento también participan en la fagOCitosis de 

microorganismos, 

e) Inmunidad de mucosas a través de la secreción de IgA en estos tejidos. 

f) Inmunidad en neonatos a través de la transferencia de IgA materna por 

medio de la leche. 

g) Citotoxicidad celular (eosinófilos y macrófagos) mediada por anticuerpos. 

h) Hipersensibilidad inmediata mediada por la desgranulación de 

mastocitos, 

i) Inmunidad pasiva del feto y respuesta inmune en neonatos (13). 

3. Mecanismos de generación de la diversidad. 

Desde hace muchos años se ha reconocido que una característica 

impresionante de la respuesta inmune humoral es la especificidad con la 

que interactúa con el antígeno y la gran diversidad de anticuerpos que es 

capaz de producir. Determinar la extensión de la diversidad de los 

anticuerpos y los mecanismos que participan en la generación de ésta ha 

sido motivo de estudio durante mucho tiempo. 
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Los estudios de Landsteiner (14,15) y de Jeme (16) entre otros, 

mostraron que cada individuo posee un número extraordinario de 

anticuerpos con diferentes especificidades. Las teorías para entender la 

diversidad de los anticuerpos tenían que explicar cómo las regiones 

constantes de la cadena H y L se escapan de la diversificación. Los 

modelos propuestos incluyeron: la teoría de la diversidad de la línea 

germinal, según la cual la evolución produjo una gran cantidad de genes 

para anticuerpos y la teoría de la diversificación somática, que sostiene que 

un número pequeño de genes en línea germinal son capaces de 

diversificarse durante la ontogenia a través de un proceso de mutación 

somática activo (17). 

Utilizando los avances en genética y las secuencias de proteínas, 

Dreyer y Brennett (18) propusieron que un solo gen de línea germinal 

codifica para la región constante de la Ig, mientras que la región variable es 

codificada por diferentes genes V. Ellos propusieron que durante el 

desarrollo de las células B, uno de los múltiples genes V podría asociarse 

físicamente con la secuencia que codifica para la región e para de esta 

forma completar la secuencia v-e, que a su vez podría ser expresada por la 

célula. Esta hipótesis revolucionaria predijo el mecanismo de recombinación 

de DNA, que resulta en células del sistema inmune capaces de ser 

diferentes a otras células que expresan receptores de línea germinal a nivel 

genómico. La hipótesis de Dreyer y Brennett fue posteriormente 

comprobada por Hozumi y Tonegawa (19,20). Ellos demostraron con la que 

los genes que codifican para las regiones V y e de la cadena le están 

separados en el DNA embrional y que son rearreglados para ensamblarse 

en células B maduras (19-28,123). Las regiones variables de la cadena 

pesada se ensamblan como producto del rearreglo de múltiples genes de 

línea germinal variables (VH), de diversidad (D) y de unión (J H), mientras que 

la cadena ligera es producto del rearreglo de los genes VL y J L (20,29,30). 



Los genes variables del locus de todos los receptores para el 

antígeno, incluyendo los de la cadena IgH y los dos IgL (K y A), así como los 

del TeR, son ensamblados por medio de una recombinasa V(D)J común 

durante estadios tempranos de maduración de las células B y de células T 

(29, 30 31). Las enzimas necesarias para desarrollar dicha recombinación 

que además es tejido especifica están codificadas en los genes rag-1 y rag-

2 (31,32). Los rearreglos V(D)J involucran el reconocimiento de señales 

específicas de recombinación (RSS) que se encuentran en cada extremo de 

los genes de línea germinal, en la inserción de cortes de DNA de doble 

cadena en los sitios de unión de las RSS y en la unión de los segmentos 

codificantes y RSS (33). Los rearreglos pueden ocurrir ya sea por 

mecanismos de eliminación o de inversión. Las señales de recombinación 

que flanquean a los genes V, D Y J están constituidas por tres partes: un 

heptámero conservado, un espaciador de 12 o de 23 pares de bases y un 

nonámero conservado (29). La recombinación ocurre usualmente entre un 

segmento flanqueado por una señal de recombinación con un espaciador de 

12 pares de bases con otra con un espaciador de 23 pares de bases. La 

recombinación entre dos genes flanqueados por RSS con orientaciones 

opuestas, localizados en el cromosoma entre dos segmentos de 

recombinación, resulta en la eliminación de las secuencias involucradas. Sin 

embargo, la recombinación entre segmentos flanqueados por RSS con la 

misma orientación dan como resultado la inversión de los genes 

involucrados. 

En algunos loei endógenos, los genes V y las RSS se 

encuentran configurados de tal forma que tanto las uniones por eliminación 

como por inversión pueden ocurrir. En el caso de la cadena K tanto del ratón 

como del humano, los segmentos VK se encuentran en ambas direcciones 

transcripcionales y por lo tanto se pueden rearreglar por eliminación o por 



inversión (34,35). En el caso del foeus f., los genes V se encuentran en una 

sola orientación por lo que sólo se rearreglan por medio de eliminación (36). 

3.1 Exclusión alélica e Isotípica: 

En la teoría de Burnet cada célula productora de Ig expresa una sola 

especificidad, sin embargo, cada célula linfocito B tiene dos foei para la 

cadena pesada y cuatro loei para la ligera. Si cada célula expresara la 

información contenida en sus cromosomas, entonces ¿Cómo es posible que 

las células expresen anticuerpos con sólo una especificidad? A través de 

los estudios con antisueros se pudo distinguir que las proteínas de la 

cadena pesada y ligera encontradas en el 99% de linfocitos B individuales, 

corresponden a un sólo alelo tanto de la cadena pesada como de la ligera 

(29,37,38). A este fenómeno se le denominó exclusión alélica (37,38). No 

obstante este fenómeno y aún en las condiciones más estrictas de exclusión 

alélica, el linfocito B es capaz de expresar ambas cadenas ligeras K y le Y de 

esta manera expresar dos diferentes receptores. La existencia de sub-foei 

funcionales de le hace posible que un linfocito exprese múltiples receptores. 

A pesar de esto, las células B expresan receptores con una solo isotipo de 

cadena ligera, a éste fenómeno se le ha denominado "exclusión isotípica de 

cadenas ligeras" (37-39). 

3.2 Diferenciación de células B: 

Las células B provienen de células pluripotenciales que se diferencian 

en el hígado fetal y en la médula ósea adulta, estas células pasan por 

estadios de desarrollo altamente regulados en donde rearreglan y expresan 

los genes de las Ig (29,30,40). Las células Pro-B sufren de rearreglos O a J H 

y de VH a DJ H• Las células Pre-B completan exitosamente los rearreglos VH 



a DJH Y expresan la cadena ~. Los linfocitos B inmaduros a su vez han 

completado el rearreglo de las cadenas ligeras y de esta manera son 

capaces de expresar IgM en su superficie, mientras que los linfocitos B 

maduros son capaces de expresar simultáneamente IgM e IgD por medio de 

un empalme o "splicing" alterno de los transcritos de las cadenas pesadas. 

Estas células migran al bazo, ganglios linfáticos y placas de Peyer en 

donde son capaces de seguir procesos de activación y diferenciación a 

través de la unión con el antígeno específico. Los precursores de las células 

B en sus diferentes estadios de desarrollo pueden estudiarse a través de 

marcadores de superficie que son detectados por medio de citometría de 

flujo (41). 

En ratones, todo el linaje de células B expresa los. marcadores 

CD45R/B220. Por medio de citometría Hardy y col s (41) identificaron 

precursores de células B como slg- que son B220+/CD4T. La población de 

células B220+/CD43-/slg- incluyen células pro-B en las que ocurren 

rearreglos D a JH y V a DJH (42). Después de un rearreglo productivo y del 

rearreglo de las cadenas ligeras la célula B inmadura se convierte en 

B220+/CD43-/slg+. 

3.3 Generación de la diversidad del repertorio: 

En los humanos como en los ratones, el repertorio primario de Ig se 

genera antes de la exposición al antígeno, a través de los procesos de 

unión de los genes V(D)J. La diversidad es enorme y es el resultado del uso 

de 100 o más genes VH y VI< de línea germinal diferentes los cuales 

codifican para las primeras tres regiones FR asi como para el CDR1 y 2 

(11). El uso de combinaciones aleatorias de segmentos V, (D), Y J para 

ensamblar el CDR3 del gene V introduce una diversidad enorme. La 

imprecisión de las uniones V(D)J da como resultado la adición o pérdida de 
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nucleótidos al sitio de unión V(D)J lo cual añade mayor diversidad. La 

adición de nucleótidos denominados segmentos N es mediada por la 

enzima TdT, la cual está activa durante los rearreglos de la cadena pesada 

pero no de la cadena ligera (43-46). Las cadenas ligeras se asocian con las 

pesadas adicionando otro nivel de diversidad. 

Durante la expansión clonal, producto de la unión con el antígeno, la 

hipermutación somática da como resultado una serie de cambios 

individuales de nucleótidos a lo largo de todo el gene V rearreglado, 

incluyendo el CDR1, 2 Y 3 (47). El proceso de hipermutación somática 

modifica molecularmente al anticuerpo proporcionando cambios en su 

afinidad por el antígeno. Las células que presentan mayor afinidad por el 

antígeno en cuestión, son seleccionadas y expandidas durante este proceso 

(48). 

El mecanismo de unión V(D)J es impreciso, por lo que se pueden 

obtener uniones que no mantengan el marco de lectura. El codón de 

iniciación del gene V predice que uno de tres uniones será productiva, la 

fidelidad del proceso de unión pude ser afectada por pequeñas regiones de 

homología entre los extremos de los segmentos rearreglados, lo que 

pudiera representar el uso preferencial de marcos de lectura productivos y 

no productivos en las reacciones de unión entre segmentos específicos 

(49). 

Existen muchas evidencias experimentales que han confirmado que 

una de tres uniones son productivas durante los rearreglos con la región 

constante de la cadena pesada (50). Para el caso del locus K se determinó 

por medio de la secuenciación de las uniones, que un gran número de 

células poseen uniones no productivas (51,52). Además, la presencia de 

pseudogenes en el locus K de ratones y de humanos ha permitido estimar 

que sólo una de cinco uniones es capaz de codificar una proteína (53). Sin 

embargo, la frecuencia de las uniones secuenciales de VKJK en cada 
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cromosoma K (54) significa que la proporción de uniones productivas en el 

cromosoma K es mucho mayor a 0.3. La frecuencia medida de uniones 

productivas por cada cromosoma K ha sido estimada en 0.6, lo cual sugiere 

que los rearreglos secuenciales del locus K son la regla más que la 

excepción (55). La secuenciación de las uniones le ha sugerido así mismo, 

que la mitad de las uniones le en linfocitos B periféricos son productivas 

(56,57), posiblemente debido a uniones dirigidas por homología. 

Siguiendo el ejemplo de Jerne (16) muchos investigadores en el 

campo de la formación del repertorio encuentran que es muy útil distinguir 

entre tres conceptos sobre el repertorio: El repertorio teórico o potencial, el 

repertorio disponible y el repertorio útil (199). El repertorio teórico o 

potencial se obtiene multiplicando el número de genes individuales de los 

segmentos que codifican para las cadenas pesadas y ligeras de las 

moléculas de anticuerpo, considerando las reglas de recombinación 

conocidas y asumiendo algunas contribuciones estocásticas y las 

limitaciones de las uniones de combinación. Los cálculos dan lugar a un 

repertorio potencial o teórico en el ratón de 109_10 11
. De todo este repertorio 

potencial se ha visto que sólo es expresado una pequeña parte como 

anticuerpos funcionales, a este repertorio se le denomina repertorio 

disponible. El número de linfocitos B con receptores de 19 diferentes en su 

superficie en el ratón adulto se ha calculado es de 107
. Sin embargo, los 

receptores que conforman a este repertorio disponible son el resultado de la 

expresión de sólo unas pocas familias de genes (que varía en las diferentes 

cepas de ratones), por lo que gran parte del repertorio potencial no es 

expresado en el repertorio disponible. A pesar de que se asume que 

cualquiera de estas especificidades pudieran ser utilizadas durante una 

respuesta inmune, es reconocido también que muy pocas son realmente 



usadas para este motivo, a este repertorio se le denomina repertorio útil 

(199). 

4. Rearreglos secundarios de Inmunoglobulinas. 

La organización de los genes de las Ig muestra características que 

parecieran estar adaptadas para promover re arreglos secundarios en el 

caso de los loci de la cadena L, mientras que para la cadena H, los 

evitarían. Los rearreglos secundarios son rearreglos génicos de los alelos 

que ya han ensamblado los genes de la región V. Este tipo de rearreglos 

puede reemplazar rearreglos primarios que quedan fuera de marco de 

lectura y de esta forma salvarían al receptor. A su vez, pueden funcionar 

modificando un receptor funcional o bien inactivando todo un locus. El locus 

K está particularmente adaptado para llevar a cabo rearreglos secundarios. 

Este locus no posee segmentos D, por lo que después de una unión 

primaria VKJK en un alelo, es posible llevar a cabo rearreglos secundarios 

entre los segmentos VK 5' o los segmentos JK 3' en un solo paso. 

En el ratón, durante los rearreglos primarios son favorecidos los 

rearreglos de JK1 y JK2 (58), por lo que los rearreglos primarios que usan 

estos segmentos dejan disponibles en el extremo 3' segmentos Js para 

rearreglos secundarios (59). La observación de cortes de DNA de doble 

cadena en las RSSs es consistente con la noción de que los rearreglos 

ocurren progresivamente en los segmentos JKS de 5' a 3' (60). Además, el 

locus K se rearregla frecuentemente por medio de inversión, reteniendo de 

esta manera el repertorio completo de VKS para subsecuentes rerreglos. En 

cambio, los rearreglos por eliminación originan la formación de episomas 

provocando que se pierda esta información del cromosoma. El locus K del 

humano o del ratón es capaz de sufrir dos o más recombinaciones V-J en 



un mismo alelo (61-67). El DNA escindido producto de la recombinación V/J 

contiene frecuentemente uniones VJ previamente generadas, sugiriendo 

que rearreglos secundarios en K son comunes en células no transformadas 

(68,69). 

4.1 Secuencias de recombinación (RS) en el ratón y elementos de 

eliminación de K (kde) humanos: 

Los elementos de recombinación (RS) inactivan el locus K por 

recombinación-eliminación (70,125). Los RS se encuentran -25 kb 3' del 

exón CK (71) Y los kde, se encuentran en una posición similar en el locus 

humano (72). Ambos RS y kde contienen secuencias RSS con un 

espaciador de 23 pares de bases (bp) que puede recombinar a través de un 

proceso recombinasa V(D)J dependiente, ya sea con VKS no rearreglados o 

con sitios RSS no canónicos en el intrón JK-CK (69,73). Los rearreglos 

RS/kde ocurren en aproximadamente el 75% de los linfocitos B del ratón 

que expresan cadena le (74,75) Y en una proporción mayor en linfocitos B 

humanos (75,76). Los rearreglos RS ocurren en aproximadamente 12% de 

las células de ratón K (77). Ya que las RS/kde no codifican una proteína, 

estas uniones no son funcionales (73,78), por lo que se piensa que estas 

secuencias sirven sólo para inactivar los genes K, lo cual sucede 

frecuentemente después de una recombinación funcional (75). Ya que los 

rearreglos de RS ocurren simultáneamente con los rearreglos de le, esto 

pudiera servir para dejar libre el camino para la expresión de le (78,79). De 

esta forma, pareciera que la estructura del locus K favorece reacciones de 

reemplazo para la edición de receptor. 
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4.2 La edición del receptor como un mecanismo de tolerancia 

inmunológica: 

El uso de ratones transgénicos que expresan una cadena H y L ya 

rearreglada y con una especificidad previamente definida (80) ha estimulado 

el análisis de la tolerancia de células B y T (81). Los ratones transgénicos 

cuyos receptores para el antígeno son específicos para: moléculas de 

histocompatibilidad clase I (MHC 1), DNA, eritrocitos y lisozima de gallina (en 

ratones que la expresan como antígeno propio) entre otros, han permitido 

definir algunos de los mecanismos de control de la autorreactividad. En los 

modelos transgénicos de autoanticuerpos, las células B en desarrollo que 

expresan el receptor auto reactivo desaparecen del sistema !infoide 

periférico cuando encuentran al antígeno de manera multivalente, aunque 

es posible encontrar una población de estas células con niveles bajos de 

expresión del autorreceptor en la médula ósea (82,83,84). Dos líneas 

experimentales sugirieron que la edición de receptor (la inducción de 

rearreglos secundarios por contacto con el autoantígeno) podría ser el 

mecanismo de tolerancia en los ratones arriba mencionados. 

Tiegs et al (85) encontraron que en el ratón transgénico 3-83, en 

cuyas células B expresan anticuerpos específicos contra las moléculas 

MHC clase 1, aloantígenos H-2Kk y H-2Kb
, la mayoría de los linfocitos B 

expresan el anticuerpo transgénico. No obstante, cuando el autoantígeno 

fue introducido al sistema por medio de la cruza de estos ratones con los del 

fondo genético H-2Kk o H-2Kb
, el número de linfocitos B en el bazo y en los 

ganglios linfáticos de estos ratones se encontró disminuido y estas células 

no expresaron el receptor autorreactivo. 

Las células B remanentes conservaron la cadena H transgénica 

mientras que la cadena ligera fue reemplazada, en la mayoría de los casos 

se substituyó por una cadena le endógena. En las células B Ig+ de médula 



ósea de los ratones transgénicos se encontraron altos niveles de expresión 

de RNA mensajero de RAG que se relacionó con los rearreglos en el locus 

endógeno de la cadena L. Con base en estos hallazgos, se propuso que la 

unión del autoantígeno con el receptor correspondiente en el linfocito B 

inmaduro es capaz de reinducir o de prolongar los rearreglos de la cadena 

L, modificando así la especificidad de estas células y dando una señal de 

supervivencia en vez de una señal de muerte. A su vez se propuso que este 

mecanismo ocurre en ciertas poblaciones de linfocitos B inmaduros, ya que 

en los ratones 3-83 que expresan el autoantígeno en la periferia, bajo el 

control de un transgene específico para el hígado, hubo una eliminación 

exhaustiva de los linfocitos B sin que se apreciara edición de receptor. 

Otras evidencias a favor de la edición de receptor fueron .obtenidas en 

ratones transgénicos que expresan anticuerpos H+L (3H9) con especificidad 

contra DNA de doble cadena (DNAdc) (86,124). Se estudiaron linfocitos B 

de bazo e hibridomas generados a partir de estos ratones. Ningún 

hibridoma presentó la especificidad contra DNAdc lo cual indica que se 

activó un proceso de tolerancia. Sin embargo, los linfocitos B del bazo se 

encontraron en números normales, principalmente en ratones adultos. Estos 

linfocitos B expresan la cadena pesada transgénica 3H9, mientras que la 

cadena transgénica L fue substituida. Los hibridomas expresaron la cadena 

L endógena del ratón, lo cual eliminó la especificidad contra DNAdc y en un 

caso este fenómeno fue reversible cuando la cadena K se perdió, lo cual 

sugiere que el transgene H con la cadena L endógena eliminan la expresión 

de la cadena L transgénica. Además de la exclusión alélica observada, se 

observó que estos híbridos usan en exceso los segmentos VK 12/13 

asociados con JKS. En ratones control, transgénicos sólo para la cadena L 

3H9, sólo 6/25 híbridos no expresaron la cadena L endógena, los restantes 

que sí la expresaron mostraron la distribución típica en el uso de regiones 

VKy J. 
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Estudios posteriores en ratones 3H9 que expresan sólo la cadena H 

transgénica mostraron que las células de bazo de estos animales 

expresaban receptores que perdieron la reactividad contra el DNAdc, a 

pesar de que esta cadena H unida con varias cadenas L es capaz de unir 

DNAdc. Por medio del análisis de hibridomas obtenidos a partir de células 

de bazo de estos animales, se pudo determinar que los linfocitos B de estos 

ratones utilizaron un repertorio muy limitado de genes VK. La mayoría de los 

hibridomas obtenidos de estos animales utilizaron VK12/13 que a su vez 

rearreglaron con ciertas JK en especial con JK5. También se encontró que 

en estas células se realizaron varios rearreglos en el mismo cromosoma lo 

cual sugirió que esta es la razón por la cual se favoreció el uso de ciertos 

segmentos JK. Esto permite suponer que varias uniones VJ producidas por 

los rearreglos secundarios se encontraban en marco de lectura y que fueron 

funcionales. Sin embargo, esto no se demostró experimentalmente (66,87-

89). En otro estudio, realizado en ratones que expresan diferentes 

combinaciones de cadenas H con VH11 anti-DNA, se encontraron resultados 

similares a los arriba reportados (66). En estos animales no existe cadena 

ligera transgénica por lo que se piensa que el desarrollo de los linfocitos B 

es normal y ya que la apoptosis de las células autorreactivas no explica el 

uso favorecido de ciertos segmentos JK. Estos resultados sugieren que las 

células autorreactivas fueron rescatadas por medio de la recombinación de 

Ig-K. 



4.3 Edición de receptor en ratones a los que se les ha insertado el 

transgene de Ig en ellocus específico de Ig: 

En los ratones transgénicos hasta ahora mencionados, el transgene 

ha sido incorporado al genoma del ratón de manera aleatoria, es decir, no 

se conoce la posición del transgene. Sin embargo, en la actualidad existe la 

posibilidad de insertar el transgene en una posición definida; a este proceso 

se le ha denominado "gene targeting" o inserción transgénica dirigida. Los 

ratones con inserción de un transgene de autoanticuerpo en el locus de Ig 

se crearon para simular lo más posible una situación natural y para probar el 

reemplazo de VH in vivo. En teoría, la inserción dirigida de un transgene en 

su locus natural debería favorecer la edición de receptor ya que los 

rearreglos secundarios en el alelo blanco pueden modificar o eliminar la 

expresión del autoanticuerpo. En los ratones transgénicos convencionales, 

la supresión de la expresión del transgene es muy ineficiente ya que los 

transgenes pueden estar insertados en cromosomas que no son 

potencialmente accesibles a la maquinaria de los rearreglos. Además en los 

ratones con inserciones transgénicas dirigidas de la cadena H, conservan 

las regiones O en el extremo 5', las cuales normalmente son eliminadas 

durante la recombinación VDJ. Estas regiones O son capaces de rearreglar 

con los segmentos J remanentes en el transgene o con los heptámeros 

embebidos en la región VH blanco. En los primeros estudios realizados en 

este tipo de ratones, no se identificó a un heptámero embebido en la 

secuencia VH insertada. Sin embargo, en estudios posteriores se detectó la 

presencia de rearreglos destructivos causados por la unión de segmentos O 

en regiones similares al heptámero dentro del transgene (90). En otro 

estudio, se encontró una alta frecuencia de edición por medio de las 

regiones O, pero además se encontró reemplazo de VH a VDJ, lo cual 

rescató la función de la cadena H (91). Esto ya se había predicha en 



trabajos previos realizados en líneas celulares (92,93). Estos datos, junto 

con las observaciones hechas en otros ratones con inserciones dirigidas, 

han verificado que los eventos de reemplazo en el/ocus Ig-H son frecuentes 

en estos animales, e indican que los rearreglos son capaces de modificar la 

especificidad in vivo (94-97). Sin embargo, se sigue debatiendo acerca de la 

frecuencia, especificidad e inducción de tolerancia inducidas por el 

reemplazo de VH (98). 

Los análisis in vitro mostraron que el heptámero embebido en el 

transgene es extremadamente ineficiente como blanco de recombinación 

V(D)J comparado con las RSS convencionales (99). La recombinación VH a 

VDJ incluye casi siempre la adición de segmentos N derivados de la 

actividad de la enzima TdT, lo cual indica que la mayoría de los reemplazos 

se !levan a cabo en el estadio pro-B, previo al rearreglo de la cadena L 

(91,94,95). Esto sugeriría que la señal tolerogénica no deriva del contacto 

con la Ig de superficie en el caso del reemplazo VH- VDJ. Para estudiar este 

fenómeno, se utilizaron ratones con inserciones dirigidas de un transgene 

para la cadena H y L. Chen y co!. (100) coexpresaron los genes 3H9HNK4 

con especificidad contra DNA de cadena sencilla (DNAcs). En estos 

ratones, la edición de receptor ocurrió en los genes de la cadena L. 

Además, se reportó que tanto los transgénicos convencionales como los de 

inserción dirigida 3H9HNK8 mostraron un uso exagerado de VK12/13 junto 

con el uso preferente de ciertos JK. Estos resultados sugieren que la 

tolerancia inducida por la edición de receptor se concentró en la cadena L y 

que este proceso puede ser inducido por moléculas tolerogénicas fuertes o 

débiles, en este caso, representadas respectivamente por DNAdc y DNAcs 

(100). 

En otro estudio se utilizaron ratones 3-83 cuya especificidad de la 

cadena K + H o bien sólo de la cadena H es dirigida contra MHC H-2Kk y H-

2Kb Estos ratones fueron generados por medio de inserciones dirigidas de 



los transgenes. Como control para el estudio se utilizaron 3-83K cruzados 

con un ratón transgénico H de especificidad irrelevante (101). En estos 

ratones, la edición de receptor se llevó a cabo principalmente en la cadena 

L, y fue más activa en las células autoreactivas que en las que expresaban 

un receptor inocuo. En los ratones con el trangene H+L inocuo, la población 

de linfocitos preB pequeños (fracción D de Hardy (41)) se encontraba 

ausente, debido a una progresión acelerada en el desarrollo. Sin embargo, 

en los ratones con receptores autorreactivos que sufrieron de edición de 

receptor, este compartimiento celular se encontró bastante desarrollado, lo 

cual sugiere que la edición de receptor causó un retroceso de Ig+ a Ig- en el 

desarrollo de estas células. Esto se debe quizáS a la frecuencia tan alta de 

rearreglos secundarios no funcionales asociados con la inactivación del 

gene autorreactivo. En conjunto, estos estudios muestran que la edición de 

receptor es un mecanismo que permite rescatar eficientemente células 

autorreactivas, ya que en la periferia, el número de linfocitos B se mantuvo 

relativamente normal (196,197). 

La edición de receptor ocurre primordialmente en linfocitos B 

inmaduros y se centra principalmente en la cadena L, aunque se ha descrito 

que también se puede presentar en la cadena pesada (102). Las evidencias 

experimentales que han dado indicios de esto es la ineficiente exclusión 

alélica observada ya sea para la cadena L en unos modelos o bien en otros 

para la cadena H. Las células B inmaduras de médula ósea son sensibles a 

la inducción de tolerancia por edición de receptor. Sin embargo, conforme 

van madurando, van perdiendo dicha sensibilidad y se van haciendo más 

sensibles a la apoptosis. Estas células pueden ser diferenciadas por 

marcadores de superficie (103) Y por su habilidad posterior de migrar al 

bazo (104). Se ha podido realizar un análisis más detallado de las células B 

susceptibles a la edición de receptor gracias a que estas células pueden ser 

expandidas selectivamente a partir de la médula ósea, utilizando IL-7 y 



siguiendo su desarrollo después de retirar dicha Interleucina (105,106). En 

estos cultivos, el retiro de IL-7 es necesario para la expresión de la 

recombinasa, posiblemente debido a que los eventos del ciclo celular en 

células que proliferan suprimen la expresión de la recombinasa. La proteína 

RAG-2 se degrada selectivamente en células que han entrado al ciclo 

celular (107). Durante el retiro de la IL-7, mientras las células expresan 

cantidades crecientes de Ig, la habilidad para responder a los retos 

antigénicos por medio de la edición disminuye, mientras que la sensibilidad 

a la apoptosis se incrementa concomitantemente. Después de esto, en 

algún momento de la maduración, las células B fijan su receptor con el fin 

de participar en una respuesta inmune. Esta inhabilidad de llevar a cabo la 

edición de receptor en respuesta a un antígeno sólo tiene sentido en el 

contexto del modelo general de selección clona\. 

4.4 La contribución de la edición de receptor en la diversificación del 

repertorio: 

Además de ser un mecanismo de tolerancia inmunológica, la edición 

de receptor pudiera tener otras ventajas biológicas. La recombinación V(D)J 

es un fenómeno que está lejos de ser aleatorio, ya que existen diferencias 

dentro de las señales de recombinación de los diferentes grupos de 

segmentos variables y de unión, en las regiones promotoras y en la 

proximidad de ciertos elementos de regulación en G/S que en conjunto 

afectan la eficiencia de la recombinación. Como resultado de esto, el 

incremento en la representación de ciertos genes es común y quizás 

inevitable. De esta forma, los rearreglos secundarios y otros rearreglos 

pudieran participar de manera importante en promover un grado mayor de 

aleatoriedad en el uso de los genes V y J que el generado por una sola 

recombinación (108). 



4.5 La edición del receptor en linfocitos B maduros es denominada 

revisión de receptor: 

La habilidad de promover la diversificación de los receptores en los 

linfocitos B no se encuentra limitada a las células inmaduras; también ha 

sido descrita en linfocitos B maduros en los centros germinales (109-113). 

Los primeros indicios de que este fenómeno era posible provinieron de 

células B maduras que, en la reacción de los centros germinales o en 

cultivos en condiciones especiales, fueron capaces de expresar RNAm de 

RAG. El análisis histológico de los bazos y nódulos linfáticos de los ratones 

inmunizados indicaron que el tipo de célula que expresaba RAG in vivo era 

el centrocito (109,110,114). El centro cito es una célula que no se divide pero 

que ha proliferado recientemente en el centro germinal, que además es 

seleccionada y mantiene una interacción muy cercana con la red de células 

dendríticas foliculares (115). El cultivo de linfocitos B de bazo con agonistas 

de CD40 y con IL-4, probablemente imitando la interacción con los linfocitos 

T e induciendo el switch de Ig, fue capaz de inducir la expresión de los 

genes RAG en estas células (112,114,115). A su vez, el tratamiento de 

linfocitos B de bazo con LPS e IL-4 produjo el mismo efecto (109,114). 

Estudios ulteriores sugirieron que la IL-7 puede sustituir a la IL-4 y 

que es in vivo, probablemente una citocina muy importante para la 

expresión de RAG en los centrocitos, ya que anticuerpos anti- IL-7R aunque 

permitieron la formación de los centros germinales evitaron la expresión de 

RAG(115). 

Para distinguir entre los rearreglos secundarios de Ig en células 

inmaduras y células maduras se acuñó el término de "revisión de receptor" 

(110). 



El paralelismo en los fenómenos observados en las células que 

sufren revisión de receptor y células inmaduras apoyan la hipótesis de que 

los linfocitos B de centros germinales son capaces de reactivar programas 

genéticos característicos en células B menos maduras. A este concepto se 

le ha denominado "neotenia" (110). La reprogramación pudiera ser activada 

por una mutación letal en VH o VL. Estas mutantes podrian ser muy 

parecidas a las células pro-B o pre-B, u otros fenotipos en los cuales la 

expresión de RAG pudiera ser activada. 

Las similitudes entre las células de la médula ósea y las células en los 

centros germinales que expresan RAG, abren la posibilidad de que la 

edición de receptor observada en la periferia sea producto de células 8 

inmaduras que han emigrado a este sitio. En estudios más recientes, se ha 

analizado la expresión de RAG utilizando ratones indicadores de la 

expresión de esta enzima(200-202). Nussenzweig y cOls., generaron un 

ratón transgénico que contiene el gen de la proteína verde fluorescente 

(GFP) en los elementos cis del gen RAG (200). En estos ratones, las células 

8 de la periferia que expresan GFP tienen un fenotipo de células que 

recientemente arribaron de la médula ósea. Además al utilizar estímulos 

que se relacionaron con la reexpresión de RAG in vitro o in vivo, no fueron 

capaces de activar la expresión de la GFP en estas células (200). Alt Y col., 

introdujeron el gen de la GFP en el locus de RAG-2 (201). Estos ratones 

perdieron la expresión de la GFP conforme las células 8 maduraron. Esto 

se debe a que este gen es en parte regulado a través de su estabilidad 

proteinica. Después de la inmunización de estos ratones, se encontró la 

generación de centros germinales y la expresión de RAG en células con 

poca expresión de Ig de superficie que no se sabe sin son típicas del centro 

germinal (201). En otro estudio Sakaguchi y cols. (202), introdujeron el gen 

de la GFP en el locus de RAG-1 y estudiaron la expresión de la proteina en 

linfocitos 8-1 (en los cuales se ha reportado la expresión de RAG (118)). En 



--- -----~ 

estos ratones se encontró que sólo el 1 % de las células B-1 CD5* 

expresaron RAG. No obstante, se encontró también que un grupo de 

linfocitos B B-2 aparentemente nuevo, expresó RAG. En conjunto estos 

estudios sugieren que en la periferia son pocos los linfocitos que llevan a 

cabo la recombinación V(D)J y sugiere que las células que expresan RAG 

en la periferia son fenotípicamente inmaduras. 

Para reconciliar las evidencias estos estudios con los que muestran 

revisión en células llevando a cabo hipermutación, debemos asumir que las 

células B inmaduras pueden participar en la reacción del centro germinal, o 

bien que las células B que revisan su receptor son muy raras o difíciles de 

detectar. 

Ciertas características de la revisión de receptor son paradójicas. La 

expresión de RAG en células B maduras se ha asociado fuertemente con la 

muerte del linfocito B tanto in vivo como in vitro. Así mismo, la expresión de 

RAG se ha descrito en células que son fagocitadas por macrófagos 

(109,114). El análisis histológico de los centros germinales ha revelado que 

la expresión de las proteínas RAG se localiza principalmente en el 

citoplasma, y no tanto en el núcleo de las células (109,110). Los productos 

de los genes RAG inducidos in vivo e in vitro fueron capaces de producir 

cortes de DNAdc adyacentes a las señales de recombinación (113) y la 

expresión de nuevas cadenas L (112,113,116). La revisión de receptor 

podría dar como resultado uniones fuera de marco de lectura, induciendo la 

muerte de las células Ig-. Esto pudiera explicar por qué, otros estudios, 

encontraron la expresión de RAG principalmente en células moribundas. 

Uno de los aspectos más intrigantes es que la fracción celular que 

expresa RAG expresa a su vez otros marcadores característicos de 

precursores de células B incluyendo la componentes de la cadena 

surrogada (117), IL-7R (115), el marcador celular GL-7 (110) Y en células 

humanas de centro germinal, la TdT (117). La reexpresión de los 



componentes de la cadena surrogada es particularmente interesante ya que 

muchos eventos de edición silencian inicialmente la producción de la 

cadena L, por lo que es probable que la cadena L surrogada se utiliza para 

unirse temporalmente a la cadena H. La expresión de los componentes de 

la cadena surrogada ha sido observado también en centroblastos que 

entran en el ciclo celular (117). Estas similitudes inesperadas señaladas por 

Han, Kelsoe y col. (110,111,115) entre células en la periferia en proceso de 

revisión del receptor y células inmaduras sugieren que muchos elementos 

del desarrollo de linfocitos S son repetidos durante la respuesta inmune, o 

bien que existe la presencia de una población de células S inmaduras que 

llegan a la periferia. 

Existen otras diferencias en la expresión de la recombinasa en los 

procesos de edición y revisión del receptor. En el microambiente de la 

médula ósea, las células S inmaduras requieren únicamente de la unión del 

antígeno con el SCR para llevar a cabo la edición del receptor, mientras que 

en células del centro germinal, diversos estímulos son capaces de inducir la 

revisión de receptor, aqui la estimulación del SCR en estas condiciones, 

bloquea la expresión de la recombinasa (116,117). 

En un estudio la expresión in vivo de RAG se pudo determinar en un 

grupo de centrocitos del centro germinal que fue definido como una 

pOblación con baja expresión de CD45 y con uso subóptimo de genes para 

el inmunógeno en cuestión (111). Por todos estos motivos, es poco 

probable que se induzca tolerancia inmunológica por rearreglos de V(D)J en 

las células de los centros germinales. La contribución más importante de 

este mecanismo seria la diversificación del repertorio. 

Weigert y col. identificaron una clona anti-DNAdc proveniente de un 

ratón MLR/lpr la cual contenía inserciones dirigidas de transgenes L y H que 

codifican para un anticuerpo con especificidad anti-DNA. En esta clona, el 

transgen L estaba altamente mutado y todos los miembros de la clona 
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mostraron una mutación que codifica para una señal de paro de la 

transcripción, la cual es letal. La clona expresó una segunda cadena L 

proveniente del otro alelo K, que había sufrido algunas mutaciones; 

asumiendo que el rearreglo del nuevo gene K apareció tiempo después de 

la iniciación de la mutación somática, estos resultados implican que la 

revisión puede ocurrir en células que sufrieron hipermutación y que la 

edición puede ser estimulada específicamente por la pérdida de la 

expresión del BeR (108). Otro estudio propone que la edición de receptor 

puede ocurrir en células B-1 de ratón (118), células que no se cree que 

participen en la reacción del centro germinal. Las células B de peritoneo 

IgM+B220baJo
, particularmente las provenientes de los ratones de la cepa 

NZB son muy propensas a la autorreactividad, éstas mostraron la expresión 

de RNAm y la presencia de cortes de DNA de doble cadena en las RSS de 

los segmentos JK. En ratones con inserciones dirigidas y funcionales de los 

genes variables de H y L, se perdió el determinante de idiotipo en las 

células B-1, lo cual es indicativo de edición de receptor. La función de 

dichas modificaciones no es clara y, como en el caso de las células B de los 

centros germinales, tiene implicaciones importantes en la generación de 

autoanticuerpos. Es de suma importancia determinar las señales que 

estimulan la edición en células B-1. 

En todos los estudios arriba mencionados (111-113,115,117,118) la 

revisión de receptor ocurrió en los genes de la cadena L. Un solo estudio dio 

evidencia de que probablemente la revisión del receptor ocurre en el locus 

IgH (113). En este último trabajo se observó que la revisión de receptor 

operó a través de la recombinación no fisiológica D a VDJ, quedando 

abierta la posibilidad de la recombinación fisiológica V a VDJ. Este modelo 

representa una herramienta ideal para estudiar la contribución de la revisión 

del receptor a través del locus IgH, eventos que por cierto son 

extremadamente raros en células B normales. Queda pendiente determinar 
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si la revisión del receptor en el locus H puede ocurrir mediante reemplazos 

Va VDJ. 

4.6 Posibles funciones de la revisión del receptor: 

La revisión del receptor podría ser ventajosa en diversas 

circunstancias, dependiendo de la relación temporal que guarde con otros 

mecanismos de diversificación como la hipermutación somática y del linaje 

celular en donde ocurre. La inserción de mutaciones que introdujeran 

codones de terminación en las secuencias de DNA sería abortiva, por lo que 

la revisión de receptor podría rescatar a las células que sufren este proceso. 

Alternativamente o adicionalmente, la revisión del receptor podría preceder 

a la mutación somática. La revisión después de la proliferación celular, 

producto del encuentro con el antígeno, podría permitir probar nuevas 

combinaciones H + L que posiblemente serían mejores que las ya 

seleccionadas; a su vez, la revisión en el alelo no expresado permitiría la 

evolución más rápida de las clonas ya que se expresaría transitoriamente 

una cadena L por inclusión alélica, lo cual permitiría a la célula probar una 

cadena L mientras conserva la anterior. Posteriormente, la selección clonal 

en conjunto con la mutación o la recombinación podrían inactivar el alelo 

menos funcional, posibilidad que ha sido corroborada experimentalmente en 

ratones transgénicos expresando múltiples copias del transgene (119). La 

revisión de la cadena H podría ocurrir en el segundo alelo, esto podría 

explicar los hallazgos inesperados obtenidos en células B autoinmunes de 

ratones transgénicos para la cadena H (120). Existen múltiples evidencias 

de que la revisión de receptor ocurre antes, durante o después de la 

mutación somática; no obstante, la frecuencia de la revisión de receptor 

sigue siendo una pregunta sin respuesta (108). 
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4.7 Implicaciones y problemas del concepto de selección de receptor a 

través de los rearreglos secundarios de Ig: 

Se han propuesto dos hipótesis para explicar la manera en que el 

repertorio de la respuesta inmune es regulado: La primera es a través de la 

selección clan al que regula el crecimiento y muerte de la célula y la 

segunda es la selección de receptor en donde la señalización a través del 

receptor de Ig juega un papel importante en regular la modificación o el 

reemplazo de un receptor funcional. En este proceso de selección de 

receptor participarían los rearreglos secundarios de Ig junto con la 

hipermutación somática y la conversión de genes (108). 

Existe una gran controversia acerca de la contribución fisiológica de 

cada uno de estos mecanismos tanto en la inducción de tolerancia como en 

inmunidad. Por ejemplo, en el ratón existen cuatro regiones J funcionales , 

para la cadena K lo cual permitiría un máximo de ocho rearreglos y otros 

cuatro para 'e. En el humano existe un mayor número teórico de rearreglos 

posibles para la cadena L. Sin embargo, las evidencias experimentales 

muestran que los linfocitos B del repertorio preinmune han rearreglado sólo 

una de sus alelos K (121). Por otro lado, la mayoría de las células B de bazo 

en los ratones usan JK1 o JK2 en sus cadenas K funcionales (58). 

Estos datos sugieren que la edición de receptor no es frecuente en el 

repertorio preinmune del ratón. Una posible explicación de la ausencia de 

edición en células con cadena K, es que la mayoría de las células que 

hubieran modificado su receptor, estarían representadas en la población de 

linfocitos B que expresan cadenas L le. En la mayoría de estas células se ha 

demostrado la presencia de rearreglos en el locus K. De esta manera, es 

posible imaginarse que la edición de receptor sería más útil para rescatar 

combinaciones VDJH que son intrínsecamente propensas a la 



autorreactividad, permitiéndoles participar en el repertorio al combinarse con 

nuevas cadenas L. 

Una crítica general al concepto de edición de receptor es que aunque 

la edición podría ser un mecanismo para mantener la tolerancia, ésta ocurre 

en medio de un gran desperdicio celular en todos los niveles. Diariamente 

se generan alrededor de 5X106 células B en la médula ósea de un ratón. No 

obstante, sólo es necesario reemplazar alrededor de 105 células por día 

(122). Si el salvar células B en desarrollo es tan importante para necesitar 

de un mecanismo como la edición de receptor, entonces ¿por qué se 

permite tanta extravagancia hematopoyética? Es probable que la edición de 

receptor sirva para disminuir la gran pérdida diaria de células o permita 

evitar la pérdida de ciertas especificidades poco representadas en el 

repertorio, o también podría evitar la pérdida de genes que rearreglan poco 

y de esta forma compensar las preferencias de rearreglos en unos 

segmentos durante el desarrollo de los linfocitos. 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La complejidad del proceso de reconocimiento y la heterogeneidad de 

los receptores del linfocito B y sus ligandos es enorme, por lo que el 

repertorio debe ser regulado de manera muy estricta para evitar que se 

produzca autoinmunidad y al mismo tiempo para producir una respuesta 

eficiente contra los microorganismos. A pesar de que el repertorio teórico de 

Igs es muy extenso, sólo muy pocas familias de genes Ig son representadas 

tanto en el repertorio disponible como en el repertorio útil durante una 

respuesta inmune, por lo que no se conoce cuanto del enorme repertorio 

teórico es realmente necesario para producir inmunidad. Un ejemplo de la 

regulación sobre los receptores es el hecho de que el 95% del repertorio 

disponible de anticuerpos del ratón y de los humanos expresan cadenas L K 

ya que el rearreglo de estas cadenas es favorecido durante la selección de 

receptores en la exclusión isotípica. Este fenómeno se mantiene durante la 

respuesta inmune, por lo cual la mayoría de los anticuerpos protectores 

contra patógenos descritos hasta ahora expresan la cadena L K. Por todo lo 

anterior, no se sabe si los anticuerpos que expresan cadena L 'A son 

capaces de realizar las mismas funciones que los L K. 

Por otro lado, para la formación del repertorio útil, en particular en la 

formación de anticuerpos protectores, se ha descrito ampliamente la 

participación de la recombinación V(D)J. Sin embargo, la participación de 

otros procesos como los rearreglos secundarios de Ig y la hipermutación 

somática en la generación de anticuerpos protectores no ha sido estudiada, 

pues estos mecanismos han sido analizados principalmente en los procesos 

de inducción de tolerancia en linfocitos B autorreactivos y en la maduración 

de la afinidad de los anticuerpos. 



IV HIPÓTESIS 

La capacidad para producir anticuerpos protectores en ratones con el 

repertorio de Igs moderada o severamente reducido, sigue siendo suficiente 

para inducir inmunidad debido a que existen mecanismos alternos para la 

generación de la diversidad y funciones redundantes en los componentes 

del sistema. Por lo tanto, en una situación en donde se carezca de 

anticuerpos con cadena L K, los anticuerpos con cadena L le serían capaces 

de desempeñar las mismas funciones que los anticuerpos con cadena L K. 

Por otra parte, los mecanismos de rearreglos secundarios de Ig y de 

hipermutación somática serían capaces de diversificar el repertorio para la 

producción de anticuerpos contra múltiples antígenos Y. anticuerpos 

protectores contra diversos patógenos. 
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V. OBJETIVOS 

a) General 

Estudiar la contribución de la cadena L A Y de los rearreglos secundarios 

de Ig en la generación de anticuerpos protectores. 

b) Particulares 

Estudiar la supervivencia y capacidad de generar anticuerpos protectores 

en ratones deficientes de la cadena L K infectados con los virus de la 

estomatitis vesicular rySV), linfocoriomeningitis linfocítica (LCMV) o 

inmunizados con el virus de la poliomielitis humana (PV) o con porinas 

de S. typhi. 

Estudiar la supervivencia y la capacidad de generar anticuerpos 

protectores en ratones "Quasimonoclonales" (QM) infectados con el 

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

Analizar las secuencias nucleotídicas de los anticuerpos protectores 

contra VSV generados en los ratones QM por medio de la expresión de 

cadenas simples de estos anticuerpos en fagos filamentosos, para de 

esta forma identificar los mecanismos involucrados en su generación. 
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VI. MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS 

1. Ratones deficientes de la cadena L K (CTé!): 

Se han generado varias cepas de ratones deficientes en la expresión 

de la cadena LK por medio del substitución de la región JKCK (126), o bien 

del elemento iEK (127,128), o de la región CK (57) con el gene de la 

resistencia a neomicina (neo'). Los ratones mutantes JKCK y los iEK no 

rearreglan, eliminan o expresan el locus K, mientras que los ratones 

mutantes en donde el elemento iEK es substituido por fax P son capaces de 

rearreglar VKJK, aunque de manera reducida (129). La substitución de CK 

con el gene neoT elimina la producción y la expresión de superficie de K, 

pero no evita los rearreglos de VKJK (57). Por otro lado, la substitución del 

3'EK con la secuencia foxP alteró la relación K:A, disminuyendo la 

preferencia de los rearreglos K versus ), de manera significativa e inhibió 

parcialmente la expresión del focus K en células B en reposo (130). La 

substitución del 3'iEK con el gen de neo' causó un fenotipo similar, sin 

embargo, se observó una disminución más pronunciada en la preferencia K 

versus A, ya que la eliminación del iEK tiene un efecto inhibidor de la 

recombinación VK-J. 

Todos los ratones deficientes de la cadena L K arriba descritos 

tuvieron un desarrollo normal, sin alteraciones en las poblaciones de 

linfocitos T. No obstante, el total de linfocitos B se vio reducido en algunos 

casos hasta un 50%. No se logró detectar la presencia de linfocitos B con 

cadena L K en los ratones homocigotos, ya que estos ratones sólo tenían 

linfocitos B con cadena A. Al ser comparados con los ratones control, los 

heterocigotos mostraron un incremento del doble de linfocitos B con cadena 



L A, mientras que los homocigotos tenían de 7 a 10 veces más linfocitos B 

con cadena A. 

Estos resultados mostraron que los rearreglos de la cadena "- pueden 

ocurrir en ausencia de señales provenientes de la cadena K. Los ratones 

deficientes de la cadena L K son un excelente modelo para investigar la 

habilidad del limitado grupo de cadenas L A para interactuar con el 

repertorio H en respuesta a diferentes antígenos y a infecciones. En el 

presente estudio se utilizaron ratones a los que se les eliminó la región CK 

(57). 

2. Ratones "Quasimonoclonales" (QM): 

Los ratones QM (95) fueron generados por medio del reemplazo de 

los elementos endógenos JH con la región de genes rearreglados VH(D)JH 

17.2.25 aislados de un hibridoma con especificidad anti- (4-hydroxi-3-nitro

fenil)acetilo (NP), mientras que el otro alelo fue inactivado por medio de la 

eliminación de todos los segmentos JH. Adicionalmente, los ratones QM no 

poseen cadena ligera K debido a que se cruzaron con los ratones 

deficientes de esta cadena. De esta forma, la cadena pesada transgénica 

sólo se puede combinar con las cadenas ligeras "- rearregladas. Cuando 

esta cadena pesada se combina con la cadena ligera "-1, el anticuerpo 

resultante tiene únicamente especificidad contra NP mientras que la unión a 

"-2 daría especificidad anti-NP parcial además de otras. Estas 

combinaciones hacen que el ratón QM tenga un repertorio teóricamente 

oligoclonal casi monoespecífico. Sin embargo, a pesar de esta 

predisposición genética, el 20% de los linfocitos B periféricos de los ratones 

QM no unen NP (131). En ausencia de inmunización, se observaron 

intermediarios de la reacción de reemplazo de regiones VH en linfocitos B de 
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médula ósea y de bazo de los ratones QM, además que se observaron 

transcritos del gene RAG-1 en el bazo de estos (94). Debido a estas 

características, los ratones QM son un modelo muy útil para estudiar la 

contribución de los rearreglos secundarios, en especial del mecanismo de 

reemplazo de regiones VH en la generación de una respuesta humoral 

protectora. 

Con el fin de estudiar la capacidad de generar anticuerpos protectores 

en una situación donde el repertorio de inmunoglobulinas se encuentra 

moderadamente o severamente comprometido y estudiar la contribución de 

los mecanismos de rearreglos secundarios en la generación de anticuerpos 

protectores, se infectaron o inmunizaron ratones CK·1• y QM con diferentes 

virus y antígenos proteínicos y se evaluó la respuesta inmune humoral. 

3. El Virus de la Estomatitis Vesicular (VSI(): 

El VSV es un virus de la familia Rhabdoviridae del género conocido 

como vesiculovirus y está relacionado al virus de la rabia. El VSV infecta 

primordialmente a mamíferos. No obstante, algunos insectos y artrópodos 

pueden ser infectados también por este patógeno. Existen dos especies o 

serotipos de este virus denominados VSV Indiana (VSV-IND) y VSV New 

Jersey (VSV-NJ). Estos virus ocasionan infecciones principalmente en 

ganado bovino y porcino (132). 

El VSV es un virus que tiene forma de bala de 180 nm de longitud por 

75 nm de ancho y está compuesto por un centro o nucleocápside (RNP) y 

una bicapa membranal. La nucleocápside contiene RNA de cadena sencilla 

antisentido (contiene 11,161 nucleótidos) fuertemente asociada con la 

proteína mayor N (de 422 aminoácidos), las polimerasas menores L y P. En 

la membrana se asocian la glicoproteína G (VSV-G) que atraviesa la bicapa 

y proteina periférica M, la cual se adhiere a la superficie de la parte interna 
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de la bicapa y une al núcleo de RNP. La membrana del VSV contiene 

aproximadamente 1,200 moléculas de la glicoproteína G, las cuales forman 

alrededor de 400 puntas triméricas rearregladas de forma altamente 

organizada en la superficie viral. La proteína G es una proteína tipo I 

clásica, contiene dos sitios en el dominio externo que se encuentran unidos 

azúcares y la mayor parte se encuentra expuesta en la superficie viral (132). 

Estas características hacen que esta proteína induzca una respuesta 

inmune humoral muy intensa (133,134). 

En el modelo experimental del ratón, la infección con el VSV causa 

parálisis progresiva que termina con la muerte del animal si no se cuenta 

con anticuerpos neutralizantes, que son los encargados principales de 

mediar la protección contra esta infección (135,136,146). La mayoría de los 

anticuerpos neutralizantes, específicos contra VSV reconocen sitios 

inmunodominantes de la VSV-G (137-139). La respuesta primaria de 

anticuerpos está constituida por IgM (días 3-5) y se induce sin la 

cooperación de células T (140,141), mientras que el cambio de isotipo 

ocurre alrededor de los días 6-8 y depende de la cooperación de células T 

(142). 

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

El LCMV es un virus no citopático de RNA de doble cadena, de la 

familia Arenaviridae, y es un patógeno natural del ratón. El virus está 

formado por partículas envueltas esféricas de un diámetro de 50-300nm. La 

superficie del virus es lisa y presenta picos en forma de T compuestos de la 

glicoproteina que se extienden de 7-10 nm sobre la envoltura (143). La 

infección aguda por LCMV es controlada primordialmente por linfocitos T 

citotóxicos a través de la perforina (144,145). La respuesta celular es 

responsable de las manifestaciones clínicas y desarrollo de la enfermedad, 
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ya que al destruir a las células infectadas se ocasiona a su vez la meningitis 

(143). Inmediatamente después de la infección, alrededor del día 8, se 

produce una respuesta muy intensa de anticuerpos específicos contra la 

nucleoproteína del LCMV, que no tiene capacidad de neutralización 

(147,148). En etapas tardías de la infección, entre los días 30 y 60, se 

monta una respuesta de anticuerpos en contra de la glicoproteína del virus. 

Estos anticuerpos son capaces de neutralizar al virus (149,150,151) Y 

participan de manera importante en la protección contra la reinfección. (152-

154). La infección en el humano es raramente fatal y ocasiona fiebre, 

mialgias, afecta al sistema nervioso central con presencia de virus en la 

sangre e inmunopatología similares a las ocasionadas por las fiebres 

hemorrágicas virales (VHF). Los pocos casos fatales han presentado una 

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

5. El virus de la Poliomielitis humana (PV): 

El PV es un virus citopático de cadena positiva de ácido ribonucléico 

(RNA) perteneciente a la familia Picorrna viridae, del género Enterovirus. El 

virión es de forma icosahédrica con un diámetro de aproximadamente 30.5 

nm. EL PV infecta a humanos especifica mente, causando entidades clínicas 

variables en donde las formas más graves producen parálisis y muerte. El 

PV infecta células de la nasofaringe y del intestino, de donde se propaga, 

mientras que las formas que causan la parálisis tienen un tropismo muy 

específico por las células de las astas anteriores de la médula espinal. El 

virus entra a las células por medio de un receptor específico (PVR) que 

está constituido por tres dominios tipo Ig y se encuentra codificado en el 

cromosoma 19. La superficie viral contiene 4 proteínas ordenadas 

regularmente (VP1-4), contra de las cuales se dirigen los anticuerpos 

neutralizantes (155). En los ratones BALB/c, el PV induce una respuesta 
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temprana de anticuerpos IgM de tipo timo-independiente, seguida por una 

respuesta de IgG timo dependiente (156). En el presente estudio, se utilizó 

como antígeno la vacuna de virus inactivado de Salk. Esta vacuna está 

hecha de una mezcla de los tres poliovirus: Mahoney tipo 1, MEF1 tipo 2 y 

Sauketl tipo 3 en una proporción 1 :2:1 respectivamente. Los virus son 

cultivados in vitro en células de riñón de mono verde africano de cultivo 

secundario o terciario (riñones de monos sanos libres del virus de simio 40 

(SV40» o de la línea celular Vero (del mismo orígen). Los· virus se 

obtenienen del sobrenadante del cultivo celular y son inactivados con 

formalina (157) 

6. Las porínas de Salmonella typhi: 

Salmonelfa entérica serovar typhi es el agente causal de la fiebre 

tifoidea, esta es una enfermedad aguda y generalizada del sistema retículo

endotelial, tejido Iinfoide intestinal y vesícula biliar que se adquiere por la 

ingestión de alimentos o agua contaminados con la bacteria (158,159,160). 

Actualmente existen en el mercado algunas vacunas contra la fiebre 

tifoidea. Estas vacunas son poco eficientes para conferir una inmunidad 

duradera y poseen efectos colaterales (161-169). La respuesta inmune 

humoral y celular son importantes para la protección (161). La respuesta de 

anticuerpos en humanos se dirige principalmente contra antígenos de la 

superficie de la bacteria como lo son el Iipopolisacárido (LPS), el flagelo y 

las proteínas de la membrana externa (PME) en especial contra las porinas 

(170,171). Las porinas de S. typhi fueron purificadas de la bacteria por 

diversos métodos y su participación en el efecto protector se evaluó en 

ratones NIH (172,173). Las porinas fueron capaces de inducir una 

protección del 90% contra el reto de hasta 500 DLso de S. typhi (173). La 

transferencia pasiva de los anticuerpos anti-porinas fue también capaz de 
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inducir protección contra S. typhi y de inducir protección cruzada contra S. 

typhimurium. También se demostró que estas proteínas son el blanco no 

sólo de los anticuerpos sino también de los linfocitos T de humanos que se 

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

En conjunto, estos virus y antígenos bacterianos se utilizaron como 

modelos experimentales para estudiar los mecanismos moleculares 

responsables de la generación de anticuerpos protectores en ratones con 

un repertorio reducido de inmunoglobulinas, en este caso, los ratones CK-1
- y 

QM. 



VII. MATERIALES Y METODOS. 

1. Ratones y Virus: 

La generación de los ratones QM (95) Y Ck-I
- (57) ha sido descrita 

previamente. Los ratones C57BU6 fueron proporcionados por el Institut für 

Labortierkunde, de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de 

Zurich, Zurich (Suiza). Los experimentos se desarrollaron con ratones de la 

misma edad y sexo mantenidos en condiciones libres de patógenos 

específicos (SPF). Los animales utilizados tenían una edad entre 8 a 16 

semanas. 

VSV-IND. (virus de la estomatitis vesicular serotipo indiana aislado de 

Summers) fue obtenido originalmente de D. Kolakofsky (Universidad de 

Ginebra, Suiza), y fue crecido en células BHK, en medio MEM 

complementado con 5% de suero fetal bovino hasta que el stock viral llegó a 

contar con 109 unidades formadoras de placa (PFU) por mililitro. El virus de 

la Poliomielitis (PV) con los serotipos 1, II Y III fue proporcionado por el 

Instituto Suizo de Sueros y Vacunas (Berna, Suiza). El virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV-WE) fue proporcionado por F. Lehmann

Grube (Heinrich Pette Institute für Experimentelle Virologie und 

Immunologie, Universidad de Hamburgo, Hamburgo, Alemania). El virus fue 

crecido en células L-929 por 48 horas en medio MEM suplementado con 5% 

de FeS después de la infección inicial con 0.01 unidades de multiplicidad de 

infección. 



2. Inmunizaciones: 

Los ratones fueron inmunizados por vía intravenosa el día O con una 

dosis estándar de 2X106 unidades formadoras de placa (PFU) del VSV-IND 

o con 200 PFU de LCMV-WE como se indica en las gráficas. Para los 

experimentos con PV se inocularon 0.5 mi de la vacuna de Salk (157) (con 

un contenido de 30 unidades de contenido mínimo (mini) de antígeno D tipo 

U 1, 6 mini de antígeno D tipo U 2 .. 24 mini de antígeno D tipo U 3, en 

fenoxi-etanol) proveniente de Poliomielitis-Impstoff Berna, del Instituto Suizo 

de Sueros y Vacunas. Esta se inoculó por vía intravenosa los dias O y 14. 

La inmunización con porinas se llevó acabo por vía intraperitonial 

utilizando una mezcla de porinas de S. typhi obtenidas por el método de 

Nikaido (175) resuspendidas en solución balanceada de fosfatos (PBS) y 

emulsificadas en adyuvante incompleto de Freund (1 FA). 

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

cavidad retro-orbital de los ratones los días indicados en las gráficas. 

3. Ensayos de Neutralización para el VSV y PV: 

Se mezclan diluciones seriadas 1:2 de las muestras de suero 

(previamente diluidas 1 :40) con un volumen igual de una solución con el 

VSVo el PV (serotipo 11) a una concentración de 500 PFU/mL, la mezcla se 

incubó por 90 min a 3r C en una atmósfera con 5% de CO2. Se 

transfirieron 100 IJl de la mezcla a una placa con una monocapa de células 

Vero y las placas se incubaron por 3r C 1 H. A la monocapa con el virus se 

le adicionaron 100 ¡.¡L medio DMEM con 1 % de Metil-celulosa. Las placas se 

incubaron durante 24 H. (hasta 48 H para el caso del PV) a 3r C. Después 

de la incubación, se removió el sobrenadante de las placas por decantación 

vigorosa y la monocapa de células se tiñió con una mezcla de 0.5% de 



cristal violeta disuelto en 5% de formaldehído, 50% de etanol, y 4.25% de 

NaCI. La dilución que mostró reducción a la mitad en el número de placas 

totales se toma como el título (176). Para determinar los títulos de IgG, el 

suero no diluido se trató con un volumen igual de una solución de 0.1 M de 

2-Mercaptoetanol en medio MEM 1 H, a temperatura ambiente para realizar 

la reducción de la IgM. Después de la reducción, la mezcla de reacción se 

sometió a calentamiento en baño María 56° e, durante 30 mino Las 

muestras se utilizaron de la misma forma que las muestras sin reducir. 

4. Ensayo de Neutralización para el LCMV: 

Es un ensayo de reducción de focos infecciosos. El ensayo de 

neutralización se lleva a cabo in vitro como se ha descrito previamente 

(177). En resúmen, se incuban diluciones 1:2 seriadas de una muestra de 

suero previamente diluida 10 veces con LCMV, 90 min, a 37"C en placas 

de 96 pozos. A esta mezcla se le adicionaron fibroblastos de ratón de la 

línea Me57 G, y se incubó por 4 H para dejar que las células se 

sedimentaran en el fondo de la placa y sean infectadas por el virus no 

neutralizado. A los pozos se les adicionó una mezcla de 1 % de metil

celulosa en DMEM. Después de 48 H, la monocapa de células se fijó con 

formalina al 4% y los focos infecciosos se detectaron por medio de tinción 

intracelular para el LCMV. Para esto se utilizó un anticuerpo monoclonal de 

rata anti-LeMV denominado VL-4 (177). Para determinar los títulos totales 

de anticuerpos anti-LCMV se utilizó suero total, mientras que para 

determinar los títulos de IgG, el suero se redujo por medio de la adición de 

2-Mercaptoetanol a una concentración final de 0.05 M por 1 H. Todas las 

muestras de suero se inactivaron a 56° C por 30 min con el fin de eliminar el 

complemento. 
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5. Detección de Anticuerpos por medio de ELlSA: 

Para detectar anticuerpos específicos contra la nucleoproteína del 

LCMV, se recubrieron placas de 96 pozos con nucleoproteína obtenida a 

través de un sistema de baculovirus (149,178). Las placas fueron incubadas 

a 4 0 e toda la noche, después se lavaron 3-5 veces con PBS 0.05% Tween 

20, y se bloquearon con 1 % de BSA en PBS por 2-3 H a temperatura 

ambiente. El suero fue diluido con PBS con 0.1 % de BSA y se adicionó a 

las placas. La mezcla se incubó por 90 min a temperatura ambiente. Al final 

de la incubación, las placas se lavaron con la solución de lavado y después 

se adicionó un anticuerpo de cabra anti-ratón (lgG o sus isotipos) marcado 

con peroxidasa de rábano (1:1000, Zymed laboratories). 

Las placas se incubaron 1 H Y la reacción se reveló por medio de una 

solución de 0.04 mM de ABTS (Boehringer Mannheim) en NaH2 P04 0.1 M, 

pH 4.0, 0.01% H20 2. La densidad óptica se midió a 405 nm, usando un 

lector de placas (BioRad modelo 3555). Los títulos fueron determinados 

tomando como valor de 1 título el promedio de las absorbancia de los 

controles negativos multiplicado por tres. Para medir los títulos de los 

diferentes isotipos de IgG contra el VSV, las placas de ELlSA fueron 

recubiertas con 10 ¡.Jg/mL de VSV-IND precipitado con polietilenglicol y el 

ensayo se realizó como se describió arriba. Para el caso de los anticuerpos 

anti-porinas, las placas fueron recubiertas con porinas de S. typhi a una 

concentración de 10 ¡.Jg/mL de la proteina. 

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

filamentosos: 

Pare estudiar el origen y los mecanismos involucrados en la 

producción de anticuerpos anti-VSV en los ratones QM es necesario 
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determinar las secuencias de las regiones VH de estos. Existen diversas 

formas para realizar esto: una opción es aislar anticuerpos monocJonales 

antes de la infección y después de la infección durante la respuesta 

primaria, secundaria y de memoria. Obtener el DNA de las clonas, amplificar 

y secuenciar las regiones VH para comparar las diferentes secuencias. 

Debido a que conocemos la secuencia original de los anticuerpos antes de 

la infección, es posible determinar cuales fueron los cambios ocurridos en la 

secuencias VH de los anticuerpos producidos contra el VSV en los ratones 

QM. Este proceso es largo y muy laborioso, sin embargo, permitiría estudiar 

otras características de dichos anticuerpos. 

Por otro lado se cuenta con el sistema de expresión de las fracciones 

variables de los anticuerpos en fagos filamentosos. Esta técnica permite un 

análisis más rápido de las secuencias VH de los anticuerpos de los ratones 

QM en este caso, antes y después de la infección con VSV. De esta forma 

se pueden estudiar los procesos involucrados en la generación de estos 

anticuerpos. Esta tecnología se describe a continuación. 

El primer paso es generar una biblioteca genómica a partir del RNAm 

obtenido de los bazos de los ratones antes y después de la infección con el 

VSV. La biblioteca fue construida siguiendo los procedimientos descritos 

previamente (179). En resumen, el RNA mensajero se obtuvo de 107 células 

de bazo usando el kit de "QuickPrep" para purificación de mRNA 

(Amersham-Pharmacia Biotech). El mRNA se sometió a la acción de la 

transcriptasa reversa usando una mezcla de iniciadores hexaméricos 

aleatorios de acuerdo a las especificaciones del fabricante (sintesis de la 

primera hebra por medio de RT-PCR, Amersham Life Science). La región 

variable de la cadena pesada (VH) se amplificó usando una mezcla de 

iniciadores degenerados denominados primers VHback y primers VHfor. 

Mientras que la región variable de la cadena ligera (VL) se amplificó usando 

los iniciadores específicos para la cadena lambda LBA y LF/c como se 
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describió anteriormente (179). Los productos de PCR correspondientes a VH 

y VL se purificaron y ensamblaron usando una PCR de traslape y extensión 

para adquirir una configuración de cadena sencilla Fv (scFv). La cadena 

completa de scFv se purificó del gel, se digirió con la enzima Sfil y 

posteriormente se ligó en el vector de expresión pAK100 (donado por el Dr. 

Andreas Plückthum, Universidad de Zurich-Irchel, Zurch, Suiza). 

La mezcla de ligación se electroporó en bacterias 

electrocompetentes XL 1-Blue (Stratagene, lnc). Las colonias se recuperaron 

de la placa y las que expresaron las scFv fueron rescatadas a través de la 

infección con el fago de ayuda VCS-M13 (Stratagene, Inc.). Las partículas 

de fagos se precipitaron dos veces con PEG y se resuspendieron con PBS. 

Los fagos capaces de reconocer al VSV se seleccionaron por medio 

de tubos recubiertos con 100 ¡.Jg/mL del virus precipitado con PEG 

(Maxisorp, Nunc). Los fagos se incubaron toda la noche a temperatura 

ambiente en los tubos. Los tubos se bloquearon con leche descremada al 

4% disuelta en PBS y se lavaron 20 veces con PBS-tween 0.1%. Los fagos 

que se unieron al tubo se separaron utilizando una solución de 0.1 M de 

glicina/HCI, pH 2.2, durante 10 mino Inmediatamente después se 

neutralizaron con una solución 2M de Tris/HCI, pH 8.5. Los fagos 

recuperados se utilizaron para infectar células XL 1-Blue que fueron 

nuevamente plaqueadas y sometidas a un segundo proceso de purificación

selección. Los fagos obtenidos fueron analizados por medio de ELlSA. 

Las colonias aisladas de la segunda purificación fueron crecidas en 

placas de 96 pozos y rescatadas con el fago de ayuda VCS-M13. Después 

de incubar durante toda la noche, se adicionaron 100 ¡.JL del sobrenadante 

conteniendo al fago, a las placas recubiertas con el VSV (10¡.JglmL) y se 

incubó por 90 mino Las placas fueron lavadas 5 veces con PBS 0.1 % de 

Tween y después se les adicionó el anticuerpo anti-fago M13 marcado con 

peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech) las placa se incubaron durante 
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90 min, después, se lavaron nuevamente 5 veces y se revelaron con 0-

fenilendiamina (Sigma) y H202. La reacción se detuvo adicionando HCI 1 N, 

Y la absorbancia se leyó a 490 nm usando el equipo arriba mencionado. 

7. Cepas bacterianas: 

Se empleó la cepa Sa/monella typhi 9,12,Vi:d aislada de un paciente 

con fiebre tifoidea, tipificada por el Instituto Nacional de Diagnóstico y 

Referencia Epidemiológicos de México (INDRE). 

8. Cultivo de bacterias: 

Salmonella typhi fue cultivada en medio mínimo "A" (KH2P04 3 gil, 

K2HP04 7 gIl, Citrato de Sodio 0.5 gil, (NH4)2S04 1 gIl, MgS04 1 gil) durante 

16-18 H en cultivo estacionario y posteriormente se transfirió la semilla a 

garrafones de 4 L los cuales se cultivaron en agitación durante 8 H (fase de 

crecimiento logarítmico) a 3rC y 200 rpm (New Brunswick Scientific Co.) en 

medio mínimo A complementado con 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de 

glucosa. Posteriormente, las bacterias se cosecharon por centrifugación a 

1650 x g durante 15 min a 4°C. El sedimento que contiene a las bacterias fue 

resuspendido en amortiguador de HEPES 0.01 M pH 7.4, conservándose a 

-20°C hasta su uso (173,180). 

9. Obtención de las porinas: 

La obtención de las porinas se efectuó empleando el método descrito 

por Nikaido (175). Las bacterias cosechadas en la fase de crecimiento 

logarítmico se ajustaron a una densidad óptica de 1.0 a 660 nm, 

posteriormente se rompieron por sonicación (Lab line Ultratrip Labsonic 



system sonicator) por períodos de dos minutos en baño de hielo hasta 

disminuir la densidad óptica a 0.3. Seguido de la eliminación de las 

bacterias enteras por centrifugación a 7000 x g/15 mino La envoltura celular 

se concentró por ultracentrifugación a 100000 x g / 30 mino a 20°C, ésta se 

homogenizó en Tris 10 mM, pH 7.7 adicionado de SOS al 2% y se incubó 30 

mino a 32°C. Posteriormente, se ultra centrifugó y el sedimento se sometió a 

una segunda solubilización en las condiciones descritas anteriormente. El 

sedimento de este segundo proceso, contiene la peptidoglicanade donde 

se extrajeron las proteínas unidas a ella con amortiguador de Nikaido (Tris 

50 mM, pH 7.7, SDS al 2%, EDTA 5 mM, NaCI 0.4 M Y l1-mercaptoetanol al 

0.05%). Después de un período de incubación de 2 H a 3rC, la muestras 

fueron ultracentrifugadas a 100 000 x g / 30 mino a 25°C y el sobrenadante 

se pasó a través de una columna de Sephacryl S-200 (80 cm x 2.6 cm, 

Pharmacia Chemical CO.) con una velocidad de flujo de 4 mL!H. Se 

recuperó la fracción que sale inmediatamente después del volumen vacío, a 

través del monitoreo por absorbancia a 280 nm. 

10. Electroforesis en geles de po/iacrilamida: 

La electroforesis se realizó de acuerdo a la técnica descrita por 

Laemmli (181). Se utilizó dodecil sulfato de sodio en condiciones reductoras y 

un sistema amortiguador discontinuo. La prueba se realizó en una unidad de 

electroforesis vertical (LKB Instruments, Inc., Rockville, MO.). El gel 

introductor se preparó a una concentración final de 5% de acrilamida, 0.13% 

de bis acrilamida, 0.1% de SOS disueltos en Tris-HCI 0.125 M a pH 6.8. El 

gel separador se preparó con 11.2% de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida, 

0.19% de SOS disueltos en Tris-HCI 0.35 M a pH 8.8. El corrimiento 

electroforético se llevó a cabo empleando 30 mA por placa y como 
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amortiguador de corrimiento Tris-Hel 0.025 M, glicina 0.192 M pH 8.3, SDS 

0.1%. 

11. Cuantificación de proteínas: 

La cuantificación del contenido proteínico en el extracto final de la purificación 

de las porinas se realizó de acuerdo al método de Lowry (182), se utilizó 

albúmina sérica bovina como proteína de referencia (Sigma). 



VIII. RESULTADOS 

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

la formación de anticuerpos protectores: 

Los ratones deficientes de la cadena K tienen el fondo genético de los 

ratones C57BL/6 y presentan anticuerpos con cadena ligera A únicamente. 

Por lo tanto, teóricamente su repertorio de Ig se encuentra reducido unas 

100 veces. En general los ratones singénicos adultos y no inmunizados 

presentan una proporción de anticuerpos idA. de 95:5 (57); así mismo en los 

ratones C57BU6, el 95% de los anticuerpos que se producen contra 

patógenos como VSV, LCMV utilizan la cadena ligera K (146). Los ratones 

deficientes de la cadena K no presentan anormalidades físicas aparentes ni 

anormalidades en la arquitectura esplénica. Estos ratones mostraron una 

respuesta inmune humoral comparable a los controles C57BU6, al ser 

inmunizados con: a) antígenos timo-independientes tipo 1 (TI-1) como lo son 

el VSV y VSV inactivado con luz ultravioleta (U.v.) (133,134) Fig. 1. b) 

antígenos timo-independiente tipo 11 (TI-2) como lo son la VSV-G expresada 

en células de insecto a través del sistema de BaCUlovirus (Bac VSV-G) o en 

vaccinia como antígeno recombinante (Vacc-VSV-G). Fig. 2. Y c) antígenos 

timo-dependientes como porinas de S. typhi (Fig. 3) o LCMV vivo (Fig. 4). 

Sin embargo, en los ratones CK'!C se observó que la producción de 

anticuerpos ligeramente retrasada respecto a los controles, en particular los 

anticuerpos de clase IgG. 
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Fig. 1. Inducción de anticuerpos neutrahzantes contra el VSV en ratones CK .,. y 

e57 BU6. Los ratones fueron infectados Lv. con 2 X 10' pfu de VSV-IND o 

inmunizados Lv. con 2 X 10' pfu de VSV-UV. A los tiempos Indicados, se tomaron 

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

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

Cada grupo consistió en tres ratones. tlg: anticuerpos totales. 
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Fig. 2. Inducción de anticuerpos neutralizantes contra el VSV en ratones CK .,. y 

C57Bl/6 inmunizados con antígenos timo independientes tipo 11. Los ratones 

fueron inmunizados i v con 5 fl9 de Baculo-G o infectados LV. con 2 X 10' pfu de 

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

retroorbital de los ratones y se determinó el titulo de anticuerpos neutrallzantes por 

medio del ensayo de neutralización In vitro, cada grupo consistió en tres ratones. 

lIg: anticuerpos totales. 
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Fig 3. Respuesta de anticuerpos anti-porinas de S. typhi en ratones Ck'" y 

C56Bl/6 Grupos de tres ratones fueron inmunizados Lp. con 6 I-Ig de porinas de 

S. typhi en adyuvante incompleto de Freund (IFA). Una segunda dosis de 10 I-1g de 

porinas en IFA fue administrada Lp. 15 días después de la primera inmunización. 

La respuesta de anticuerpos fue monitoreada durante 40 días. Cada punto 

representa el promedio de los valores obtenidos de cada ratón. 
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Fig. 4. Respuesta de anticuerpos anti- LCMV-NP en ratones Ck'" y C57Bl/6. 

Grupos de tres ratones fueron infectados con 10' PFU de LCMV WE. Los títulos 

de anticuerpos fueron determinados en el suero de los ratones por medio de la 

técnica de ELlSA, en los tiempos indicados en la gráfica. Cada punto representa el 

promedio de los valores obtenidos de los tres ratones. 
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Estos resultados muestran que la cadena K, a pesar de ser dominante 

en los ratones de tipo silvestre, puede ser substituida por la cadena le para 

formar anticuerpos protectores. Los anticuerpos protectores con cadena le 

fueron producidos en cantidades similares y mostraron la misma capacidad 

protectora que los anticuerpos que usan la cadena K. La reducción en el 

repertorio teórico de Ig en estos ratones sólo afectó ligeramente la cinética 

de aparición de los anticuerpos. Non obstante, en términos generales, la 

respuesta de anticuerpos no fue afectada durante las infecciones y los retos 

antigénicos empleados (Fig. 1-4). 

2. Los Rearreglos secundarios e hipermutación somática de los genes 

de las inmunoglobulinas como mecanismos de generación de 

diversidad de anticuerpos e inmunidad protectora. 

2.1 Producción de anticuerpos neutralizan tes contra VSV en ratones 

QM: 

Con el fin de estudiar la capacidad de generación de anticuerpos 

protectores en modelos con un repertorio de Ig altamente limitado se 

utilizaron los ratones QM (95). A pesar de que el repertorio teórico primario 

de células B en los ratones QM es monoespecífico, el 20% de los linfocitos 

B periféricos de estos ratones no reconocen NP (131). Este repertorio 

oligoclonal de anticuerpos representa un excelente modelo para el estudio 

de los mecanismos de generación de diversidad de anticuerpos en contra 

de agentes infecciosos. 

Los ratones QM se infectaron con el VSV, ya que esta infección es 

controlada principalmente por anticuerpos neutralizantes. De no estar 

presentes estos anticuerpos, la infección viral causa la muerte de los 

ratones por medio de una parálisis progresiva. Por lo tanto, la infección del 
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VSV ejerce una gran presión selectiva para la formación de anticuerpos 

neutralizantes y es un buen modelo para el análisis de la respuesta humoral 

en ratones que poseen un repertorio oligoclonal . 

En los ratones QM el 80% de los anticuerpos tienen especificidad 

anti-NP, por lo que cuentan con un repertorio de anticuerpos altamente 

reducido. Sin embargo, estos ratones fueron capaces de sobrevivir a la 

infección por VSV y montar una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

suficiente para controlar al virus, aunque la cinética de producción de estos 

anticuerpos fue considerablemente más lenta que en los ratones C57BL/6 

utilizados como controles (Fig. 5). Las inmunoglobulinas totales anti-VSV se 

empezaron a detectar a los 4 días post-infección. No obstante, los títulos 

fueron aproximadamente 30 veces inferiores que los encontrados en los 

controles. En los ratones QM se detectó el cambio de IgM a IgG 6 días 

después que en los ratones control. Los títulos de anticuerpos IgG en los 

ratones QM fueron similares a los de los controles alrededor del día 40 post

infección, y se mantuvieron elevados durante los 150 días que duró el 

período de observación (Fig. 5). A pesar del retraso en la cinética de 

aparición de los anticuerpos neutralizantes, los ratones QM fueron capaces 

de controlar la infección viral y sobrevivieron. Sin embargo, la dosis letal 

media (DL50 ) fue 10 veces menor para los ratones QM (2X107 PFU) 

mientras que para los ratones C57BL/6 fue de 2X108 PFU (datos no 

mostrados). 
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Fig. 5. Producción de anticuerpos neutralizantes contra el VSV en ratones QM. 
Grupos de tres ratones fueron infectados i.v. con 2X10' PFU de VSV. Muestras de 
sangre fueron tomadas de la cavidad retroorbital de los ratones en los tiempos 
indicados. La presencia de anticuerpos neutraJizantes fue determinada por medio 
de un ensayo de neutralización in vitre. tlg: anticuerpos totales. Cada punto 
representa el promedio de los títulos de los tres ratones. 

Los isotipos de IgG que predominaron en los ratones QM después de 

la infección con VSV fueron IgG2a e IgG2b (Fig. 6). De manera similar, los 

ratones QM no inmunizados mostraron mayores títulos de anticuerpos de 

estos isotipos lo cual indicaría una cierta tendencia hacia una respuesta Th1 

en estos ratones (95). 
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Fig. 6. Cinética de expresión de los Isotipos de IgG producidos en los ratones QM 

después de la infección con VSV. El suero de los ratones QM infectados con VSV 

fue anahzado a los tiempos Indicados en la gráfica Los títulos de los diferentes 

isotipos de IgG fueron determinados por medio de ELlSA Cada punto representa 

el promedio obtenido de tres ratones. El valor de un título corresponde al valor de 

3 veces el valor promedio de los controles negativos. 

El retraso en la cinética de aparición de los anticuerpos neutralizantes 

en los ratones QM, se debe quizá a la ausencia de cadena K; como se 

observó en los ratones CK-1
-. Este retraso en la aparición de los anticuerpos 

neutralizantes, podría atribuirse a su vez al tiempo que requiere un pequeño 

número de células B precursoras anti-VSV para expandirse y producir la 

cantidad suficiente de anticuerpos en el suero que permita su detección en 

el ensayo de neutralización. 

Se ha reportado previamente que la cantidad de anticuerpos séricos 

de clase IgG 1 disminuyó de un 13.1 % en ratones QM de 4-5 semanas de 
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edad a 2.8 % en ratones de 20-24 semanas. Estos datos apoyan la idea de 

que las células B de estos ratones modifican su receptor conforme el ratón 

va envejeciendo (131). Este fenómeno pOdría inducir, durante el 

envejecimiento de los ratones QM, un incremento en la cantidad de 

precursores contra el VSV, y por lo tanto se podría esperar en ratones QM 

viejos una cinética de producción de anticuerpos neutralizantes más 

acelerada que en ratones QM jóvenes. 

Para responder a estas interrogantes, ratones QM y C57BL/6 de 4, 9 

Y de 56 semanas fueron infectados con VSV y se determinó la cinética de 

produCCión de los anticuerpos neutralizantes. Los resultados nos mostraron 

que los ratones QM tanto jóvenes como viejos responden contra el VSV 

utilizando la misma cinética de producción de anticuerpos (Fig. 7). 

Estos resultados sugieren que no hay correlación directa entre el 

incremento de células que no expresan la inmunoglobulina con 

especifiCidad contra NP (idiotipo negativo) en los ratones QM adultos con un 

posible incremento en los precursores con especificidad contra el VSV. 
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Fig. 7. Respuesta de anticuerpos neutralizantes contra el VSV en ratones QM 
jóvenes VS vieJos. Grupos de tres ratones fueron infectados Lv. con 2 X 10 5 PFU 
de VSV-IND. Las edades de los ratones QM fueron de 9 y 56 semanas, mientras 
que para los C57BL/6 fue de 8 semanas (no se han observado diferencias 
conSiderables en la cinética de producción de anticuerpos neutralizantes en 
ratones de diferentes edades de esta cepa). La cinética de producción de 
anticuerpos neutralizantes fue similar en ratones QM de 4 semanas de edad 
(resultados no mostrados). El titulo de anticuerpos neutrallzantes fue determmado 
en el suero de los ratones por mediO de un ensayo de neutra1tzaclón in vlfro tl9: 19 
totales. 

7J 



2.2 Análisis de las regiones VH de los anticuerpos anti-VSV 

provenientes de los ratones QM: 

Con el fin de analizar las secuencias de la región V de los anticuerpos 

contra el VSV producidos por los ratones QM, se utilizó la técnica de 

expresión de bibliotecas de cDNA utilizando fagos filamentosos. Se 

obtuvieron mRNA de bazos de ratones QM sin infectar e infectados una o 

dos veces con VSV. En las pruebas de ELlSA que se utilizaron para 

monitorear la presencia de fagos específicos para VSV se encontró que el 

37% de los fagos aislados en la biblioteca hecha con el RNAm obtenido de 

los bazos de los ratones no infectados reconocieron al VSV, mientras que, 

para los ratones con una o dos infecciones el 57% de los fagos aislados 

reconocieron al virus. Estos resultados nos indican que, previo a la 

infección, ya existian clonas contra el VSV en los ratones QM a pesar de 

que en el suero de éstos no se encontró ningún título de anticuerpos anti

VSV. Las clonas específicas contra el virus se concentraron y se 

precipitaron con PEG y se probó su potencial de unión al virus en un 

segundo ELlSA. Los fagos que expresan la región V en forma de cadenas 

simples (scFv) con las especificidades anti-VSV mostraron una capacidad 

de unión específica y dosis dependiente contra el VSV (Fig.8a). A su vez, 

las moléculas producidas por estas clonas fueron capaces de neutralizar al 

virus (Fig. 8b). Las regiones V de 12 clonas productoras de la ScFv 

neutralizantes, fueron secuenciadas y posteriormente alineadas con la 

secuencia de la región VH 12.2.25 que se expresa originalmente en los 

ratones QM. De las 12 clonas analizadas (2 provenientes de cada biblioteca 

de un total de tres bibliotecas), se tomaron 6 clonas independientes, las 

cuales se identificaron y analizaron en ensayos de unión al VSV y de 

neutralización. Así, las clonas 081 y OG6 fueron aisladas de la biblioteca 

proveniente de ratones QM no infectados, las clonas 1 A 10 Y 1 E 12 



provienen de los ratones infectados una vez y las clonas 2F7 y 2H5 

provienen de los ratones infectados dos veces (Fig. 8c). Las otras seis 

clonas fueron múltiples aislados de la clona OG6 (4 copias) y de la clona 

1 A 10 (2 copias); estos aislados repetidos son frecuentemente una 

consecuencia de la amplificación de clonas de unión provenientes del 

proceso de "panning". Cada una de estas seis clonas independientes 

usaron el fragmento de VL perteneciente a la familia 1,1 además sufrieron del 

reemplazo del gene VH. En substitución de la secuencia original del gene 

VH.17.2.25, todas las clonas usaron un gene VH diferente perteneciente a la 

familia VH1 (J558) la cual ha sido previamente involucrada en la respuesta 

secundaria e hiperinmune contra el VSV en ratones BALB/c (146). Todas 

las clonas analizadas tenían rearreglos secundarios de inmunoglobulinas; 

las secuencias analizadas mostraron evidencias de recombinación de un 

segmento VHO con el elemento O del segmento VHOJH transgénico presente 

previamente en el ratón QM (Fig. 8c). Este tipo de rearreglo VHD en VHDJH 

ha sido reportado previamente en las células B idiotipo negativo de los 

ratones QM no inmunizados (95,131). 

No obstante, a diferencia de lo reportado en nuestro estudio, otros 

autores han descrito una proporción pequeña de células idiotipo negativo 

que presentan rearreglos secundarios denominados canónicos los cuales se 

caracterizan por reemplazar regiones VH por VHDJH. Es posible que los 

rearreglos VHD en VHDJH sean favorecidos sobre los canónicos durante una 

respuesta inmune ya que probablemente también generen mayor diversidad 

en el parata po a través de la modificación de la longitud del CDR3, lo cual a 

su vez, incrementaría las posibilidades de generar nuevas especificidades. 

No es claro si la secuencia consenso ("motif') heptamérica embebida 

en el extremo 3' del segmento VH 17.2.25 o algún otro gene VH estuvieron 

involucrados en estos rearreglos, debido a que los puntos de corte de la 

recombinación no pudieron ser determinados. Además. a los lados de los 



segmentos D insertados, se encontraron regiones N en todas las clonas 

analizadas (Fig. 8c), lo cual sugiere que la maquinaria normal utilizada para 

los rearreglos de Ig se encuentra activa durante este proceso. Estas 

observaciones indican que enzimas como la TdT, la cual se expresa en los 

linfocitos B de la médula ósea y algunas veces se reexpresa en linfocitos B 

de centros germinales, participaron en la generación de diversidad en los 

ratones QM (121). 

Adicionalmente al fenómeno de rearreglos secundarios, se mostró 

que las seis clonas secuenciadas especificas contra el VSV sufrieron de 

extensa hipermutación en los segmentos DSP2.10 y J H4 provenientes de la 

clona 17.2.25 con una frecuencia de 3.8% (15 mutaciones en 393 pares de 

bases). Estas mutaciones se presentaron también en las clonas 

provenientes de los ratones no inmunizados, confirmando así lo reportado 

para células B aisladas de sangre periférica de ratones QM, que también 

tienen una frecuencia alta de mutaciones somáticas (95). 
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Fig. 8. Análisis de la secuencia, capacidad de unión y de neutralización de los 
fragmentos scFv aislados de la librería de expresión de fagos filamentosos. a) Las 
clonas de fagos expresando los fragmentos scFv aislados de una librería de 
ratones OM no inmunizados (OB1 y OG6) Y librerías generadas de ratones OM 
después de la infección primaria (1A10 y 1E12) ó secundaria (2F7 y 2H5) con 
VSV, fueron capaces de reconocer al virus en una prueba de ELlSA con placas 
recubiertas con el VSV. b) Títulos de anticuerpos neutralizantes anti-VSV de 
partículas de fagos precipitadas con PEG. e) Análisis de la secuencia nucleotídiea 
de las seis clonas obtenidas y su comparación con la secuencia del transgene 
parental 17.2.25 (94) (mostrada en negritas). Las mutaciones de los segmentos 
DSP2.10 y JH4 remanente se muestran subrayadas. La secuencia 3' del segmento 
JH4 no mostró hipermutación somática. Las secuencias completas de los 
fragmentos scFv se encuentran accesibles en el banco de datos 
EMBLlGenBanklDDBJ, con el código de acceso AF127092-AF127097. 



2.3 Inducción de anticuerpos específicos contra LCMV y PV en ratones 

QM: 

Debido a que los anticuerpos de línea germinal pueden neutralizar de 

forma eficiente al VSV (139) y ya que a través de un repertorio de células B 

relativamente reducido se pudo montar una respuesta de anticuerpos anti

VSV eficiente, es posible que una combinación adecuada de cadenas VH/ VL 

en los ratones QM pudiera haber generado por coincidencia la especificidad 

contra este virus pero no para otros virus y otros antígenos microbianos. Por 

este motivo se estudió la capacidad de los ratones QM de generar 

anticuerpos especificos contra LCMV, PV y contra porinas de S. typhí. 

Los ratones QM y C57Bl/6 se infectaron por vía intravenosa con 102 

PFU de LCMV-WE y se midió la respuesta de anticuerpos tanto contra la 

nucleoproteína como los neutralizantes. Los ratones QM desarrollaron una 

respuesta tardía contra la nucleoproteína en comparación con los controles: 

en el día 12, los títulos de anticuerpos anti-nucleoproteína fueron unas 10 

veces menores en los ratones QM que en los controles hasta que 

eventualmente los títulos fueron similares, alrededor del día 32 (Fig. 9). 
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Fig. 9. Respuesta de anticuerpos anti-LCMV-NP en ratones QM y C578L16 

Grupos de tres ratones fueron infectados con 10 2 pfu de LCMV WE Los títulos de 

anticuerpos IgG fueron determinados en el suero de los ratones por medio de la 

técnica de ELlSA, en los tiempos indicados en la gráfica. Cada punto representa el 

promediO de los valores obtenidos de cada ratón. 



La respuesta de anticuerpos neutralizantes contra LCMV aparece 

normalmente después del día 30-60 de infección (149,150,151). En los 

ratones QM del mismo modo que en los controles se presentó la misma 

cinética de aparición de estos anticuerpos. Se detectaron títulos bajos de 

anticuerpos neutralizantes después de 30 días de la infección y para el día 

70 títulos evidentes de anticuerpos neutralizantes fueron detectados en 

ambas cepas de ratones (Fig. 10). Este tiempo tan largo en el que aparecen 

normalmente los anticuerpos neutralizantes contra LCMV pudo haber 

permitido la generación de los precursores específicos contra LCMV 

necesarios para desarrollar la respuesta de anticuerpos observada en los 

ratones QM, por lo cual la cinética en la que aparecen estos anticuerpos fue 

similar a la de los controles. Por otro lado, no se conocen las razones por 

las cuales toma tanto tiempo generar la respuesta de anticuerpos 

neutralizantes contra LCMV, algunos datos experimentales sugieren la 

participación de un proceso inmunopatológico más que una baja frecuencia 

de precursores de células B específicas contra el LCMV (195) . 
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Fig. 10. Producción de anticuerpos neutralizantes anti-LCMV VVE en ratones 
QM. Grupos de tres ratones fueron infectados i.v. con 10' PFU de LCMV
VVE. La producción de anticuerpos neutralizantes fue determinada en el 
suero de los ratones en los días indicados en la gráfica utilizando un ensayo 
de neutralización in vitro. 
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Poco después de la inmunización con el virus inactivado con 

formalina (vacuna de Sal k), la respuesta total de anticuerpos contra el PV 

fue similar tanto en los ratones QM como en los controles (Fig. 11). La 

respuesta inicial de IgG fue tardía, no obstante, 20 días después de la 

inmunización se observó una reducción de dos a tres veces en los títulos de 

anticuerpos de los ratones QM con respecto a los controles (Fig. 11). Esto 

puede ser el reflejo de las diferencias en los números o en la capacidad de 

expansión de células B específicas generadas en los ratones QM. Además, 

la vacuna contra PV inactivada pudo haber producido un estímulo mucho 

menor para la selección y expansión de las clonas anti-PV en los ratones 

QM. 

12 

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 

Dias después de la inmunización 

_I_Qmtlg 

.....-QM IgG 

-D- B6 tlg 

-ls- B61gG 

Fig. 11. Producción de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la Polio (Salk 
Vaccine) en ratones QM. Grupos de tres ratones fueron inmunizados i.v. con 500 
¡JI de una solución conteniendo: 15 unidades de antigeno-D tipo 1, 3 unidades de 
antígeno O tipo 11 y 12 unidades de antigeno-D tipo 111 de la vacuna anti
poliomielitica-Limpfstoff (Salk). Los titulas de anticuerpos neutralizantes fueron 
medidos en el suero de los ratones por medio de un ensayo de neutralización in 
vitro utilizando el virus de la Polio tipo 11. 

78 



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

Con el fin de evaluar la capacidad de los ratones QM de montar una 

respuesta de anticuerpos ante un reto antigénico no tan fuerte y de presión 

selectiva tan alta como una infección viral, se utilizaron porinas de S. typhi 

que son buenos inmunógenos provenientes de un patógeno bacteriano y se 

comportan como un antigeno de tipo timo dependiente a pesar de la 

contaminación con LPS. 

La respuesta de anticuerpos en los ratones QM presenta una cinética 

tardía comparada con los controles, es hasta aproximadamente el día 20 

que los títulos en los ratones QM alcanzan los niveles de los controles. La 

respuesta de anticuerpos de clase IgG permaneció elevada durante los 270 

días de observación tanto en los ratones QM como en los controles 

C57BL/6. 

Por otro lado, la cinética de aparición de los anticuerpos IgM en los 

ratones C57BU6 presentó un pico alrededor del día 25, disminuyendo 

paulatinamente hasta el día 40. Después los títulos se mantuvieron al 

mismo nivel hasta el día 100 para posteriormente disminuir a títulos bajos 

después del día 200. En los ratones QM no se observó la presencia de IgM 

anti-porinas (Fig. 12). 
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Fig. 12. Respuesta de anticuerpos anti-porinas de S. typhi en ratones QM y 
C56BLl6. Grupos de tres ratones fueron inmunizados i. p. con 6 \1g de porinas de 
S. typhi en adyuvante incompleto de Freund (lFA). Una segunda dosis de 10 \1g de 
porinas en IFA fue administrada i.p. 15 días después de la primera inmunización. 
La respuesta de anticuerpos anti-porinas fue monitoreada durante 270 dlas en el 
suero de los ratones mediante la prueba de ELlSA. Cada punto representa el 
promedio de los títulos de anticuerpos medidos en los ratones de cada grupo. 

En conjunto, estos experimentos muestran que el reemplazo de VH y 

la hipermutación generaron los anticuerpos observados en los ratones QM 

después de la infección con VSV. Esto demuestra el gran potencial de 

diversificación del repertorio de células B en los ratones QM y dicha 

capacidad permite a estos ratones responder ante diversos retos 

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

infecciones y vacunación experimentales. 
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IX. DISCUSiÓN 

El trabajo aquí presentado muestra un análisis sistemático de la 

respuesta de anticuerpos contra una serie de infecciones virales y retos 

antigénicos en ratones con un repertorio de inmunoglobulinas moderada o 

severamente reducido. Se evaluó la protección en estos animales y se 

analizaron los mecanismos involucrados en la generación de los 

anticuerpos protectores y de los anticuerpos contra antígenos microbianos. 

Los ratones deficientes en la cadena K fueron capaces de generar 

una respuesta inmune humoral eficiente ante los retos empleados, a pesar 

de que normalmente la proporción KiA es >10 (57). Durante la respuesta 

inmune contra diversos antígenos y patógenos se ha observado cierta 

tendencia a producir anticuerpos con cierta cadena ligera. Por ejemplo, 

durante la infección con VSV el 95 % de los anticuerpos producidos 

expresan cadena K (146), mientras que la inmunización con el hapteno o de 

NP selecciona principalmente anticuerpos que expresan cadena A (183). 

Los resultados obtenidos muestran que la ausencia de cadena K no 

afecta de manera significativa la supervivencia de los ratones ni la 

respuesta contra otros antígenos. Es decir, los efectos biológicos estudiados 

no se vieron afectados. Sin embargo, en todos los casos se observó un 

retraso en la cinética de aparición de los anticuerpos; este fenómeno 

pudiera deberse a que el tiempo necesario para rearreglar la cadena A es 

mayor que el necesario para rearreglar la cadena K de acuerdo al modelo 

ordenado o preferencial de exclusión isotípica de la cadena L (184). 

Durante el desarrollo de células B en la médula ósea, las células con 

cadena A emergen 24 horas después que las células con cadena K (185), 

en contraste, el análisis de hibridomas productores de anticuerpos con 

cadena A ha mostrado que la mayoria de las células A+ sufrieron rearregios 
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de un sólo gene le, estos datos sugieren que la recombinación del gen le es 

ineficiente y ocurre en un período de tiempo limitado (74). De manera similar 

a lo que ocurre con los rearreglos de los genes de la cadena H, los 

rearreglos de la cadena L parecen ocurrir de manera ordenada (modelo 

ordenado o preferencial de exclusión isotípica) (184). Tanto en humanos 

como en ratones la mayoría de las células que expresan K no han 

rearreglado le, mientras que virtualmente todas las células que expresan le 

generalmente presentan rearreglos no productivos o eliminaCiones en 

ambos genes K (74, 76,117,186,187). De esta forma, el retraso en la 

cinética de aparición de anticuerpos observada después de la inmunización 

en los ratones CK,i'podría deberse a ambos fenómenos. No obstante, no se 

puede descartar que el retraso se deba a que exista un meno.r número de 

precursores contra los diversos antígenos ya que el número total de 

linfocitos 8 en estos animales se encuentra reducido aproximadamente un 

50% (2.3 veces) en el bazo (57). Aunque por otro lado en la médula ósea, el 

porcentaje tanto de células de linaje como de precursores B se encuentra 

incrementado (57). Por lo tanto, el retraso en la cinética pudiera deberse al 

tiempo en que los precursores son movilizados de la médula a la periferia. 

En conjunto, estos resultados muestran la redundancia de funciones 

biológicas alcanzada por los anticuerpos que expresan cadena L K Ó le. 

También nos indican que a pesar de la reducción en número total de 

linfocitos en el bazo de estos ratones, dichos linfocitos B fueron suficientes 

para enfrentar las infecciones y retos antigénicos. La respuesta primaria, 

secundaria y de larga duración en estos animales fue comparable con la de 

los controles. 

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

el repertorio de anticuerpos en estos ratones es funcional, que existe una 



gran capacidad para diversificar su repertorio de Ig por lo que son capaces 

de enfrentar tanto infecciones letales como retos antigénicos de diversa 

índole. Los mecanismos de reemplazo de regiones VH e hipermutación, son 

los responsables de la generación de diversidad en estos animales. Sin 

embargo, el lugar en dónde ocurrió este reemplazo de regiones VH y los 

causantes de activar a este mecanismo no han sido identificados. 

Para el caso de los ratones QM y CK-1- y C57BU6 inmunizados con 

porinas, la aparición de IgG antes de IgM podría explicarse como una 

activación de células B con IgG en su superficie, que fueron activadas y 

diferenciadas con anterioridad por epitopos compartidos entre las porinas de 

S. typhi y porinas de bacterias Gram negativas presentes en la flora 

intestinal de los ratones. A pesar de que éstos se mantuvieron en 

condiciones libres de patógenos específicos (SPF). Este fenómeno ha sido 

observado también en ratones mantenidos en un bioterio convencional 

aunque en este caso la cinética de aparición de IgG contra porinas de S. 

typhi fue más rápida, lo cual indicaría que efectivamente se están activando 

los linfocitos B específicos contra regiones conservadas entre las porinas 

mientras que las IgM que se observan corresponderían a los epitopos 

específicos de S. typhi. Para el caso de los ratones QM, la ausencia de IgM 

nos indica que se está llevando a cabo preferentemente una respuesta 

secundaria de clonas que reconocen regiones compartidas de las porinas, 

al igual que en los ratones control; o bien pudiera indicar que no se activa la 

edición de receptor de linfocitos B con receptor IgM. Probablemente no sea 

necesaria la activación de IgM ya que los ratones QM cuentan con las 

clonas para la respuesta secundaria. 

La ausencia de anticuerpos IgM contra porinas en estos ratones 

también pOdría indicar que la revisión o edición de receptor está favorecida 

en linfocitos B con IgG en su superficie presentes normalmente en estos 

ratones o bien que, junto con la edición de receptor y quizá mediante la 
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ayuda del LPS presente en las porinas, se esté llevando a cabo 

simultáneamente la activación del linfocito B y el cambio de isotipo de Ig. 

El modelo actual de edición de receptor en el desarrollo de células B 

incorpora dos eventos diferentes (188). Durante fases tempranas del 

desarrollo de los linfocitos B, la edición de receptor es inducida en la médula 

ósea y el fenómeno es causado por la interacción entre un autoantígeno y el 

receptor de la célula B en desarrollo (85-87). En fases posteriores, una 

interacción débil entre el antígeno y el receptor de la célula B periférica 

induce el la edición del receptor, mientras que una unión fuerte entre estos 

apaga el mecanismo (116,121). Existen evidencias de que en el bazo y 

médula ósea de los ratones QM no inmunizados se presenta el reemplazo 

de las regiones VH (94). Sin embargo, la acumulación de células idiotipo 

negativo en el bazo comparado con la médula ósea de estos ratones, 

sugiere que el bazo podría ser el sitio donde ocurren estos rearreglos 

secundarios (94). Además, se ha detectado una mayor proporción de 

células B idiotipo negativo en el peritoneo de estos animales que en sangre 

periférica (131). Así pues, pareciera que existe una necesidad continua de 

diversificación del repertorio de las células B de los ratones QM a través del 

desarrollo y en los diferentes tejidos. 

Los eventos moleculares involucrados en la inducción de los 

rearreglos secundarios no están claramente definidos aún. Los mecanismos 

de activación que pudieran participar en los fenómenos que aquí se 

reportan son de diversa índole. Primero, las células B pudieran tener una 

capacidad intrinseca para llevar a cabo las modificaciones del receptor de 

una manera antígeno-independiente, a través de la cooperación de células 

T, citocinas u otros estímulos. Aunque este escenario no se puede 

descartar, hay suficiente evidencia experimental que sugiere que la 

activación a través del receptor del linfocito B es requerida para la inducción 

de los rearreglos secundarios de Ig tanto en médula ósea (100,101) como 
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en la periferia (111,113,116). No se espera que el receptor de las células B 

en los ratones QM reconozca o sea capaz de unirse a otro antígeno 

diferente a NP con alta afinidad, sin embargo, se puede argumentar que un 

entrecruzamiento débil entre la célula B con especificidad contra NP y 

diferentes antígenos pudiesen inducir el reemplazo de regiones V y generar 

de esta manera los anticuerpos contra los diversos antígenos probados. 

Segundo, se ha propuesto que la presión selectiva de antígenos 

provenientes del medio ambiente pudiese ser la causa detrás de la 

diversificación del repertorio de genes V en los ratones QM no inmunizados 

(131 ). 

Otros datos sugieren que los rearreglos secundarios de Ig en células 

B-1 peritoneales pueden contribuir a la generación de autoanticuerpos 

(118). En este estudio, se propone que la exposición frecuente al LPS de las 

células B-1, pudiera bajar el umbral de estimulación requerido para activar 

los rearreglos secundarios resultando en un cambio rápido del repertorio de 

anticuerpos. Bajo la perspectiva de los datos encontrados en los ratones 

QM, este mecanismo pudiera estar generando no sólo células B 

autorreactivas, sino también células B con especificidades potencialmente 

útiles para producir anticuerpos contra antígenos de patógenos. Por otro 

lado el cambio de novo de las regiones VH en los ratones OM infectados 

pudo haber sido desencadenada por una reacción cruzada entre el receptor 

del linfocito B con especificidad a NP y los antígenos de los patógenos 

utilizados. Aunque los antígenos utilizados participen en la expansión y 

mantenimiento de las células B específicas en los ratones infectados o 

inmunizados, estas interacciones podrían ser excluidas como el evento 

inicial, ya que fue posible aislar anticuerpos ScFv de la biblioteca de 

expresión en fagos obtenida de ratones OM no inmunizados. Por lo tanto, 

existían células B especificas (o de respuesta cruzada) contra el VSV desde 



antes de la infección. Hay que considerar también que los ratones QM 

sufren frecuentemente de reemplazamientos de las regiones VH (95,131). 

Es muy difícil evaluar la contribución de estos mecanismos en la 

complejidad de una respuesta normal de anticuerpos. Sin embargo, 

evidencias recientes muestran que los rearreglos secundarios de Ig 

participan en el desarrollo de células B normales (75). Además el análisis de 

las secuencias de la región V de la cadena pesada y ligera de anticuerpos 

humanos, sugiere que la edición de receptor ocurre en linfocitos B 

periféricos (189). Tomando en cuenta estos resultados y lo observado en los 

ratones QM, se sugiere que junto con la hipermutación somática, los 

rearreglos secundarios de Ig pueden participar en la generación de la 

diversidad del repertorio de anticuerpos. Una observación interesante es 

que en substitución de la secuencia original del gene VH.17.2.25, todas las 

clonas usaron un gene VH diferente perteneciente a la familia VH1 (J558) la 

cual ha sido previamente involucrada en la respuesta secundaria e 

hiperinmune contra el VSV en ratones BALB/c (146), por lo tanto el 

repertorio útil de los ratones QM se formó a partir del repertorio teórico. Esta 

observación sugiere que estos mecanismos estarían involucrados en la 

generación del repertorio útil en ratones normales, ya que estos expresan 

un repertorio disponible con un reducido número de familias de VH mientras 

que durante una respuesta inmune estas familias no se ven expresadas 

totalmente en el repertorio útil. 

El desarrollo de los linfocitos B ha sido descrito como una serie de 

estadios en donde se expande una célula de cierta especificidad para 

producir una clona que produce un solo tipo de anticuerpo, esta visión no 

concuerda con los datos experimentales más recientes. Al parecer el 

desarrollo de los linfocitos B es dependiente de una serie de rearreglos tipo 

ensayo y error, de los genes del receptor a través de los cuales se evita la 

autorreactividad y se mantiene la especificidad contra los antigenos 
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iniciales. En este contexto se han descrito hasta ahora tres mecanismos: 

mutación somática, edición de receptor y revisión de receptor que en 

conjunto han sido agrupados como mecanismos de selección del receptor 

(190). La selección del receptor se propone como un mecanismo que 

actuaría en complementación con el de selección clona!. Cada mecanismo 

regularía de forma independiente, pero coordinada, la proliferación y 

supervivencia de los linfocitos. Al promover la proliferación o la muerte 

celular, la selección clonal reduciría la diversidad, mientras que la selección 

del receptor amplificaría la diversidad. En el caso de un receptor 

autorreactivo la selección de receptor puede inactivarlo y salvar la célula y 

en el caso de que una célula cuente con un receptor eficiente, este 

mecanismo lo puede fijar para permitir la expansión clona!. En el caso de un 

receptor de baja afinidad, la selección de receptor permitiría mejorar 

substancialmente la afinidad aunque con el riesgo de producir un receptor 

autorreactivo, que en el último de los casos sería controlado por la selección 

clona!. Trabajando de manera conjunta, la selección del receptor y la 

selección clonal, permitirían explicar la asombrosa rapidez con la que ocurre 

la evolución somática de la especificidad inmunológica. 

Es ahora claro que las inmunoglobulinas son capaces de regular el 

desarrollo de los linfocitos B durante las fases independientes del antígeno y 

que además de los procesos de selección celular, el sistema inmune hace 

uso de una selección de receptores para dar forma a su repertorio. Sin 

embargo, no se ha definido con precisión la contribución de cada proceso 

de selección de receptor en situaciones "normales", ni los umbrales de 

estimulación, ni las señales intracelulares involucradas en las distintas 

poblaciones de linfocitos B requeridos para cada uno de estos procesos. 

La capacidad de adaptación de los organismos a través de la 

mutación y cambios genéticos es al parecer mucho mayor y más rápida de 

lo que se habia especulado teóricamente. La visión de cambios genéticos, y 



por tanto la evolución de las especies como resultado de cambios pequeños 

y aleatorios en genes individuales, va cambiando con los resultados 

experimentales y observaciones hechas en diversos campos de la biología 

(191). En situaciones de presión selectiva elevada se hacen evidentes 

mecanismos que quizás no se pueden observar con facilidad en situaciones 

convencionales. De esta manera han sido observados cambios evolutivos 

muy rápidos en diversos organismos, por lo cual se ha propuesto que dentro 

del genoma se encuentran secuencias de DNA que son capaces de 

promover cambios genéticos importantes y rápidos (191). En el caso del 

sistema inmune, se ha descrito que la enzima RAG es una reliquia 

proveniente de un transposón ancestral y que además esta enzima es 

capaz de actuar como transposasa (192-194), lo cual adicionaría un nivel 

más de capacidad de acción para la diversificación del repertorio 

inmunológico. Además se ha sugerido que esta enzima pudiera participar en 

los rearreglos aberrantes que dan origen a ciertos tumores linfoides (194). 

La enorme diversidad que presenta la respuesta inmune es una 

muestra de la capacidad evolutiva y de adaptación de los organismos. El 

descubrimiento de estas propiedades y del origen de las enzimas RAG 

ayuda a explicar el por qué el sistema inmune apareció de forma tan 

abrupta durante la evolución, el sistema inmune adaptativo no tiene 

contraparte en los invertebrados y representa un magnífico ejemplo del 

cómo piezas completas de DNA movible han tenido un impacto importante 

en la evolución (191). 

A pesar de que un gran número de mecanismos han sido descritos 

para explicar la enorme variedad y capacidad de respuesta del sistema 

inmune, muchas de las reglas que regulan a este fenómeno no han sido 

identificadas. En particular, no se conoce con exactitud toda la maquinaria 

que participa en estos procesos. Además, no se ha podido determinar si el 

repertorio útil y el repertorio (útil) para la protección se generan bajo las 
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mismas reglas y si provienen de la misma fuente ya que las señales que 

participan en su desarrollo conllevan una presión selectiva mayor que 

antígenos no peligrosos. A su vez, no se sabe si el repertorio útil es una 

representación aleatoria y representativa del repertorio disponible o si se 

forma de acuerdo a reglas estrictas del desarrollo que permanecen 

desconocidas. 

x. CONCLUSIONES 

1.- Los anticuerpos que expresan la cadena A son capaces de sustituir las 

funciones desempeñadas por los anticuerpos que expresan cadenas K en la 

generación de inmunidad, por lo que el repertorio de Igs de los ratones CK-1
-

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

2.- El reemplazo de regiones VH es un mecanismo con un gran potencial 

para diversificar un repertorio muy restringido y este repertorio expandido es 

definitivamente funcional. 

3.- La hipermutación somática junto con el reemplazo de regiones VH 

participan en la generación de anticuerpos protectores contra diversos 

patógenos virales y en la formación de anticuerpos contra diversos 

antígenos en los ratones QM. De esta manera, los rearreglos secundarios 

de 19 y la hipermutación somática son responsables de la formación de los 

repertorios disponible y útil de estos ratones. 
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XI. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO 

El presente trabajo explora la posibilidad de que existan 

características moleculares y mecanismos moleculares 

involucrados en la generación de anticuerpos protectores. El 

especiales 

estudio de 

estas características, permitirá mejorar el entendimiento del proceso de 

generación de la diversidad de los anticuerpos, el uso de los diferentes 

repertorios de inmunoglobulinas y quizá acercarnos a la respuesta de lo 

que ha sido denominado el enigma de los anticuerpos (13). ¿ Cuánto de este 

gran repertorio es realmente necesario para protegernos de los patógenos?, 

¿Qué características tienen los anticuerpos protectores?, ¿Qué 

mecanismos participan en la generación de estos? y ¿Cómo podemos 

utilizar este conocimiento para el diseño de nuevas y mejores vacunas? 

El análisis del fenómeno de inmunidad, es decir del conjunto de 

mecanismos celulares y humorales que participan en la generación de un 

estado de protección contra patógenos, es de suma importancia para 

entender el funcionamiento del sistema inmune ante la presión selectiva que 

ejerce el medio ambiente sobre los organismos, los sistemas de evolución y 

de adaptación que participan en este. Si bien los estudios desarrollados con 

haptenos sintéticos han permitido estudiar muchos de los mecanismos 

involucrados en el desarrollo del estado inmune, es necesario ahora, 

evaluar si dichos mecanismos son los mismos que operan durante una 

presión selectiva como la generada por las infecciones de patógenos .. 
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Secondary Rearrangernents and Hyperrnutation Generate 
Sufficient B Cell Diversity to Mount Protective Antiviral 
Irnrnunoglobulin Responses 
By Constantino López-Macías: Ulrich Kalinke: Marilia Cascalho,! 
Matthias Wabl,! Hans Hengartner,* Rolf M. Zinkernagel,* 
and Main Lamarre· 

From the '" Institute of Experimental ImmunoJogy. Department of PathoJogy, University HOSplCaJ. 
eH-8091 Zúrich, SWitzerland; and the ~ Deparrmenr af Murobiology and Immunologj~ Um'velS1ty of 
California, San Franosro, California 94143-0670 

Summary 

Variable (V) region gene replacement was recently implicated in B cell repertoire diversifica
tian. but the contribution of this mechanisrn to antibody responses is stiB unknown. To inves
tigate the role ofV gene replacements in the generatían of antigen-specific antibodies, we ana
lyzed antiviral irnmunoglobulin responses of "quasimonoc1onal" (Q1vf) miee. The B cells of 
QM mice are genetically cornmitted to exclusively express the antl-(4-hydroxy-3-nitrophenyI) 
acetyl specifidty. However, rv20% of the peripheral B cells af QM roice undergo secondary 
rearrangements and thereby potentially acquire new specifieities. QM míce infected vvith vesic
ular stomatitis virus (VSV), Iymphocytic choriomeningitis virus, or poliovirus mounted virus
specific neutralizing antibody responses. In general, kinetics of the antiviral immunoglobulin 
responses were delayed in QM mice; however, titers similar to control animals were eventually 
produced that were sufficient to protect agamst VSV -indueed lethal disease. VSV neutral1zing 
single-ehain Fv fragments isolated from phage display librarles constructed from QM miee 
showed VH gene replaeements and extensive hypermutation. Thus, our data demonstrate that 
seeondary rearrangements and hypennutation can generate sufficient B cell diversity in QM 
roiee to maunt protective antiviral antibody responses, suggesting that these mechanisms might 
also contribute to the diversification of the B cell repertoire of nonnal roJee. 

Key words: B cell gene rearrangemeot • vesicular stomatitis virus • mutarion • viral antibodies • 
antibody diversity 

T he immune system of vertebrates has evolved eomplex 
mechanisms to generate sufficient lymphoeyte recep

tor diversity to proteet the organísm against a wide range 
of pathogens. Ab diverslty is the result of several distinct 
mechanisms. the maJor one bemg the rearrangement of 
V (D)] gene segments to generate the coding sequences of 
the V regions of the heavy and hght chains of a functional 
Ab molecule (1). Secondary rearrangements have mostly 
been implicated in the elimination of autoreactive Abs in a 
process called receptor editing (2-9). However, recent ex
periments have suggested a role of receptor edlting in the 
generation of peripheral B cell diversity (8. 10-13). Desplle 
these observations, thc actual contribution of secondary rc
arrangements to the shaping of the primary B cell reper
tOlre is unc1ear because these rearrangements are often in
dlsungUlshable from the canonical V(D)J rearrangcments. 
Fonunatcly, gene-targeted miee expressing a ve!)' limitcd 
B ceil fC'penOlre have becn gcncratcd. one of whJch tS the 

"quasimonoc\onal" (QM)! mOuse (14), which should allow 
assessment of the role of VH gene replacement in the gen
eration of protective antivlral Ig responses. 

The QM mouse was generated by gene-targeted replace
ment of the endogenous JH elements by the rearranged 
17.2.25 VHIDllH reglon isolMed from a (4-hydroxy-3-nitro
phenyl) acetyl (NP)-specific hybridoma, whereas the other aJ
lele was rendered nonfunctional by the targeted deletion of al! 
JH segments. In addition. QM roiee have no functional K light 
eham atiele; therefore, the transgenie heavy eham can only pai.r 
\\<ith endogenously rearranged X ehains. When paired v.'1th a A 
hght chain. me targeted heavy cham allOW5 binding to NP-

lAbbrrvJatzons uSl"d in thts paper: LeM\!. Iymphocytlc chorlomenlnp:tUs vi
rus. NP. (4-hydroxy-3-nltrophcnyl) acctyl. PEG. polyethylene glycol: 
PV. poHovirus: QM. ~qua~!monoclona¡"': VSV. vesIcular stomatJtJs virus. 
VSV-IND. VSV Indiana scrotype. VSV-G. VSV glycoprotc!n. scFv. sin
Sk-cha\tI Fv 
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hapten, rendering the QM primcuy B cell repertoire theoreti
cally monospecific. However, despite tlns genetic predlsposi
tion, 20% of!he peripheral B cells of QM mice do not bind 
NP (15). In !he absence of ilnmunization, V¡¡ gene replace
ment interrnediates were observed in bone marrow and 
splenic B cells of QM mice. and recombinase-activating 
gene (RAG)-l transcripts were detected in !he 'pleen (16). 
To assess the extent of diversification generated through sec
ondary rearr.mgements, we infected QM miee with different 
viruses and rnonitored their specific antiviral responses. Our 
results show that V H replacements together with hypermuta
tion can generate protective antiviral Ab specificities in QM 
mice and indicate that both mecharusms could contlibute to 
dlVerslfy the B cell repertorre of nonnal mice. 

Material, and Methods 

Mu:e and V1fUSeS". The generatlon of the QM mouse has been 
previously described (14). C57BL/6 mice were obtained from 
the breeding colony of the Institut für Labortierkunde, Faculty of 
Veterinary Medicine, University Zürich-Irchel. Zunch, Switzer
land. Experirnents were carned out with. age- and sex-matched 
animals kept under specific pathogen-free conditlons. An animals 
were 8-16 wk oId unless indica1:ed othen.vise. 

VSV-IND {vesicular stomatltis virus Indiana serotype: Mudd
Summers isolate) VI/as onginalIy obtained from D. Kolakofsky 
(UniveI'Slty of Geneva, SwitzerJand), and was grov."I'l on BHK cells 
in !vfE.\1 with 5% FCS to virus stocks containing 109 PFU/mI. Po
hOVllUS (PV) stock solutions of serotypes I. n, and ID were ob
tained from the Swiss Serum and Vaccine Institute (Bem, Switzer
laTId) Lyrnphocytic choriomeningitis vUus {LCMV)-WE was 
originalJy provided by F. Lehmann-Grube (Hemrich Pette InstItut 
fur Experirnentelle Vitologie und Immunologie, University of 
Hamburg, Hamburg, Gennany), and was grewn en L-929 cells for 
48 h in MEM with 5% FCS after infection Wlth an imtia1 multi
pliclt)' of infection (mOl) of 0.01. 

Immumzations. Mlce were immunl2.ed intravenously on day 
O w>th a standard do,e of 2 X lO' PFU of VSV -IND or 200 PFU 
of LCMV-VVE as indicated. Far PV experiments, 0.5 ml of PV 
vaccine, Salk (mintmal cantent [min.] 30 D-antigen U type 1, 
mino 6 D-antlgen U type 2, mm. 24 D-antigen U type 3, phe
noxyethanol; PoliomyeHtis-Impstoff Berna, Swiss Serum and 
Vaccine ¡nsUtute) was inJected mtravenously on days O and 14. 
BJood was collected at varlous time paints as indlCated. 

VSVand PV Neutrclizao'on As:>ay. Serial tv.Iofold dt1utions of 
serum samples (previously dUuted 1 :40) were mlXed Wlt.~ equal vol
umes of VSV or PV (PV serotype n was used) contaming 500 
PFU/ml, and me mixtures were incubated for 90 min at 37°C in an 
atrnosphere conta.J.ning 5% COz. 100 ¡.LI of the mixture was trans
ferred onto Vera cell monolayers m 96-well plates ano jncubated 
for 1 h at 37°C. Monolayers were overlald Wlth 100 ¡.tI ('. DMEM 
comammg 1% methylcellulose, incubated for 24 h (up t( 48 h for 
PV) at 37°C, then the overlay was removed and the monolayer was 
flXCd and stained with 0.5% crystal violet dlssolved in 5% forrnalde
hyde, 50% ethanol. 4.25% NaC!. The dilution reducing me number 
of plaques by 50% was taken as tlter (17). To determme IgG tlters, 
undt1uted serum was treated wlth an equal volume of 0.1 M 2-ME 
in MEM tlssue culture medlum for 1 h at room temperature. 

LCMV Neuualtzarion Assay: InfC!tious Foros Reduction Assay. 
LC}..1\¡' ncutralizatlOO ln vitro was deterrnim.>d as dcscribed prt'VI
ously (18). In bricf. serial 2-fold dilutions of lO-fold prcdiluted 

sera were incubated \\'ith LCi\1V for 9{) mi.n at 379 C in a 96-well 
plateo MC57G mouse fibroblasts were added. ano incubated fO!' 4 h 
to a110w cells to settle and be infected by nonneutralized virus; 
cells were then overlaid with 1% rnethy1celIulose in DMEM. Af
ter 48 h, cell monolayers were fIXed with 4% fonnaHn and infec
tious fed were detected by intracellular LClvIV staining of in
fected cefu wlth !he lOt anti-LCMV mAb VL-4. Far LCMV 
neutralizatien by total Ig, sera were tested under nonreducing 
conditions. For LCMV neutraIlzation by IgG, sera were frrst re
duced by addition of 2-ME (final concentration 0.05 M) for 60 
min. Al! samples were heat inactivated at 56°C fer 30 min to de
stroy complemento 

Detetdon of Abs by ELISA. Te detect LCMV nuc1eoprotein
specific Abs, 96-well pIates were coated ovemight at 4 oC Wlth 
recombinant baculovirus-derived LCMV nucleoprotein (19, 20). 
washed tmee to five times with PBS O.05%/Tween 20. and 
blocked with 1% BSA in PBS for 2-3 h at room temperature. 
Sera díluted in PBS contaming 0.1% BSA were added and incu
bated for 90 mino Horseradish peroxidase-Iabeled specific goat 
anti-rnouse IgG Ah (1:1,000; Zymed Laboratories) was added for 
1 h, and the reaction was developed by addition ef 004 mM 
ABTS (Boehringer Mannheim), in NaH 2P04, pH 4.0, 0.01% 
H20 2• The OD was read at 405 nm usmg a microplate reader 
(mode! 3550; Bio-Rad Laboratories). Positive titers were defined 
as 3 SD aboye me mean value of negative controls. Te measure the 
different IgG iSotype-specifiC anti-VSV Abs, EllSA plates were 
coated ... vith 10 !J.g/ml of polyethylene glycol {pEG)-predpitated 
VSV-IND. and the as:say was perfonned as described aboye. 

Phage Display Librmy ConstrucDon. Phage display libraries were 
constructed as described pre\oiously (21). In brief, mRNA was 
isolated from 107 spleen cells using the QuickPrep mRNA purifi
catlon kIt (Amersham Pharmacla Biatech) and reverse transcribed 
usmg random hexamer primers accordmg to the manufacturerO s 
mstruchons (first strand SyntheslS for RT -PCR; Amersham Life 
Science). The V region of the heavy chalO 01 rJ was amplilled 
using the VHback and VI-Ifor mixes of degenerate primers, and 
the light chain V reglon (V J was amplified using the A -specific 
pIimen LBA and LFA as described prevlously (21). The VH and 
VL PCR products were purified ano a5Semb\ed \.n a single~chain 
Fv (scFv) configuration using splicing by overlap extenslOn peRo 
The fu:J-Iength scFv fragment product was gel-purified, digested 
V\'lth SUI. and ligated into the phage display vector pAK 1 00 (gift 
of Dr. Andreas Pli.Jckthun, University of Zurich-Irchel. Zürich, 
SWltzerland). The ligation mixes were electroporated into XU
Slue electrocompetent ceUs (Str3tagene, Inc.) and plated, C010-
nies were scraped off the pIates, and the scFv displaying phages 
were rescueo by iruect..IOn with the VCS-M13 helper phage 
(Stratagene, Ine.). Phage particles were PEG preelpitated twlce 
and rcsuspended in PBS. VSV ~binding phages were seJected by 
panning uslng immunotubes (MaxlSOrp: Nunc, Ine.) coated with 
100 J..Lg/ml PEG-preclpltated VSV-IND partlcles by overnight 
incuba¡jon at room temperature. T ubes were blocked with 4% 
dried skJm milk powder in PES and washed 20 times with PBS 
contammg 0.1% Twecn and 20 times \\'ith PBS. Bound phages 
were €'Iuted wjth 0.1 M gJycine/HCl. pH 2.2, fer 10 min and 
immedlately neutralized with 2 M Trls/HCl, pH 85. Eluted 
phages wcre used to infect XU-Blue cells that werc plated, res
cued as dcscnbed aboye, and subJected to another raund of pan
mng befare isolated clones were anaJyzed by ELISA. Isolated col
onies from the second round of pannlng wcrc gro\.VTI in 96-wcll 
plates <lnd rescued with VCS-M13 helper phage. After overmght 
incubatlon, 100 ¡.Ll of the phage-COnlclmfng supcmatant was 
addcd to VSV~coat('d plates (lO ¡.t.g/ml) and incubatt'd for 90 
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mino The weUs were wamed five times with PBS containing 
0.1% Tween, and peroxidase-\abe\ed. anti-M13 antiserum (Amer
sham Pharmacia Biotech) was then added and the plates incu
bated for another 90 mino TOe plates were again washed five 
times ~ith PBS/O.l% Tween, and tbe bound peroxidase was 
revealed by incubation with O-phenylenediarnme (Sigma Chem
ical Cc.) and hydrogen peroxide. Tne reactíon was stopped v.'ith 
1 N Hel, and the absorbance was read at 490 nro using a Bio
Rad 3550 microplate reader. 

Results and Discussion 

Induction of Neutralizing Abs against \iS\i-IND in QM 
Mee. VSV is a cytopathic RNA negative strand virus of 
the Rhabdoviridae family closely related to rabies virus (22). 
After VSV infection, virus-neutralizmg Abs mediate pro
tection against a progressive paraIyt.Ie disease (23, 24). Mast 
VSV -IND-speeific mAbs are directed against overlapping 
subsites clustered within one major antigenic site of the 
viral glycoprotein (25-27). The early IgM response (days 
3-5) can be induced in me absence of T cell help (28, 29), 
whereas tbe sWItch to IgG (days 6-8) ís T cell help depen
dent (30), 

QM and C57BL/6 mice were irnmunized Vl/ith 2 X 106 

PFU of VSV· IND intravenously, and neutralizing serum 
Abs were monitored for 150 d. VSV total Ig neutralizing 
titers were measurable in QM mice 4 d after infeetion. but 
these titers were .......... 30-fold lower than in C57BL/6 control 
mice (Fig. 1 a). The s'v\r:itch to the IgG subclass was delayed 
by ~6 d in QM mice: VSV -neutrallzing IgG Abs appeared 
.......... 12 d after infection, whereas in control mice they were 
first detected at about day 6 (Fig. 1 a). About 40 d after in
fecUon, total anti -VSV neutralizing Abs reached similar 
levels in QM and control roiee, and remained elevated for 
the duration of tbe IS0-d observation period (Fig. 1 a). 
Similar kinetics were observed after infection with 1()2 or 
lO' PFU of VSV-IND (data not shown). Despite me de
layed kinetics of Ab production, QM mice were able te 
control tbe viral infection and survived. However, the 
LDso was decreased 10-fold from 2 X ID' in C57BL/6 
control mice tO 2 X 107 in QM mice (data not shown). 

Determmatian of the isotypes of the VSV -speeific IgG 
Abs revealed that IgG2a was more abundant in infected 
QM mlce than in control mice (Fig. 1 b). In Contrast, IgGl 
tlters were higher in the control ammals than in QM mlee, 
while IgGZb and 19G3 Ab titers were approximate!y the 
same (Flg. 1 b). Slmilarly to infected QM miee. naive QM 
mice also show elevated IgG2a and IgG2b levels, which 
ma)' indicate a certain bIas towards Thl eell development 
in QM mice (14). 

The delayed kmctics of the VSV -neutrahzing Ig re
sponse in QM miee was not due to the absence of kappa 
hght chains because CK-deficient mice (31) mounted Vlrtu
a11y normal ant¡-YSV Ig responses (data not shown). The 
deJa)'ed kinctics obscrved in QM roiee is Iikely to be attrib
utable to the time required for the small number of anti
VSV B ceH preeursors prcsent in naive QM mke to be ac
tiv<lted or cxpandcd and to produce sufT¡cicnt Scrum Abs to 
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Figure 1. QM mJee mount VSV -speclfie Ig responses. Groups of three 
QM and C57BL/6 mlce were immunized Wlth 2 X lOs PFU of VSV
lND mtravenously. Blood was taken at the mdlcated ume pomts, sera 
were separated and predUuted 40-fold. and the Ig responses were ana
Iyzed. (a) K..tnetics of VSV -neutralizing Ab responses m QM and C57BL/6 
mlce. (b) Tltrat.!on of the different VSV-speelfic 19 i50types m mfeeted 
QM and C57BLl6 m!ce. Tlters were defined as 3 SD aboye mean values 
of negatlVe controls (e) Kmetlcs of VSV-neutralizmg responses of 9- and 
56-wk-old QM mice. C57BL/6 mlce were used as controls. 

be detected in the neutralization assay. Ir has previously 
been reported that the amount of NP -speclfie serum IgG 1 
decreased from 13.1% of total IgG1 in 4-5-wk-old QM 
mice to 2.8% in 20-24-wk~01d mice, which is conslstent 
with the idea. that B ceUs with variant receptors are prefer
entially expanded as QM mice age (15). This could ¡ead to 
increased numbers of VSV -specifie B cen precursars and an 
aecelerated VSV -neutralizing Ab response in older miee. 
To test this hypothesls, 9- and 56-wk-old QM mice were 
mfected with 2 X la' PFU of VSV-IND. The anti-VSV 
neutrahzmg Ab response m both 9- and 56-wk-old QM 
mi ce displayed similar kinetiCS, suggesting that there was no 
significant increase in the number of VSV ~specific B cell 
prceursors in QM mire older than 9 wk (Fig. 1 c). 

Analysts o[ \iSV-specific scFv Fragmenl5 lsolated [rom QM 
Mire. To analyze V reglon scquenccs of VSV-spectfk 
ncutrahzmg Abs gcnerated in QM mjce. pl1agc dIsplay J¡-



braries were constructed from splenic rnRNA isolated from 
naive QM rnice and from QM mice after primary and sec
ondruy VSV-IND infectlOns. In a ,creening ELlSA, 37% of 
the phages isolated from the naive library and rv57% of the 
phages isolated from QM spleens after primary OT second
ary VSV infections bound VSV. Thus, it can be concluded 
from this result that VSV -specific B cells were present in 
QM miee befare infeetioI1. The serum of the mouse used 
to generate the naive library was tested for the presenee of 
VSV -specific Abs and was found to be negative. In addi
tion, it must be emphasized that miee kept in our facilities 
for prolonged periods of time have been tested repetitively 
during the last 10 yr, and in no circumstances have we 
found the presence of VSV -TI\ U-specific Abs. which 
could indicate accidental spreading of virus. Individual 
dones showing strong positive signals in the screening 
ELISA were concentrated by PEG precipitation and tested 
for their relative binding potential to VSV in a second 
ELISA. As shown in Fig. 2 a, scFv-displaying phages 
showed a specific dase-dependent binding to YSV -coated 
pIates. T o identify dones specific fer the viral glycoprotein 
(YSV-Gl, binding of phages 10 VSV-infeeted EL4 cell, ex
pressing VSV-G on their surface was analyzed cytofluoro
metrically. From 48 tested dones, 15 showed bínding to 
VSV-infected EL4 eell, (data not ,hown). These 15 glyco
protein-specific clones were tested in a VSV -neutralization 
assay. which revealed that 12 out of 15 clones neutralized 
viral infectivity in vitro. The neut-alizing titers of six inde
pendent scFv clones (see below) are shown in Fig. 2 b. 

The V regian, ofthe 12 VSV-neutraliZing ,cFv Ab frag
ments were sequenced and aligned to the 17.2.25 VH se
quence expressed in QM rnlce. From the 12 clones ana-
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lyzed. 6 independent sequences were jdentified, 2 from 
eaeh of the three librartes (Fig. 2 e). Clones OBl and OG6 
were isolated froro the naive library. clones lA10 and lE12 
from the primruy library, and clones 2F7 and 2H5 from the 
secondary library. The otber sU: clones were multiple iso
lates of clone OG6 ([our copies) and of clone lAlO (two 
copies); such repeated lsolation is often the consequence of 
the amplification of binding clones during the panmng pro
cedure. An six independent clones used a VL fragment be
longing to the Al family. In addition. theyal1 showed evi
dence for V H gene replacement, Instead of the original 
17.2.25 VH gene segment, all clones used a different YH 
gene segment belonging to the VHI 0558) family that has 
previously been shown to playa role in secondary and hy
perirnmune responses agalnst VSV in BAlB/ c miee (32). 
An siX analyzed clones underwent secondary rearrange
ments by recombining a rearranged Y HD segment with fue 
D element of the rearranged VHDJH segment of the QM 
mouse (Fig, 2 e). Tbis type of VHD to VHD1H reanange
ment has previously been observed in naive QM mice in 
the majarity of idiorype-negative sorted B cells (14. 15). 
However, unlike the events described here, a srnaU propor
tion of idiotype-negative B cel1s did show signs of canoni
eal VH to VHD1H secondruy rearrangements (14, 15). 
Therefore, it is possible that such YHD to VHDJH rear
rangements are preferred to the canonica1 secondary rear
rangements because they generate greater diversity by dras
tically varying the length of CDR3. which might in turn 
increase the chances of generating new specificities. It is 
undear whether ilie heptamer motif embedded at the 3' 
end of the VH gene segment of the 17.2.25 V reglOo and 
most other Y H gene segments was involved in these rear-
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rangements because the recombination breakpoint cannot be 
unambiguously determined. In addition, N regions flanking 
the inserted D elements were present m all analyzed clones 
(Fig. 2 e), which argues for the involvement of the normal 
rearrangement machinery índuding terminal deoxynudeoti
dyl transferase (T dT). which i, expressed in bone marrow B 
cells and has recently been shov.m to be also reexpressed in 

genninaI center B ceJJs (13). Furthennore, me 6 VSV-spe
cific clones sequenced showed extensive hypermutatlon in 
me remainlng DSP2.1O and JH4 segments of clone 17.2.25 
,,1m a high frequency of 3.8% (15 mutations in 393 bp cu
mulated from the 6 scFv sequenees). Interestingly, mutahons 
were present in clones isolated rrom the naive library, eon
finning the results obtained in B cells l50lated froro the pe
ripheral blood of unirnmunized QM mice tilat also showed a 
high frequency of somatic mutations (14). 

Inductian af LCMV- and PV-specific Abs in QM Mee. 
Smce gerrnhne Abs can already efficient1y neutralize VSV m
feetion in vitro and a relatively restricted B cell repertorre 
can mount an efficient early anti-VSV response (27), it is 

possible that by chance the right VHN L pairing in QM miee 
eould gíve rise to VSV -specmc but not other virus-specifie 
Abs. Therefore, in addition to the VSV -specific Ig response, 
the responses of QM mice to LCMV and PV were analyzed. 

LCMV is a noncytopathic ambisense RNA virus of the 
Arenaviridae family for which the rnouse is the nattrral host. 
Acute LCJvfV infection is predominant1y controlled by CTLs 
in a perforin-dependent manner (33, 34). Early alter infec
!ion. at about da)' 8. a strong Ab response specific for the 
LCJ\.W nucleoprotein 15 mounted (20) that does not exhibit 
virus-neutrahzing capacity (35, 36). Late afier infection, be
tween days 30 and 60, LClvN glycoprotein-specific neutral
izing Ab, develop (20. 37, 38) mat have been shown to play 
an important role in protection against reinfection (39-41). 

QM and C57BL/6 mice were irnmunized intravenously 
with !O' PFU of LCMV -WE. and the LCMV nucleopro
tein-specific ELISA Ab and the LCMV -neutralizmg Ab re
sponses 'were monitored. QM miee mounted a delayed 
LCMV nucJeoprotein-specific Ab response at about day 12 
that was initialIy reduced by f'V lO-fold m comparison with 
control roiee. but which eventually reached Similar levels 
by day 32 (Flg. 3 a). 

Neutralizing Abs to LCMV normally appeanng late after 
¡nfection (20, 37, 38) followed the same slow kmetics m 
QM and control mJee (Flg. 3 b). Low neutralizing Ab titers 
were first detected after 30 d of infectlOn, and by day 70 a 
distinct neutralizmg Ab response was measured in both 
QM and C57BL/6 mice (Fig. 3 b). The long time period 
required to mount a neutralizing response against LCMV 
could well have permItted the generation of sufflcient 
LCMV -specific precursors tO moum a neutralizmg Ab re
sponse comparable to control animals. On the other hand. 
the reason for the long penad of time necded to generate 
LCMV -neutralizing Abs IS not weH undcrstood and could 
be dependent on faetors other than low B cell precursor 
frequency (e.g .. immunopathology [42]). 

PV 15 a cyropathlC posiuvc strand RNA virus of the Pi~ 
cornavmdac famUy. Thc viral surfacc contains four regularly 
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Figure 3. QM nuce mount neutralizing 19 responses agalnst LCl\.fV and 
PV. Groups of three ffilce were lrnmunized wtth 200 PFU oí LCMV -V,/E or 
0.5 ml of PV (Salk vaccme) mtravenously. {al LC1.N nucleoproteln-spectfic 
Ab tlt~ were measured by ELI5A (b) LCMV -neutralizmg Abs and (e) 
PV -neutralizing Abs were measured <IS descrtbed in Matenals and Methods 

ordered proteins (VPl-4) against WhlCh neutrahzing Abs 
are directed (43). In BALB!c mice, PV induces an early T 
ceIl-independent IgM response followed by a T cell-depen
dent IgG response (44). Early after irnmul'nzation with for
malin-inacuvated PV (Salk vacCine), total neutralizing Ig 
tlters in QM mice were similar to control animals (Pig. 3 e). 
The 19C response was lnitlaliy delayed, but 20 d afte! in
fectlOn titers reached the levels observed in C57BL/6 con
trol miee. Interestingly, in the memor}' phase after 28 d of 
infection, serum tlters in QM miee showed a 'three- to 
fourfold reduction compared with controls (Pig. 3 e). This 
could reflect differenccs in the numbcrs or in the expansion 
potential of the PV -speclfic B cell clones generated in Q M 
rolee. In addition, the inactlVated PV vaccinc used in thlS 
experiment might have provided a weaker stimulus for the 
selcction and expaoslon of PV -specific QM B cells. 

Taken together, our experiments have shown that VH 

replacement and hypennutation generatcd the VSV -spe
cific lmrnune response obscrved m QM roJce and dcmon
strated the surprisingly grcat dlvCTSlficatlon potential of the 



QM B ceH repertoire, establishing that this phenomenon 15 
not restricted to one particular viral antigen. 

Where was VH replacement taking place in QM mice, 
and what triggered it? The current model for the role of re
ceptor editing in B cell development incorporates two dif
ferent events (45). During the early phase of B cell devel
opment in the bone marrow, editing is induced. by !he 
interaction betw"een a self-antigen and the receptor af a de
veloping B eeU (2-4). At a later phase, weak interaction be
tween antigen and the B ceU receptor af a mature periph
eral B cell would induce editing, whereas strong binding 
turns it off (12, 13). Evidence for the oceurrence of VH re
placement in both bone marrow and spleen of nonirnmu
nized QM mice was recently reported (16). However, a 
slight accumulation of idiotype-negative cells in the spleen 
compared with the bone marrow suggests that the spleen 
might be a privilege site for ongoing secondary rearrange
ment (16). In addition, a higher proportion of iruotype
negative B cells was also observed in B ceIls isolated ITom 
the peritoneum when compared with peripheral blood 
(15). Thus, it would appear tbat there is a constant need for 
diversification of tbe QM mouse B cell repertoire through
out B cell developrnent and in different tissues. 

The molecular events involved in the induction of sec
ondary rearrangements are still not c1early defined, but dif
ferent triggering mechanisms could be enBsaged. First, B 
cells could have a certain intrinsic capaci!)' to undergo re
ceptor editing in an antigen-independem fashion through 
he1p froro T cells, cytokines, or other stimuli. Although 
this scenario cannot be ruled out, there is enough evidence 
supporting the notion that B cell receptor triggering is re
quired for inductlOn of secondary rearrangements both in 
the bone marrow (7, 8) and in the penpheIY (10-12) to 
make this unlikely. The B cell receptor In QM mice would 
not be expected to bind any other antigen than N"P with 
high affinity. However, 1t could be argued that weak cross
reactive interactions between NP-specific B cells and dif-

ferent antigem could induce V gene replacement and gen
erate virus-spectfic B cells. Second, it was proposed that 
environmental antigenic pressure could be the driving 
force behind the diversificanon of the V gene repertoire of 
naive QM rnice (l5). Recent data suggested that secondary 
rearrangements in peritoneal B-l cells might contribute to 
the development ofautoreactive Abs (46). In this study. the 
authors proposed that frequent exposure of B-1 cells to 
LPS may lower the threshold for activation of secondary 
rearrangements resulting in a rapid shift in the Ab reper
toire. In view of our findings, this mechanísrn could gener
ate not only autoreactive B celis but also potentially useful 
pathogen-specific Abs. On the other hand, de novo VH re
placement could have beeo triggered by cross-reactive 
bínding of!he NP-specific B cen receptor to the viral anti
gens used in this study. Although viral antigens might play 
a role in the e),.-panslon and maintenance of the virus-spe
cific B cells in the infected miee, these interactions may be 
excluded as initial triggeIing events because VSV -specific 
scFv Abs were ísolated froro a phage display library con
structed from a nalVe QM mouse. Therefore, virus-specific 
dones were generated in QM miee even before ihe intro
dIlction of viral antigens. In addition, nonirnmunized QM 
mice undergo frequent VH replacement (14, 15). 

It is dlfficult tO address the role of these eyents in the com
plexity af a normal Ab response. However, new evidence is 
emerging in favor of the frequent involvement of secondary 
rearrangements during nonnal B cell development (47). 
Moreover, sequence analysis of human heary and light chain 
V domains suggested ihat receptor editing occurs in human 
peripheral B cel~ (48), T aken together with our results, these 
€Xperiments suggest that, together with hypermutation, sec
ondary rearrangement could partIcipate in ihe shaping of the 
natural B ceIl repertOlre. In conclusion, our data illustrate the 
potential of V H gene replacements in the diversification of a 
restricted repertoire and definitely show that this expanded 
repertoire 15 functional. 
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Induction of Antibodies against 
SallJlOlzclla typhi OmpC Porin by 

Nakcd DNA ImIJlUl1izatiol1 a 

e LÓI'EZ,MACíAS, M, A, LÓPEZ-llERNÁNOEZ, 
e R. GONZÁLEZ. A, ISlllASl, 
AND V, ORTIZ,NAVARRETE' 

Unidad ele Iflve.Hi}faciáu Médica en h?fmutwquíntica 
limpita' efe Especialidades 

CCIl!W Médico Naciol/al .SiRlo XXI./MS.S 
1'. U, Box 73-032 

México D,F, el'. 03020 

INTnODUClION 

So/mol/ella 1)'f'hi, Ihe causative agent or typhoid rever. only affects humam. 
Howevcr. under ccr{mn experimental conditiolls il is pos"iible to infect animal" 
such a<; micc. amI mi1Hic SOIllC a"ipcct". uf the nMura\ infection enabling \he <.tudy 
o[ Ihe mcchanisms or Ihe imfllUJlC rcsroll<;.c to Ihe wholc bacteria or the iJcn!lfic;l
liol! of protcctivc antigcll"i. J Thuc;, cmployiftg Ihe murinc model il ha" hecn dcrnon
stratcu tha! ouler mcmbranc prolcin<; (OMPsJ isofatcd from S. lypltí are <.In!c lO 
elicit cclluhu·2 and humoral ¡mmune rcsron"e~;. Morcover, lhe admini"tration of 
a Illlxturc of OMPs' 01" po/ins) isoJatcu from S. t)'phi or purifieu recomnin<int 
OmpC4 induces proleclion in micc again<;t the challcnge v.lith lhi<; bactcrium. 
Ncvcllhc!c'\s. lhis mollel alsu has other Úrawb;Jck<;. 01 he OMP pi ep<tration<; oh. 
laincd bv cOllvention¡!1 immunochcmical rncthods always contain '\Ome cOTltarni
Ilanl lip,;poiysaccharidc tLPS) hccausc the<;e two molcculc<; are tigntiy a'i<;ociatcd. 
Sin<.:c LPS 1m" biologic;¡J activilics al vel"y low concentration<;. it is dirficult lo define 
lhe prcci"e role of e<tch molccule in the protection elicited. Tlle oemonslration Ihat 
lIaKcd DNA is ahlc 10 ciicit specific icnmunc rC'iponsc against tho<;e protcin<; il 
cncw:.icc; reprcscnts :'11\ allcrnative stratcgy lo ovcrcome this prob!em. Here \\ e 
ICpOI t tha! the inoculatiun of DNA bearing the S. typhi ompC gene in thc quadri
CCJlS of BJ\LB/c mlce induce" specific anlihody rC'ipon<;es again<;t Ihe OmpC 
protclIl am.!. 1hu". coultl be ll<;cd as a mude! to further analYle the immul1ological 
flropcrtic" of Ihis plOtcin. 

~IATERlALS AND METIIODS 

Amplifica/ioll oJ rhe ompC Gelle 

The OIll(1C genc wa" :ullplificu fmm the p!;\<;mid rSTI3~ hy polymcra"c chain 
IC:Ktioll (l'CR). Two <;)'IHhctit" gcne", wcre ohtaincd. (lile induding Ihe h::;¡(kr
pcptidc <"CqUCIlt"C, amI Ihe othel lad:ing Ihi,,; <;eL¡ucnce (Fl(j. 1,. 

"1':11( nf rhí\ \VOIK wa\ \llprOlICd hy Cf)N¡\("YT (iranl 2Mt/)(J·5·V}~7,\t,: e l.." re· 
tClv~od;1 !ctto\\\hip hom 1'(1[') [Hit\!'¡\. UNJ\il.1. 

r. (PII~'\I'Olld¡!lJ.! :111111111, 
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FIGL'HE 1. Ampldication of the ompC gene ami con'>tructlOn of the pJa~ml(j vector,>. The ompC gene wa,> amrlificu from the plaSflllu pSTlr 
hy r){Jlymen.¡<;e chain reaclÍon ¡PCRJ By u'>c of the OtrlpC reporteu ,>cqucnce~ thrcc primer,> werc uC'>lgned. Pnmer.F73 incJuued un Er.:oRI ~lIe. 
Ilho",omal hlnulng ,>lIe fRBSI. rnlliütion <:OUOI1 flCl anu the leaoer OmpC 'iequence (CCGGG GAA TIC A(j(jAG TAXIT AAAATG AAA GTI 
,\A \ G'L\ eTCJ rec¡, primer F7:! included a Hintllll 'lite. RllS. le. and the umlno terminu,> ,>cquence flOm the maturc OmpC rCGGG AAGCTT 
\(j(j:\(j TAATfAAA ATG G" TATC GTC GAA A n' TAT AAT AAA GAC GGC AAC AAA!. 1 he rcvcr'>c rnmer. Jc,>igncd a~ F7~, IndurJd 

.l BLHllHI ,>It~ <.InJ a ,>top callo n rC(j(j(J GG .. \TCC TT GAATTC GAA CTG GTA AAC CAG ACe CAGI, Tv>,o ,>ynthctlc gene,> were ohtained. 
drh! Inc!ulilnt! the leauer-pcptrdc ,>cqucncc anu Ihl! othcr lackrng lhl~ ,>cquencc. Th!! ,>ynthellc gen!!,> wcre rn,>crteu In the convcment rc~tnctlon 
.... rtl!'> of ¡he rFWJ2.1 eXpre'>'>lon vector unucr ¡he {J-aclln promoter." 
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COIt.\/ructioIJ 01 Ibe Pltl\mid l'celon 

Thc "Ylllhctic genes WCIC in,crlcd in the convenient rc<;tric!ion ",¡tcc; of ¡he 
pFMY2.1 cxprcs<;ion vector' unJcr lhe {3-actin promotcr fPIt.. 1). The rc'\ulting 
plar.;,mid<;, p~I ,mupe (with !caden, p~ompC (wilhout leaderJ ano the pF~192.1. 
\vel e pm ifit:d by C ... CI. 

f)l\'A Inoculation 

ÜIUUp" uf fivc BALB/c Illicc wcre injcclcd in lhe quadricep<; four time.." cvcry 
l\\'o wccb. willl 100 p..g oflhe conc;tructs. Five oays before lhe first DNA inocula
lion. a mixture uf hupivacainc hyúrochluridc itnd mcthylparabcn W(j<; mjccted in 
the tju:al! Jeeps. 

Purifica/ion of Porills 

Porins were purifico flOm S. t)'p/¡j 9.12. Vi:d and recombinant OmpC \1,:,1<; 

Pluilicd from E. ('o/i UH302-pST13 by soJium Jodeeyl sulfate (SDSJ ext1ac..:iOfl 
flOm hactcrial mcmbrallc preparations by the methou dcscribed previousl). 1 ~ 

Specific Anlibod)' Re.'ípomes 

Two weeks aner lhe last ínjectíon, the mice were bled and the anliboc.lies 
agaillsl the OmpC porin werc mcasuretl by enzyme-linkcJ immunoc:,orbent ao;c;a-y 
(ELISA) anu Wcstcrn blol.; 

RESULTS ANIJ IJISCUSSION 

Micc imtnunízcJ wilh fuur Jases of p-LompC or p-ompC plasmids presenteJ 
antibotlics againsl1hc rccombinant OmpC. These antibodies may have high affinity 
to lhe porin. since lher rcsi.;;teú 0.3 M NaCI washes in lhe ELISA (FIG. 21. thuc; 
indic:lting tllélt there is maturation of lhe B ce" f\';sponc:,c after ¡mmunizatíon \vith 
naket! DNA. Tile titer of <lnliboúies Jevclopctl hy mice ímmunizcd wilh lhe 
p-LompC wao;; threcfold higher lhan that obtaincu by lhe p-ompC. This may be 
UlIC lo Ihe superior productioll anu/or releac;e of the protein lO thc extracellular 
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FIGUH F 2. J nduclron o[ imrnunf)dllh1Jhn (¡ 
1lJ!{ jJ "J!<Ulr ... ¡ S(dl11f¡/ldlfl 1.\/1"; {jlllp(_ b:- ¡ni 
lIHulI/.;rtiun WJth l1."kcó U:--':I\. 
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en\if{lnm~nl. Anllther r~ls"il,iJ¡t~ I~ that the r-Ll1mpC Ctlllstru("t l't1¡¡Jd pllHl1pt 
\.'('11 ,urfa¡;t: e\prt.':.:;.!'illl1 tlf {he I'llrill. makin!= i\ l1\\))C ;K(:~,~ibk tu ~hc B ...:...:1\", Tht: 
W(''iem hltl! :ma.l} ~IS conflttnct! Ihc antibtldy Ic"pon<;c to OlllpC. and llL'ilhef 
antir,l-,Jic" ;l!=-ainst LPS Ilnr clo..:;,.rcaL·ting \\ilh othel pl1llns \\'as dL'n1PlIstl:ltcd. 
ThcTCfnTC'. DNA im'",:u\~Hi\\n I.,·~luld he an a¡¡(ln~Hi\'l: mellHld ftlr Ihe IIldllL"Iil11l tI!' 
..:;rc.'l·itll.- imnnllll' p .. ·~pI1l1 .. t'''; :l!!-:¡in,t .\'. 1\'I,lIí ;1Il1i~L'I'" l\t:mr qUl',¡inll" It·Ill.lin Ip 

ht.' :lIl..;;\\I.,',cd. ";lIlh ;t..;. \\Ili .. :h i .. lbl.' nh.'(h;llli~11l ill\lll\t.'d in IhL' hil-!!KI alltil'lldy 
ft: .... pt'nst: inJuleJ t>~ Ihl.' \cL'lor {"ll""anng the le,ldel <;cqUCIlI..'C. \\ hL'tht.T thL'n .. ' jo,; 

intkeJ (ellubr immullc re~rllIlS(,. <lnd \\ hcthcr Ihl' immunc n."'pl11l'C b Pllltt.,¡;tivt:. 
Con<;iJering lh3t th~ currcnt ;wail.l~1e \·'H.-t..-ines nf!;lins( t~ phl)id fc\CI prt:""t:"lit 
unJcsirat'tle sitIe effecl~ due lO the Cl11ltíllllinant LPS. nab:J DNA inlllllllllz,l1illll 
could he e'plored as an approach in ruture \-accine UC\'e111pmcnl. 
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Antiviral protection after DNA vaccination is short lived and 
not enhanced by CpG DNA. 

Oehen S, Junt T, Lopez-Macias e, Kramps TA 

University Hospital Zurich, Institute for Experimental Immunology, Zurich, Switzerland. 

[Record supplied by publisher 1 

In this study, we investigated the potential of a DNA vaccine expressing the rninimal cytotoxic T 
Iymphocyte (CTL) epitope gp33 ofthe Iymphocytic choriomeningitis virus glycoprotein to protect 
against infection of a non-Iymphoid organ and compared trus to protection against a systernic infection. 
Furtherrnore, since irnrnune stimulatory sequences have been shown to augment CTL responses, we 
exarnined the capacity of CpG DNA to enhance CTL memory. The data show that DNA vaccination 
with a gp33-based gene construct induced short-lived gp33-specific CTL which protected against a 
systemic infection but not against a peripheral infection. Irnrnune stimulatory sequen ces were incapable 
of either prolonging CTL memory or promoting protection against infection of a peripheral organ. 

PMID: 10692032 
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~orrelation of anti-viral B cell responses and 
¡plenic morphology with expression of 
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!lstract 

lis study attempted to evaluate and compare the role of various B cell·specific markers for anti· 
ral immune responses in mouse strains lacking molecules belonging to the B cell receptor (SeR) 
)mplex (lgM, Iga and CJ, the co-stimulatory molecules (CD19 and CD22), the protein kinases 
:ruton's tyrosine kinase (Btk)] or the transcription factors (OBF-1). These mice were tested in two 
odel infections [vesicular slomalitis virus (VSV) and Iymphocylic choriomeningitis virus (LCMV)] 
,ing T cell-independent (TI) or T cell-dependent (TD) anligens. AII mice conlrolled an LCMV 
fection indicating that cytotoxie T cell functions were within normal ranges. In contrast, OBF·l-1-
ice were partially protected and mb_lac/ac miee not at all proteeted against VSV infeetion, a virus 
at is controlled virtually exclusively by neutralizing antibodies. Susceptibility to VSV infection 
as correlated with structural defects in the spleen: absence of mature B eells and follicles with 
arginal zone macrophages and absence 01 germinal centers with follicular dendritic cells 
)rrelated with lack or substantial reduction of protective 19M and IgG responses respeetively. The 
ck of le light chain did not affeet the neutralizing response, indicating that it could easily be 
placed by ihe A. chain. Absence of the co-stimulalory molecules CD19 and CD22 or of Ihe 
gnaling molecule Blk had modulaling effects, bul did nol increase susceplibility to VSV or LCMV. 
ur findings suggesl thal there are crucial molecules for B cell activalion al Ihe beginning (BCR 
)mplex) and the end (transcription) of the signaling eascade, whereas fine-tuning factors 
odulating the response in between exhibít considerable functional overlap. 

troduction 

great number 01 maleeules that play a role In B eell 
~velopment and actlvatlon have been Identl{led. Whereas a 
3jority of them are expressed In various cell types of the 
Imune system, some are B cell speclf¡c. They either belong 
the B cell receptor (BCR) eomplex, to a heterogeneous 

oup of tyroslne klnases and phosphatases as well as 

){fespondence ro R M. Zinker:-'ta;¡c! 

Jr:smlttrnp edl:or A R8dbrl,ch 

other slgnaling molecules, to a group of B cell-speclfic co
stlmulatory or Inhlbltory mo\ecules, or they are B ceH-speciftc 
transcription factors. The functions of these molecules have 
malnly been Investlgated by blocklng studles wlth mAb, 
ollgonucleotldes or proteln kinase Inhlbltors uSlng cell culture 
systems The generallan al gene-targeted an'lmals has oflered 



lntiviral B Cell Memory in the Absence of Mature Follicular 
)endritic Cell Networks and Classical Germinal Centers in 
~NFRl-!- Mice1 

. Karrer,* c. López-Macías,* A. Oxenius,* B. Odennatt,t M. F. Bachmann; u. Kalinke,* 
l. Bluethmann,§ H. Hengartner,* and R. M. Zinkernagef* 

'~RI-I- mice have been shown to lack networks of mature follicular dendritic cells (FDCs) and they do not form germinal 
nters. With nonreplicating Ags, IgG titers were inefficiently induced and not maintained. In this study, the neutralizing Ah 
sponse and the establishment of B cell memory in Tf\¡~RI-I- mice after infection with vesicular stomatitis virus (VSV) were 
lalyzed histologically and functionally. Irnmunization witb VSV-derived proteio Ags without adjuvant induced ooly Ig:M but no 
G Abs in Th'FRl-' - mice, whereas VSV gIycoprotein emulsified in CFA 01" IFA induced IgM and IgG responses that were 
ort-lived and of moderate titer. However, infection ",itb Uve VSV induced excellent neutralizing IgM and IgG responses in 
IJFRI-1

- mic~ and adoptively transferabJe B cell memory was generated and perSisted for more than 300 days. In contrast, IgG 
'els and Ab-forming cells in the bODe lllaITOW decIined within 300 days by 90-95% compared with controIs. These findings 
ggest that 1) increased Ag dose and time of Ag availability can substitute for FDC-stored Ab-compJexed Ag in the induction of 
icient IgG responses in TNFRI-1

- mice devoid of classical germinal centers; 2) the induetion and maintenance of adoptively 
msferable B cell IDemory can oeeur in the absence of Ag bound to mature FDCs; and 3) the Jong-term maintenance of eJevated 
G titers is largely dependent un FDC-associated persisting Ag. However, about 5-10% of tbe Ab produetion remained in the 
senee of detectable persisting Ag in TNFRI-1

- mice, probably either due to immature FDCs being partiaHy funetionaJ and/or 
.e lo long-lived plasma cells. The Journal of Immunology, 2000, 164: 768-778. 

3 cell memory is usually defined by three major charac
teristics: 1) The persistence of e1evated 1eve1s of specific 
Ab. 2) The presence of memo!) B cells that are often 

't}'pe switched and reclrculatmg through fue 1yrnphatic systern. 
Secondary Ab responses aiter reexposure to Ag are faster, Jead 
higher Ab titers, and produce Ab of higher affinities than pri
I'} Ab responses (1-3). However, sorne memory B cells do not 
irculate and sorne have been shown to be of the IgM isotype 
-6). Maintenance of e1evated Ab titers vs surviva1 of memory B 
ls seems to be regl1lated by distinct mechanisms. A 1arge part of 
maintenance of memory Ig titers is thought to be dependent on 
presence of Ag persistlflg on foIlicuJar dendntic cells (FDCS)3 
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,h nnue MZ. fIlJ.r)!lnal 7,mc: PALS pcnartcr)(ll.!r I~ mphold ,k:uh P" .... ¡1<·.nlUl 
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in secondary 1yrnphoid organs. indicating that at least sorne mem-
00' B cells are activated by Ag to produce Abs (7-10). It has 
rect:nt1y been shown thaI plasma cells in [he BM can be long-llved 
(with a 111"2. of 90-130 days), contributing to the maintenance of 
memory IgG titers in an Ag-independent fashion (11, 12). How
ever, the relative comribution of the Ag-independent \"s Ag-de
pendent Ab production for the maintenance of memory Ig titers is 
still a maUer of debate. 

The regulation of memory B cell survivaJ occurs different1y. 
Early experiments suggested thar survival of memory B cells was 
Ag dependent, since they rapldly died after transfcr into an Ag-free 
host (13, 14). However, other groups have shown that memo!)' B 
ceIls divide rarely and have a prolonged life span without the ob
vious need of contlflUOUS Ag contact (3, 15). Although Ab-fomlmg 
cells (AFCs) coJocalize wlth perslsting Ag within secondary Iyrn
phOld organs. most memory B cells recirculate throughout the lyrn
phatlc system, further indicating that they do not need continuous 
contact with persisring Ag (9). Thus, most of the eurn.::nt data sug
gests that memory B cells do not reqUIre persistent Ag fer survl\al, 
hut whether elevated specific Ig titers In the scrum arc largcly Ag 
dependent or nO[ is unclear. 

Gennina1 centers (GCs) are specia1ized siles m secondary Iym
phoid organs where memory B cclls are generared ¡¡nd .'-.clected for 
enhanced survival aod for exprc.'-.sion of high affimty surfacc IgG 
by Ag per:-.isüng on FDCs (2, 16-18) If [he GC reactlOD js inhib
ited elther hy dC'plctlon of the complement componcnt C3 or by 
blockmg the inrcraction 01" CD40 with C040L. memory B (ells 
and sec(lnd:¡ry Ab rc"pon .... es are nO! gencrutcd (19-::!3). Howe\'l'r, 

- --- - - -------------------
'lr.lIn, \S\:-.'J \'.\\ "",,,, )e-r,,,: 'll.nll, \'S\.G.2¡~C()rrolcI1Hll \,,\ 1'\1) Cl)";OL. 
lT).!(II,!".:r.¡! 
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! infected with vesicular stomatitis virus (VSV). a cytopathic 
i dosely related to rabies virus. mount a virus-neutralizing 
oody response protecting against lethal disease. VSV
tralizing monoclonal IgGs isolated from primary irnmune 
onses were devoid of somatic mutations. whereas mast sec
ary and al! hyperimmune response IgGs tested were hypermu
d. A comparative analysis af recombinant single-chain 
body fragments (SCFV-CK) revealed that even the germ-line 
;ursor of one hypermutated antibody bound and neutralized 
. Four somatic amino acid substitutions in VH increased by 
·fold the binding strength of monovalent SCFV-CK. The multi
~nt binding avidity of germ-Iine SCFV-CK was increased by more 
, 10-fold compared with the monovalent binding strength. In 
trasto hypermutated SCFV-CK did not show such avidity effects. 
s the overall binding difference between the germ-Jine and the 
ermutated V5V-neutralizing antihody was onJy 10- to 15-fold. 
, may explain why primary germ-line antibodies and secondary 
ermutated antibodies directed against pathogens such as 
ses and bacteria expressing repetitive antibody determinants 
w rather similar binding qualities. whereas monovalently 
jing hapten-specific antibodies can show "affinity maturation" 
!cts of up to 1000-fold. 

I eutralizing antibodies against many human pathogenic vi
ruses such as polio \ irus. influenza virus. and rabies virus 

generated early-Le .. \vithin the first week after infection 
7). Similarly, after infeetion of mice with vesicular stomatitis 
lS (VSV), a cytopathic unsegmented negative-strand RNA 
lS dosely related to rabies virus (8). an carly antibody 
ponse is observed. whieh can prevent dissemination of the 
lS to neuronal tissues and protects the host from a lethal 
Igressive paralytic discase (9. 10). Within the first hours after 
V infcction, when ncutralizing antibodies are not yct induced, 
interferon system criucally contributes te the survival of rnice 
,12). As carly as 2 days after infection. neutralizing antibodies 
detectable in the serum (13). By 4 days after infection, 

)ridomas have be en isolated that secrete VSV -ncutralizing 
'm-line IgGs (14). AH VSV-ncutralizmg antibodies anaJyzed 
re directed against one maJor antigcnic site of the protein 
,icty of the viral glycoprotcin (VSV-G) (14. 15). 
fhe majority of primary response IgGs i~olatcd 4 and 5 days 
er infection used V gene fragments ofthe hcavy and the K light 
lin (V H and V,,J bclonging to thc V nQ52 and the V,J 9-28 
lC familics. Thcsc antibodies hound one defincd subsitc within 
: major antigcnie sitc of VSV-G. In contras!. IgGs isoJatcd 
1m YSV-spccifie sccondary and hypcrirnmunc Ic~pon:-;c:-; were 
~domll1ant¡y VH7183-po~itivc and VIIJ558-positivc (1-1-). Thc 
mparbon of YSV -spccific monoclonal antibodics isolalcd 
,ffi sccondary and hypcrirnmune responsc~ dld not rcveal 
idcncc of furthcr. dI astie avidlt)' increasc~ or cnhanccd ~pccifie 
utralizing eapacitic~ (16). Thc ncutralizing capaelty of prima
·r~~pon~c IgG~ i~()lat~d 4 :md :) days aftcr immunization ,>,'él" 

juec.;d by 10- lo IOO-lnld cOl1iparcd \\ Jth ~I.!(olldary and 
perimmunc response I~G" (14). Beclu'\c no gt:nt:alogieally 
atcd ~erm-Jinc anu hyp::J mut:llcu antlb()Ji~~ \\'cr~ idt:ntlfit:d, 
\\,IS l1nck~\J \\hctht:1 lh:: lllcn.::¡"cd nl'utr,tli¿¡ng L":lpacny oí 
"'t1lllbry ,tnd h~pVllm11l',llll' H.:::-p()n~...: l~(i ... \\:I~ dUl' ro Jl('\\ly 

i26 1013' '(' 1 S 

appearing antibody specificities binding to more efficiently neu
tralizing epitopes, or whether hypermutation had improved 
VSV -specific binding and neutralization of secondary and hy
perimmune response IgGs. 

To address this questlon, somatie yariation of V H 7183-positiye 
VSV-neutralizing monodonal antibodies was analyzed. V H se
guenee comparison of VH 7183jJH2-positive antibodies revealed 
sorne amino acid substitutions, which were identical in different 
clones. The influence of these substitutions on VSV -specific 
binding and neutralization was studied in a comparative analysis 
of reeombinant single-chain FV-CK antibody fragments (seFv
CK) derived from one hypermutated antibody. 

Materials and Methods 
Mice and Viruses. Eight-week-old sewre combined immunodefi
cient (SCID) BALB/e miee kept under specific pathogen-free 
eondnions \vere obtained trom lffa Credo. VSV-IND (Mudd
Surnmers isolate) was originalIy obtained from D. Kolakofsky 
(University of Geneva. Switzerland) and was grO\vn on BHK-21 
cells (17). 

Isolation and Sequencing of VH and VL Genes. The 7,8-kb EcoRI 
fragment encoding the functionally rearranged V H of V124 
(pVH-Vl:24) \vas cloned from a A-Zap library (Stratagene). VHs 
of other VH7183jJH2-positive hybridomas werc isolated from 
cDNA by PCR using the 5' primer 1229 (5'-GAGTCTGGGG
GAGGCTTAGT-3') and the 3' Cy primer 1411 (5'-CCGAT
GGGGCTGTTGTTTTG-3'). VL genes of VI26. V130, VI22. 
and VIlO were amphfied by using the 5' V,,)1 primer 2225 
(5'-TCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCT-3') and the 3' C, 
primer 2236 (5'-ATGCTGTAGGTGCTGTCTTTGCTGT-3'). 
For VL amplification of V124, the 5' V,,8 primer 2224 (5'
GACA TTGTGA TGTCACAGTCTCCATCCTCCCTA-3') and 
the 3' C, primer 2335 (5'-TGTCGTTCATACTCGTCCTTG
GTC-3') were used. PCR products wcre gel purified and se~ 
qucnccd automatically (Applicd Biosystems). The reliahility of 
the revcrsc transcription-PCR approach was verified by idcmical 
V H sequcnees obtaincd for Y124 by PCR cloning and genomic 
cJoning. 

Generation of SCFV-CK Expression Constructs. VH of Vl:24 was PCR 
amplificd frorn pVH-V124 by u~ing the 5' pnlTIer 1211 

Abbrevwtlons' vsv. vesicular stomatitls Virus, V5V·G, V5V glycoproteln; s(Fv·C,,-, Single· 
chilln Fv·C~ antlbody fragments, 5ClD, severe comblned Immunodcfl(lent, pfu, plaque· 
formlng unlts, COK complcmentarlty·determlnlng reglon 
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nduction of optimal anti-viral neutralizing B cell 
esponses by dendritic cells requires transport and 
elease of virus particles in secondary Iymphoid 
)rgans 

~urkhard ludewig, Kevin J. Maloy, Constantino López-Macías, Bernhard Odermatt, 
lans Hengartner and Rol! M. Zinkernagel 

1stitute of Experimenta! fmmuno!ogy. Zürich, SWltzer!and 

)endritic cells (OC) are sentinels of the immune system, transporting antigens from the 
,eriphery to secondary Iymphoid organs. This study investigates the interactions of OC with 
3 cells tor the Inductíon of anti-víral neutralízíng antibody responses. Us!ng the vesicular 5tO

natitis virus glycoprotein (\iSV-G) as a model antigen, we show that OC cantain infection 
Nith cytopathic VSV in the presence of a funcMnal IFN system, facllitaling transport and 
'8fease of fow fevels of [¡ve virus in secondary fymphold organs. OC exposed to jlve virus 
nduced efficient neutralizing ant¡-viral B cel! responses. In contrast, DC transporting UV
nactivated viral antigens were poor actlvators of antl-viral B cens, a!though they were capa
bre of very efficiently inducing virus-specific Th cet!s. Transgenlc OC expressing a 
membrane-bound form of VSV-G induced neutrallzlng B cell responses; however, this DC
induced, Th-dependent B cel! response was slgnificantly slower than the anti-viral B cel! 
response induced by OC Infected WI!h live VSv. and was strongly dependen! on concomitant 
primlng of T help_ These results suggest that OC may playa double role during infection wlth 
cytopathic virus: they transport and release ¡Ive virus in secondary lymphoid tlssues tor opti
mar direct B ce!! induction and offer MHC class !l-associated determlOants tor inducíion of T 
help_ 

Key words: Dendntlc cell; Anti-vlraJ B cel) response; Neutralizmg antibody ; Antigen transport 
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1 Introductíon 

It IS well established that dendntic cells (OC) function as 
sentinels of the immune system, capturing antlgen in the 
periph&1)' and ¡nItiating T cell-mediated immune 

responses after mlgratlon to the T cel! areas of second
ary Iymphoid tissues [1]. In contrast, detailed knowledge 
abou! the role and mechanisms of DC-mediated B cell 
activation is Iimited. Based on the observatlon that DC 
can cluster B cells In vitro [2, 3] and in vivo [3], it has been 
postulated that d¡rect interaction of OC with B cells may 
be Important to eliclt B cel1 responses. In vItro, B cell 

responses to T cell-dependent antigens, such as DNP
KLH, are greatly enhanced in the presence of OC [2J, and 
OC are able to non-speciflcaliy stimulate B cells to prollf
erate and to produce IgM and IgG [4]- In VIVO, activation 
of B cells by OC has been shown uSlng adoptive transfer 
01 OC pulsed wlth soluble antigen [5, 6]- However, B celi 
responses Induced by antlgen-pulsed OC were weak, 
particularly when compared to Immunizatlon with the 
free antlgen [6]-

[1 20023] 

The first two authors contributed equally to thls work. 

Abbreviations: OC: Dendritlc cell(s) VSV: VeSicular stoma~ 
Mis ViruS VSV-IND: VSV serotype lndlana VSV~NJ: VSV 
serotype New Jersey G: Glycoprotem UV': UV Inac11vated 
GC: Ge;-m¡nal center(sJ Tf: T independent MOl: Multlphclty 
of Infectlon CFSE: 5~ and 6~cnrboxyfluroresceln dl3ceta1e 
succlm'1lldyl ester PNA: Peélnut 2gglutwlln 

Neutralizing anti~viral antibodles and the rapld indllctlon 
of efflclent anti~viral B cell responses are Important to 
protect against Infectlon w\th cytopathic viruses [7J. 
Cytopathlc Vlruses olten possess highly organized, 
repetitive antigenlc structures facilitating the inductlon of 
T cell-independent (TI) IgM responses_ whereas isotype 
sWltching to IgG is malnly dependent on cognate help 
dellvered by the CD4' Th cell subset [8, 9]- VeSicular sto
matltis virus (VSV) 18 a cytopathic rhabdovirus causing 
lethal neurologlcal dlsease In mlce devoid of an appro
pnate B celi response [10, 11], or lacklng a functlonal 
IFN-Cl/¡l system 112J- The glycoproteln of VSV (VSV-G) 1$ 
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Wr:- PICyit1lL"ly c1C'I1lIllV;tl<ltcd th(' ahl1il)' uf onlcr Illcmh,anc 11101cill<: (OMI',» In ilHltl\ (' 
I'lol('clil1l1 :lg:l.¡Il~t rhalkllgc will! ,)(/11110111'1111 typlti in mire: il W:le:; al<;n pn<;!;ihk In 
h:l1L<;fcr 1111<; PlolC'('\ivc c{f<-ct wilh inltllUI1C seta again<:t Oh.1Ps.! "11H:- :lIlliv,(,Il<; 1('<;pon<:l. 
hk rm Ihi<; pwlcrlive <:;t:ltus ~\lC 1\\'0 dilfclCllt pOlinc;.l Bolh ccllul:u :111<1 111I11H11;1I 
Illcch:mi<:'l11<; nf immunity llli}~1tt he in\'olvcd in Ihe rlotcclinn nchic\-td '1 he pH·~.CIH " 

{lf n'!)lIbr iml1lunily is cvillcl1ccd hy 1hc nhilily nf Ihe'se prolcin" lo ;H.li'''~!I' ¡ 
Iynlphncylc, flotlllllic(' iI1l11lIlni7t'd with 01\11', or \vilh pp¡jns isolalcd flUl11 ,Y. (\f'/¡¡ , 

1\ c;; !Ilil:u ly!1!ph(lcylic' plolifcl ¡¡ti\'C IC"PIW,c is al "O olJ,;ctvcO in indivi¡h1:11s vncón;lll \ 1 
:lf..:l.inc;\ t) phoid fever OT in pnlh'lllc; in lb: nlflvnlcsrcll\ )lIJase of Iyphoid fC'\ n t 

t'Jc\,C'tlhdc,,,,, Ihe sl'C'rific tole Ih:1\ (':\c11 p<,lin plny, in jllOleclin!l is uul.nowll. Re' 

(C1ltl)', lhe gene cnroding Olllp e \\.n, r1nncú~: Ihc,doIC. \Ve dcC'itled lo ;1C;,,(',,<' ¡,\ 
(:\pacit)' 1<) induc(' nclh'(' plO!cctinn n¡¿ílill<;\ S, ("phi in mice. \Ve al,o idculiliul 
hYP(llht'licII H·cell rpitopcs in this. ptolc¡n ami delllonslt:Hco illlrm1l1nrcílcli"ily [tH 
I \V(l (lr t!1I}<;C {11 <Jptl,,;ed ~('qllC'nccs, 

MATERlALS ANH ~IETllOIJS 

1.\01I1fI01l nf 01111' e Rcumr!,jmwt rnrill Omp e tccombinnnt pOlín {IOl1lp ('1 

was ic;olatcd. ncc(lIding. to a I1lcthoJ dc,clihcd PlcviOllSly,l rroll1 EJ(fll'ridli" 11,/1 
UJlJ02 1!:III"fmlllc<1 \' ... itlt Ihe plaO:::lllid 11STI3.' ' .. 

f:'I o/I/ario/l 01 A fil'(' rrorn fion For nclivc r1otC( \;nn n"~;t)'s. ~rnllrs or 10 n¡\t 1\1 
c lI1ire, c:ll'h wcif:.hing IR 20 g, \\'elc t\Vice iITlIIurni7cd illll;'lpclitonc:llly \,,'ilh :1 1 
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