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DESCRIPCIÓN

El anticuerpo monoclonal murino (5c8) reconoce una glicoproteína humana en la superficie de linfocitos T.

La invención descrita en este documento se realizó durante el trabajo bajo las becas Nº PO1-AI-26886, RO-1-AI-
14969, RO-1-CA-55713 y la beca de Formación en Inmunología AI-07132 de los Institutos Nacionales de la Salud.
Por lo tanto, el gobierno de Estados Unidos tiene ciertos derechos en esta invención.

Antecedentes de la invención

A lo largo de esta solicitud, se citan diversas publicaciones por el apellido de los autores, seguido del año de
publicación entre paréntesis. Las citas completas de estas publicaciones se pueden encontrar al final de la memoria
descriptiva, inmediatamente antes de las reivindicaciones. Las descripciones de estas publicaciones se incorporan
como referencia en esta solicitud con el fin de describir con más detalle el estado de la técnica como se conoce por los
especialistas hasta la fecha de la invención descrita y reivindicada aquí.

En un proceso dependiente de contacto denominado “función cooperadora de células T”, los linfocitos T CD4+
dirigen la activación y diferenciación de los linfocitos B y de este modo regulan la respuesta inmune humoral mediante
la modulación de la especificidad, secreción y funciones codificadas por el isotipo de las moléculas de anticuerpo
(Mitchell, et al., 1968; Michison, 1971; White, et al., 1978; Reinherz, et al., 1979; Janeway, et al., 1988; O’Brien, et
al., 1988; Rahemtulla, et al., 1991; y Grusby, et al., 1991). Las moléculas de superficie de las células T que median los
elementos dependientes del contacto de la función cooperadora de células T aún no se conocen por completo (Noelle,
et al., 1991).

El proceso por el cual las células T ayudan a las células B a diferenciarse se ha dividido en dos fases distintas:
las fases inductora y efectora (Vitetta, et al., 1989; Noelle, et al., 1990). En la fase inductora, las células T en reposo
contactan con las células B sensibilizadas por antígeno y esta asociación permite a los complejos receptor de células
T clonotípico (TCR)-CD4 interaccionar con los complejos Ia/Ag en las células B (Janeway, et al., 1988; Katz, et al.,
1973; Zinkernagel, 1976; Sprent, 1978a; Sprent, 1978b; Jones, et al., 1981; Julius, et al., 1982; Chestnut, et al., 1981;
Rogozinski, et al., 1984). El reconocimiento de TCR/CD4 del Ia/Ag da como resultado la formación de pares afines
T-B estables y la activación bidireccional de las células T y B (Sanders, et al., 1986; Snow, et al., 1983; Krusemeier,
et al., 1988; Noelle, et al., 1989; Bartlett, et al., 1989; Kupfer, et al., 1987). En la fase efectora, las células T activadas
dirigen la diferenciación de las células B secretando linfoquinas (Noelle, et al., 1983; Thompson, et al., 1985) y
mediante estímulos dependientes de contacto (Noelle, et al., 1989; Clement, et al., 1984; Crow, et al., 1986; Brian,
1988; Hirohata, et al., 1988; Jover, et al., 1989; Whalen, et al., 1988; Pollok, et al., 1991; Bartlett, et al., 1990), siendo
ambos necesarios para que las células T dirijan a las células B en reposo pequeñas a diferenciarse en último término
en células secretoras de Ig (Clement, et al., 1984; Martinez, et al., 1981; Andersson, et al., 1980).

Aunque la fase inductora de la cooperación de células T es dependiente de Ag y está restringida al MHC (Janeway,
et al., 1988; Katz, et al., 1973; Zinkernagle, 1976; Sprent, 1978a; Sprent, 1978b; Jones, et al., 1981; Julius, et al.,
1982; Chestnut, et al., 1981; Andersson, et al., 1980) la fase efectora de la función cooperadora de células T puede
ser independiente de Ag y no restringida al MHC (Clement, et al., 1984; Hirohata, et al., 1988; Whalen, et al., 1988;
Andersson, et al., 1980; DeFranco, et al., 1984; Julius, et al., 1988a; Julius, et al., 1988b; Riedel, et al., 1988; Owens,
1988; Cambier, et al., 1988; Tohma, et al., 1991; Lohoff, et al., 1977). Una característica de contraste adicional es que
la fase inductora de las cooperación de células T a menudo requiere moléculas CD4 y se inhibe por mAb anti-CD4
(Rogozinski, et al., 1984), mientras que la función efectora de la cooperación no requiere moléculas CD4 (Friedman,
et al., 1986) y no se inhibe por mAb anti-CD4 (Brian, 1988; Hirohata, et al., 1988; Whalen, et al., 1988; Tohma, et
al., 1991). Se cree que la función efectora cooperadora no específica se centra en dianas de células B específicas por
la naturaleza localizada de las interacciones de células T-B con pares afines específicos de antígeno (Bartlett, et al.,
1989; Kupfer, et al., 1987; Poo, et al., 1988).

Aunque la diferenciación terminal de células B necesita tanto el estímulo mediado por contacto como el mediado
por linfoquinas que proporcionan las células T, las etapas intermedias de diferenciación de células B pueden inducirse
por superficies de células T activadas en ausencia de factores secretados (Crow, et al., 1986; Brian, 1988; Sekita, et
al., 1988; Hodgkin, et al., 1990; Noelle, et al., 1991; Kubota, et al., 1991). Estos efectos intermedios sobre las células
B incluyen la inducción de la expresión en la superficie de CD23 (Crow, et al., 1989; Jover, et al., 1989; Crow, et
al., 1989), enzimas asociadas con la progresión del ciclo celular (Pollok, et al., 1991) y capacidad de responder a las
linfoquinas (Noelle, et al., 1989; Pollok, et al., 1991; Tohma, et al., 1991; Hodgkin, et al., 1990; Noelle, et al., 1991;
Kubota, et al., 1991). Aunque no se han identificado las moléculas de superficie de células T inducidas por activación
que dirigen la activación de células B, ciertos estudios funcionales han caracterizado algunos aspectos de su inducción
y su bioquímica. En primer lugar, las células T adquieren la capacidad de estimular a las células B de 4 a 8 h después
de la activación (Bartlett, et al., 1990; Tohma, et al., 1991). En segundo lugar, la actividad estimuladora de células B
asociada con las superficies de células T activadas se conserva en células fijadas en paraformaldehído (Noelle, et al.,
1989; Crow, et al., 1986; Pollok, et al., 1991; Tohma, et al., 1991, Kubota, et al., 1991) y en fragmentos purificados
de membrana (Hodgkin, et al., 1990; Martinez, et al., 1981). En tercer lugar, la actividad estimuladora de células B es
sensible al tratamiento con proteasa (Noelle, et al., 1989; Sekita, et al., 1988; Hodgkin, et al., 1990). En cuarto lugar,
el proceso de adquisición de estas estructuras activas de superficie que sigue a la activación de células T se inhibe por
ciclohexamida (Tohma, et al., 1991; Hodgkin, et al., 1990). Aunque estos estudios sugieren claramente la existencia
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de proteínas de superficie de células T inducidas por activación que envían estímulos dependientes de contacto a las
células B, aún se desconoce la identidad molecular de tales estructuras.

Se ha publicado previamente (Yellin, et al., 1991) el aislamiento de un subclón de Jurkat CD4−1 (D1.1) que posee
la capacidad funcional única de activar células B que expresen moléculas CD23 en la superficie y de sustentar la
diferenciación terminal de las células B en presencia de lectinas. Las células B activadas por Jurkat D1.1 de un gran
número de donantes no relacionados sugerían que el efecto de D1.1 era independiente de Ag y no restringido al MHC.
Se descubrió que el mecanismo de activación de células B mediado por Jurkat D1.1 era dependiente del contacto
célula-célula o de una estrecha proximidad ya que células D1.1 fijadas con paraformaldehído, pero no los factores
secretados, poseían la capacidad de inducir CD23 en las células B. Además, el efecto de D1.1 sobre las células B no
se inhibía por anticuerpos anti-IL-4. Por otro lado, el efecto de D1.1 sobre las células B era distinto del de la IL-4,
porque la rIL-4, pero no D1.1, inducía la regulación positiva de la IgM de superficie de células B (IgMs) (Yellin, et
al., 1991; Shields, et al., 1989). Considerados en conjunto, estos datos sugerían que Jurkat D1.1 y las células T CD4+
activadas compartían estructuras de superficie que proporcionan elementos dependientes de contacto de la cooperación
de células T a las células B (Yellin, et al., 1991).

En esta solicitud se generó un mAb IgG2a murino (5c8) que inhibe la activación de células B mediada por D1.1
y que inmunoprecipita una nueva proteína sin puentes disulfuro de 30 kilodaltons (kD) de la superficie de D1.1. En
células T normales, el antígeno 5c8 se expresa transitoriamente en la superficie de células T CD4+ activadas de manera
que necesita la síntesis del ARNm y de la proteína. En estudios funcionales, el mAb 5c8 inhibe la capacidad de las
células T para mediar la activación y diferenciación terminal de células B. Considerados en conjunto, estos datos
demuestran que el Ag 5c8 es un componente importante de las estructuras de superficie de la célula T inducidas por
activación que median el estímulo dependiente de contacto para la diferenciación de células B.

Sumario de la invención

Esta invención proporciona las modalidades caracterizadas en las reivindicaciones. Así, proporciona anticuerpos
monoclonales que se unen específicamente y forman un complejo con la proteína 5c8 situada sobre la superficie de
células T activadas, inhibiendo de ese modo la activación por células T de células B, siendo la proteína 5c8 una
proteína a la que se unen específicamente anticuerpos monoclonales 5c8 producidos por el hibridoma que tiene el Nº
de Registro de la ATCC HB 10916. Esta invención también proporciona el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por
el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC 10916.

Esta invención proporciona una línea celular de células T CD4− de leucemia denominada D1.1 con el Nº de
Registro de la ATCC CRL 10915 capaz de proporcionar constitutivamente una función cooperadora dependiente de
contacto con las células B. Esta invención también proporciona una proteína aislada de la superficie de células T
activadas, donde la proteína es necesaria para la activación de células B por parte de células T. Esta invención también
proporciona una proteína soluble aislada de la superficie de células T activadas, donde la proteína es necesaria para la
activación de las células B por parte de células T.

Esta invención también proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica para una proteína que es
reconocida específicamente por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la
ATCC HB 10916.

Breve descripción de las figuras

Figura 1. Fenotipo de la superficie celular de Jurkat D1.1 CD4−. Se muestra el análisis de fluorescencia de los
histogramas (FACS) de Jurkat D1.1 CD4− y de B2.7 CD4+. El eje Y representa el número de células y el eje X
representa la intensidad relativa de fluorescencia. Los mAb usados son: OKT3 (anti-CD3), OKT4 (anti-CD4), W6/32
(anti-MHC I). “Control” representa la tinción de fondo en ausencia de mAb primario añadido.

Figura 2. Jurkat D1.1 induce la expresión de CD23 en los linfocitos B en reposo. Se muestran los análisis FACS
de doble tinción de células B de alta densidad de adherencia deplecionada después de 24 h de cultivo solas (medios)
o con Jurkat CD4− (D1.1) o Jurkat CD4+ (B2.7) usando anti-IgM-FITC o anti-CD20 (Leu-16)-FITC (en el eje X)
y anti-CD23-PE (en el eje Y) (Becton-Dickinson). Los números mostrados en la esquina superior derecha de cada
histograma representan el porcentaje de todas las células seleccionadas que expresan ambas moléculas. La población
de células B cultivadas con Jurkat D1.1 expresaban el CD23 en el 66% de las células IgM+ y en el 69% de las células
CD20+ en comparación con las células B cultivadas con B2.7 (16% de las células IgM+ y 16% de las células CD20+).
En el experimento mostrado, la tinción FACS de un solo color demostró que la población de células B pequeñas de
alta densidad constaba de un 2% de CD3 (OKT3)+, un 84% de IgM+, un 84% de CR2 (THB-5)+ y un 87% de CD20
(Leu-16)+.

Figura 3. Dosis-respuesta de la expresión de CD23 inducida por D1.1. Se muestran los porcentajes de células
IgM+ que expresan CD23 después de 24 h de cultivo con variaciones de las proporciones de células D1.1 o B2.7 o
sobrenadantes celulares. Las condiciones experimentales y el análisis FACS de doble tinción se realizaron como se
describe en la leyenda de la figura 2, con la excepción de que la relación de Jurkat añadida a 2 x 105 células se varió
como se muestra. Los sobrenadantes se obtuvieron 48 h después de cultivar 1 x 105 células D1.1 o B2.7 en 1 ml de
medio Dulbecco modificado de Iscove/10% de FCS y de pasarse a través de filtros de 0,2 µm antes de la adición a
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las células B. El nivel de fondo (células B solas) de la expresión de CD23 de las células IgM+ fue del 12%. En este
experimento, la población de células B fue de un 65% de IgM+.

Figura 4. La figura demuestra que Jurkat D1.1 induce la proliferación de células B en presencia de PHA. Se muestra
la captación de [H3]timidina de células B cultivadas con células Jurkat tratadas con mitomicina C en presencia de la
combinación indicada de rIL-2 (25 U/ml), rIL-4 (25 U/ml), PHA (5 µg/ml) o medio de control. Las barras de error
representan las desviaciones típicas de las medias de cultivos por triplicado.

Figura 5. Jurkat D1.1 induce la diferenciación de células B en células secretoras de Ig. A. Número de colonias
formadoras de placas por 105 células B inducidas por las relaciones indicadas de Jurkat D1.1 o B2.7 con respecto a
células B en presencia o ausencia de PWM. B. IgG en los sobrenadantes del mismo experimento que 1A). Las células
E− son la población de Percoll de alta densidad de adherencia y roseta E deplecionadas que predominantemente son
células B. Las células E+ son células T en reposo roseta E-positivas tratadas con mitomicina C. La medición de Ig se
realizó mediante un ELISA de sándwich cuantitativo y las barras de error representan la desviación típica calculada
basándose en las curvas patrón.

Figura 6. La rIL-4, pero no D1.1, aumentaba la expresión de IgMs en células B. Se muestran los análisis FACS
de doble tinción resultantes de experimentos similares a los de la figura 3. La concentración mostrada de anti-IL-4
es de 1,25 µg/ml y la concentración de rIL-4 es de 50 U/ml. En la columna derecha se muestra el canal medio de
fluorescencia de la IgM.

Figura 7. Unión del mAb 5c8 a células Jurkat D1.1. Se muestran los análisis de los histogramas de fluorescencia
(FACS) de células Jurkat D1.1 CD4− y células Jurkat B2.7 CD4+. El eje Y representa el número de células y el eje X
representa la intensidad relativa de fluorescencia. Los mAb usados son: OKT3 (anti-CD3), OKT4 (anti-CD4), OKT8
(anti-CD8), W6/32 (anti-MHC I) y el mAb 5c8. FITC representa la tinción de fondo de un mAb de control de isotipo
compatible.

Figura 8. El mAb 5c8 inhibe la expresión de CD23 inducida por Jurkat D1.1 en linfocitos B. Se muestran los
análisis de doble tinción FACS de células B de alta densidad de adherencia deplecionada tras 24 h de cultivo solas o
con clones de Jurkat D1.1 o B2.7 usando anti-IgM-FITC (en el eje X) y anti-CD23-PE (en el eje Y). El número que
aparece en la esquina superior derecha de los trazados de FACS representa el porcentaje de células IgM+ que expre-
saban CD23. El mAb W6/32 estaba presente a 1 µg/ml, y el mAb 5c8 a una dilución 1:200 del sobrenadante del hi-
bridoma. El mAb IgG2a murino W6/32 reconoce un determinante monomórfico en las moléculas de MHC de clase I.

Figura 9. Análisis por SDS/PAGE de las proteínas de superficie inmunoprecipitadas por el mAb 5c8 y por los mAb
de control. Se muestran los autorradiogramas de los inmunoprecipitados con el mAb 5c8 o con los mAb de control
procedentes de lisados celulares de células Jurkat D1.1 y Jurkat B2.7 de superficies yodadas que se separaron en geles
de poliacrilamida al 12,5% en presencia (reducido, R) o ausencia (no reducido, NR) de 2-ME. Los mAb mostrados
son anti-CD28 (KOLT-4) y anti-MHC de clase I (W6/32). Los marcadores de peso molecular representan la migración
de patrones premarcados. NMS: suero normal de ratón.

Figura 10. Efectos de la activación de células T e inhibidores metabólicos sobre la expresión del antígeno 5c8 en
células T activadas. Se muestran los histogramas de FACS de células T en reposo y activadas usando el mAb 5c8 o
anti-CD69 como se indica. La activación de células T se marcó por PMA (10 ng/ml) y PHA (10 µg/ml) durante 5 h en
presencia de actinomicina D (10 µM) o ciclohexamida (100 µM).

Figura 11. Cinética de la expresión de 5c8 en subclases de células T CD4+ o CD8+ aisladas. Se muestran los
histogramas de fluorescencia de (a, b, c) células CD4+ o (d, e, f) células CD8+ en los puntos de tiempo indicados
después de que las subclases de células T recién purificadas se activaran con PHA (10 µg/ml) y PMA (10 ng/ml).
Línea continua: unión de 5c8; línea discontinua: control de IgG2a; línea de puntos: anti-CD69.

Figura 12. D1.1 induce la expresión de CD23 en la superficie de células B o RAMOS 266 de una manera que
se inhibe por el mAb 5c8 (anti-T-BAM) o el mAb G28-5 (anti-CD40). Se muestran los histogramas FACS de doble
tinción de anti-IgM-FITC en el eje X y anti-CD23-PE en el eje Y de células B (columna izquierda) o RAMOS 266
(columna derecha), después del cultivo con los clones de Jurkat D1.1 y B2.7 como se indica. El número en la esquina
superior derecha se refiere al porcentaje de células B IgM+ que expresan CD23 en la superficie en experimentos que
implican a las células B, o la intensidad de fluorescencia media de CD23 en RAMOS 266 en experimentos de RAMOS
266.

Figura 13. Efecto de D1.1 sobre células B de amígdala. Se muestra el porcentaje de células B IgM+ que expresan
CD23 mediante análisis FACS de doble tinción después de cultivar las células D1.1 y B2.7 con células B de amígdala
durante 18 h en presencia del mAb 5c8 (IgG2a anti-T-BAM), W6/32 (IgG2a anti-MHC de clase I), anti-LFA-1a (IgG1)
y B-B20 (IgG1 anti-CD40).

Figura 14. Papeles de T-BAM y CD40 en la activación de células B por D1.1. Se muestran gráficos de barras que
representan datos de FACS de doble tinción de los porcentajes de células B IgM+ que expresan CD23 en la superficie
(eje Y izquierdo, barras rayadas) o la intensidad media de fluorescencia de CD23 (eje Y derecho, barras cuadriculadas)
de RAMOS 266 tras 18 h en cultivo con clones de Jurkat D1.1 o B2.7, o en presencia de linfoquinas como se indica.
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(a.) rIL-4 y rIL-2 estaban presentes a 10 unidades/ml, anti-IL-4 y anti-GM-CSF (“CSF”) estaban presentes a 10 µg/ml.
(b.) Los mAb indicados se añadieron al inicio del cultivo a concentraciones saturantes.

Figura 15. Efecto de los mAb anti-CD40 sobre la activación por D1.1 de células B periféricas. Se muestran los
resultados del análisis FACS de doble tinción de células B IgM+ cultivadas con células D1.1 en presencia de los mAb
indicados durante 18 h.

Figura 16. Efecto de anti-CD40 en células L CD32+ sobre la expresión de CD23 en células B. Se muestran los
resultados del análisis FACS de doble tinción de cultivos de (a.) células B periféricas o RAMOS 266 y (b.) células
B de amígdala y bazo después de 18 h de cultivo con monocapas de células L I-A+ (células L) o células L FcRgII+
(células CD32+) en presencia del mAb indicado o de medio de control. En (a.) el eje Y izquierdo muestra el porcentaje
de células B IgM+ que expresan CD23 y el eje Y derecho muestra la MFI (intensidad media de fluorescencia) de
CD23 en RAMOS (descrito en la leyenda de la fig. 1). En (b.) “control” se refiere a anti-LFA1a para el experimento
de amígdala y anti-CR2 (THB-5) para el experimento de bazo.

Figura 17. Expresión de T-BAM en tejidos linfoides normales humanos. La expresión de T-BAM se evaluó en
cortes de tejido congelado de (A., B.) amígdala normal [A. x25, B. x40] y (C.) ganglios linfáticos normales (x25) y
bazo normal (D. x25; E. x63) usando el mAb 5c8 y una técnica de ABC modificada (véase la sección de Materiales y
Métodos). La positividad de T-BAM se manifiesta como tinción de la membrana.

Figura 18. Modelo de interacciones moleculares T-B.

Figura 19. Expresión de T-BAM en linfocitos T CD4+ en pannus sinovial de artritis reumatoide. Se muestran los
cortes teñidos inmunohistoquímicamente de un folículo linfoide en el pannus sinovial de un paciente con artritis reu-
matoide celular activa. (a,b) tinción con diaminobencidina (DAB) de anti-CD3 (a. baja resolución, b. alta resolución).
(c.) doble tinción anti-CD4 (tinción azul fuscina, APAP) y anti-T-BAM (mAb 5c8, marrón, DAB). (d.) anti-CD8 (tin-
ción azul fuscina, APAP) y anti-T-BAM (mAb 5c8, marrón, DAB). En conjunto, estas muestras demuestran que T-
BAM se expresa en células T CD4+ implicadas en la inflamación sinovial de la artritis reumatoide.

Figura 20. Expresión de T-BAM en linfocitos T que infiltran lesiones psoriásicas. Se muestra la tinción inmu-
nohistoquímica de una muestra de biopsia de piel de una lesión psoriásica (a. baja resolución), (b. alta resolución) -
infiltración de células T en la dermis. Expresión de T-BAM detectada por el mAb 5c8 y diaminobencidina (DAB)
(marrón).

Figura 21. Expresión de T-BAM en células de linfoma no-Hodgkin. Se muestran las preparaciones inmunohis-
toquímicas de ganglios linfáticos de dos pacientes con linfoma no-Hodgkin manifestándose las células T T-BAM+

(marrón, DAB) (a. 630x y b. 400x).

Descripción detallada de la invención

Esta invención proporciona las modalidades caracterizadas en las reivindicaciones. Así, proporciona anticuerpos
monoclonales que se unen específicamente y forman un complejo con la proteína 5c8 situada sobre la superficie de
células T activadas, inhibiendo de ese modo la activación por células T de células B, siendo la proteína 5c8 una
proteína a la que se unen específicamente anticuerpos monoclonales 5c8 producidos por el hibridoma que tiene el Nº
de Registro de la ATCC HB 10916.

Esta invención proporciona un anticuerpo monoclonal que reconoce específicamente y forma un complejo con una
proteína localizada en la superficie de células T activadas, inhibiendo de esta manera la activación de las células T.
Las células T activadas se encuentran normalmente sólo en los centros germinales de los ganglios linfáticos de un
animal. Sin embargo, se encuentran células T activadas en la sangre periférica de animales que padecen tumores de
células T, por ejemplo, leucemias y linfomas de células T, o en tejidos infiltrados de enfermedades tales como la artritis
reumatoide y la psoriasis.

El anticuerpo monoclonal descrito y reivindicado en la presente invención se une a células T que están interaccio-
nando con células B en los centros germinales de los ganglios linfáticos y no a otras células T en individuos sanos.
Los anticuerpos monoclonales conocidos por los especialistas en la técnica que reconocen específicamente y se unen
a proteínas de la superficie de células T y, por tanto, inhiben la activación de células B, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal anti-CD28 y el anticuerpo monoclonal anti-LFA-1, no distinguen las células activadas.

Para los fines de esta invención, las “células T activadas” son células T capaces de proporcionar una función
cooperadora de células T a células B en reposo. Para los fines de esta invención, “centros germinales de ganglios
linfáticos” son las áreas en los ganglios linfáticos donde las células T proporcionan la función cooperadora de células
T a las células B.

Para los fines de esta invención, un “anticuerpo monoclonal” es un anticuerpo producido por una célula de hibrido-
ma. Los métodos de preparación de células de hibridoma que sintetizan anticuerpos monoclonales son bien conocidos
por los especialistas en la técnica, por ejemplo, mediante la fusión de un linfocito B productor de anticuerpos con una
línea celular de linfocitos B inmortalizada.
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En una realización de esta invención, las células B son células B en reposo. En otra realización de esta invención, las
células B son células B sensibilizadas. Para los fines de esta invención, células B “en reposo” son células B inactivas,
es decir, células B indiferenciadas que no sintetizan moléculas de anticuerpo. Para los fines de esta invención, células B
“sensibilizadas” son células B que han estado en contacto con el antígeno y, por lo tanto, se han activado parcialmente,
pero aún no sintetizan moléculas de anticuerpo.

En una realización de esta invención, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino. En otra rea-
lización de esta invención, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal quimérico. En otra realización más
de esta invención, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal humanizado. Sin embargo, en la realización
preferida de esta invención, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal humano.

Para los fines de esta invención, un anticuerpo monoclonal “quimérico” es un anticuerpo monoclonal murino que
contiene fragmentos de la región constante (Fc) de un animal diferente. En una realización preferida de esta invención,
el anticuerpo monoclonal quimérico contiene el Fc humano y el Fab murino. Para los fines de esta invención, un an-
ticuerpo monoclonal “humanizado” es un anticuerpo monoclonal murino en el que todas las secuencias de proteínas
murinas se han substituido por secuencias de proteínas humanas, excepto las regiones determinantes de complemen-
tariedad (CDR) de las cadenas ligera y pesada murinas.

En una realización de esta invención, el anticuerpo monoclonal está dirigido contra el epítopo que reconoce espe-
cíficamente el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB10916.
En otra realización más de esta invención, el anticuerpo monoclonal es el anticuerpo monoclonal 5c8.

Esta invención también proporciona una célula de hibridoma productora del anticuerpo monoclonal capaz de unirse
a una proteína que se reconoce específicamente por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el
Nº de Registro de la ATCC HB 10916. Para los fines de esta invención, una “célula de hibridoma” es una célula
formada por la fusión de una célula inmortalizada y una célula productora de anticuerpos, formando de este modo una
célula que fabrica un anticuerpo monoclonal. En una realización, la célula de hibridoma correspondía con el Nº de
Registro de la ATCC HB 10916 que se depositó el 14 de noviembre de 1991 en la American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, U.S.A. según la disposición del Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de
Patentes.

En una realización de esta invención, el anticuerpo monoclonal está marcado con un marcador detectable, por ejem-
plo, un isótopo radiactivo, enzima, colorante o biotina. En otra realización de esta invención, el anticuerpo monoclonal
está conjugado con un agente terapéutico, por ejemplo, un radioisótopo, toxina, toxoide o agente quimioterapéutico.
En otra realización más de esta invención, el anticuerpo monoclonal está conjugado con un agente para la formación
de imágenes, por ejemplo, un radioisótopo.

Esta invención proporciona una composición farmacéutica que contiene el anticuerpo monoclonal y un vehículo
farmacéuticamente aceptable. Para los fines de esta invención “vehículo farmacéuticamente aceptable” significa cual-
quiera de los vehículos farmacéuticos convencionales. Los ejemplos de vehículos adecuados son bien conocidos en
la técnica y pueden incluir, pero sin limitación, cualquiera de los vehículos farmacéuticos convencionales tales como
una solución salina tamponada con fosfato, solución salina tamponada con fosfato que contiene Polysorb 80, agua,
emulsiones tales como emulsiones de aceite/agua, y diversos tipos de agentes humectantes. Otros vehículos también
pueden incluir soluciones estériles, comprimidos, comprimidos recubiertos y cápsulas.

Típicamente, tales vehículos contienen excipientes tales como almidón, leche, azúcar, ciertos tipos de arcilla, gela-
tina, ácido esteárico o sus sales, magnesio o estearato cálcico, talco, grasas o aceites vegetales, gomas, glicoles u otros
excipientes conocidos. Tales vehículos también pueden incluir aditivos aromatizantes y colorantes u otros ingredientes.
Las composiciones que comprenden tales vehículos se formulan por métodos convencionales bien conocidos.

Tales vehículos son bien conocidos en la técnica y pueden incluir, pero sin limitación, cualquiera de los vehículos
farmacéuticos convencionales, tales como una solución salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como una
emulsión de aceite/agua y diversos tipos de agentes humectantes. Otros vehículos también pueden incluir soluciones
estériles, comprimidos, comprimidos recubiertos y cápsulas.

Los anticuerpos monoclonales descritos y reivindicados en la presente invención son útiles para el aislamiento de
las proteínas a las que se unen los anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales también son valiosos
en nuevos métodos para: inhibir la respuesta inmune en un animal; modular la respuesta inmune en enfermedades
caracterizadas por disfunciones inmunes tales como enfermedades autoinmunes o enfermedades infecciosas con ma-
nifestaciones autoinmunes tales como la enfermedad de Lyme, sífilis, tuberculosis e infecciones por VIH; formar
imágenes de tumores o neoplasias en un animal; detectar la presencia de un tumor o neoplasia en un animal; deter-
minar si un animal porta las células tumorales que lo componen; inhibir la proliferación de células T tumorales en un
animal que padece un cáncer de células T; e inhibir la infección viral de las células T de un animal.

Esta invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica la proteína de la cadena ligera del
anticuerpo monoclonal. En una realización de esta invención, la molécula de ácido nucleico es una molécula de ADN.
Preferiblemente, la molécula de ADN es una molécula de ADNc.
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A lo largo de esta solicitud, las referencias a nucleótidos específicos se refieren a nucleótidos presentes en la cadena
codificante del ácido nucleico. A lo largo de la memoria descriptiva, se usan las siguientes abreviaturas convencionales
para indicar nucleótidos específicos:

Las moléculas de ADN de la presente invención también incluyen moléculas de ADN que codifican para análogos
polipeptídicos, fragmentos o derivados de polipéptidos antigénicos que se diferencian de las formas naturales en
términos de la identidad o localización de uno o más restos aminoacídicos (análogos de deleción que contienen menos
restos que los especificados para la proteína, análogos de substitución donde uno o más restos especificados se han
reemplazado por otros restos y análogos de adición donde uno o más restos aminoacídicos se añaden a una porción
media o terminal de los polipéptidos) y que comparten algunas o todas las propiedades de las formas naturales. Éstas
incluyen: la incorporación de codones “preferidos” para la expresión en hospedadores no mamíferos seleccionados;
el suministro de sitios de escisión para enzimas endonucleasas de restricción; y el suministro de secuencias de ADN
inicial, terminal o intermedia adicionales que faciliten la construcción de vectores que se expresen fácilmente.

Las secuencias de ácidos nucleicos descritas y reivindicadas en la presente invención son útiles para generar nue-
vos vectores virales y plasmídicos circulares descritos más adelante. Las moléculas de ácido nucleico también son
valiosas en un método nuevo y útil de terapia génica, es decir, mediante la transformación estable de células aisladas
de un animal con las moléculas de ácido nucleico y la posterior readministración de las células transformadas de forma
estable al animal. Los métodos de aislamiento de células incluyen cualquiera de los métodos convencionales de ex-
tracción de células de un animal. Las células aisladas adecuadas incluyen, pero sin limitación, células de médula ósea.
Los métodos de readministración de células incluyen cualquiera de los métodos convencionales de readministración
de células a un animal.

Esta invención proporciona un vector de transferencia génica, por ejemplo, un plásmido o un vector viral, que
contiene una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal unida
operativamente a un promotor de transcripción de ARN. Esta invención también proporciona un vector de transferencia
génica, por ejemplo un vector plasmídico o viral, que contiene una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína
de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal unida operativamente a un promotor de transcripción de ARN.

Los vectores de transferencia génica descritos y reivindicados en la presente invención son valiosos como productos
útiles para generar células hospedadoras eucariotas transformadas de forma estable y, por lo tanto, en métodos nuevos
y útiles de crecimiento de tales células hospedadoras en condiciones adecuadas para la producción de una proteína.

Esta invención proporciona un sistema de vector hospedador que contiene los vectores de transferencia génica
descritos y reivindicados en la presente invención en una célula hospedadora adecuada. En una realización de esta
invención, la célula hospedadora adecuada es una célula eucariótica transformada de forma estable, por ejemplo, una
célula transformada de forma estable de levadura o de mamífero. En la realización preferida de esta invención, la
célula eucariótica transformada de forma estable es una célula de mamífero transformada de forma estable.

El sistema de vector hospedador descrito y reivindicado en la presente invención es valioso en un método nue-
vo y útil para la síntesis de un anticuerpo monoclonal, que comprende cultivar el sistema de vector hospedador en
condiciones adecuadas para la producción del anticuerpo monoclonal.

Esta invención proporciona una línea celular de leucemia de células T CD4− humana denominada D1.1 con el Nº
de Registro de la ATCC CRL 10915, capaz de proporcionar constitutivamente una función cooperadora dependiente
de contacto con células B. Las células D1.1 se depositaron el 14 de noviembre de 1991 en la American Type Culture
Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, U.S.A. según la disposición del Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en
Materia de Patentes. En una realización de esta invención, las células B son células B en reposo. En otra realización
de esta invención, las células B son células B sensibilizadas.

La línea celular descrita y reivindicada en la presente invención, es valiosa como fuente de la proteína aislada que
se reconoce específicamente por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de
la ATCC 10916. La proteína aislada es valiosa por la información que proporciona con respecto a las secuencias de
nucleótidos que la codifican. Las secuencias de nucleótidos son valiosas en un método nuevo y útil de producción de
la proteína soluble de la superficie de la célula T activada descrita y reivindicada en la presente invención. La línea
celular también es valiosa en métodos nuevos y útiles para inmunizar a un animal contra un antígeno proteico y para
la selección de compuestos farmacéuticos por su capacidad para inhibir la activación de células B por células T.

Esta invención proporciona una proteína aislada que se reconoce específicamente por el anticuerpo monoclonal
5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB 10916.
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Esta invención también proporciona la proteína aislada que se reconoce específicamente por el anticuerpo mono-
clonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC 10916, donde la proteína aislada procede
de la superficie de células T activadas y es necesaria para la inducción y diferenciación terminal de células B por las
células T. En esta solicitud, “diferenciación terminal” significa que las células están comprometidas para una cierta
secreción de Ig y este término es bien conocido por un especialista habitual.

Esta invención también proporciona una proteína aislada que se reconoce específicamente por el anticuerpo mono-
clonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC 10916 y con un peso molecular aparente de
30 kilodaltons. La proteína procede de la superficie de células T activadas y es necesaria para la activación de células
B por células T.

En una realización de esta invención, las células B son células B en reposo. En otra realización de esta invención,
las células B son células B sensibilizadas.

Esta invención también proporciona una proteína aislada que se reconoce específicamente por el anticuerpo mo-
noclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB 10916 que tiene la secuencia, Xaa-
Ile-Glu-Xaa-Tyr-Asn-Gln-Xaa-Ser-Pro- (SEC ID Nº. 11) en el extremo N-terminal. En la solicitud, “Xaa” puede ser
cualquier resto aminoacídico.

Esta invención proporciona una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína de superficie de las células
T. En una realización de esta invención, la molécula de ácido nucleico es una molécula de ADN. Preferiblemente,
la molécula de ADN es una molécula de ADNc. Las moléculas de ácido nucleico son valiosas como productos para
generar nuevos vectores virales y plasmídicos circulares descritos más adelante. Las moléculas de ácido nucleico tam-
bién son valiosas en un método nuevo y útil de terapia génica, es decir, mediante la transformación estable de células
aisladas de un animal con las moléculas de ácido nucleico y la posterior readministración de las células transformadas
de forma estable al animal. Los métodos de aislamiento de células incluyen cualquiera de los métodos convenciona-
les de extracción de células de un animal. Las células aisladas convencionales incluyen, pero sin limitación, células
de médula ósea. Los métodos de readministración de células incluyen cualquiera de los métodos convencionales de
readministración de células a un animal.

Esta invención también proporciona un vector de transferencia génica, por ejemplo, un plásmido o un vector viral,
que contiene la molécula de ácido nucleico aislada que codifica la proteína de superficie de la célula T activada.

Los vectores de transferencia génica descritos y reivindicados en la presente invención son valiosos como productos
útiles para la generación de células hospedadoras eucarióticas transformadas de forma estable y, de ese modo, en
métodos nuevos y útiles de desarrollo de tales células hospedadoras en condiciones adecuadas para la producción de
una proteína.

Esta invención también proporciona un sistema de vector hospedador que contiene el vector de transferencia génica
en una célula hospedadora adecuada. En una realización de esta invención. La célula hospedadora adecuada es una
célula bacteriana, célula de insecto, célula de levadura o célula de mamífero.

El sistema de vector hospedador es valioso como producto útil para la síntesis a gran escala de la proteína de
superficie de la célula T activada mediante el crecimiento del sistema de vector hospedador en condiciones adecuadas
para la producción de la proteína. De este modo, también se proporciona un método de producción de la proteína de
superficie de la célula T activada. Esta invención también proporciona la proteína producida por este método.

Esta invención proporciona una proteína aislada soluble procedente de la superficie de las células T activadas
necesaria para la activación de células B por las células T. En una realización de esta invención, las células B son
células B en reposo. En otra realización de esta invención, las células B son células B sensibilizadas.

Para los fines de esta invención, una “proteína soluble” es una proteína sin membranas celulares y sin otros compo-
nentes celulares. Preferiblemente, la proteína soluble es la proteína que se reconoce específicamente por el anticuerpo
monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB 10916. En una realización de esta
invención, la proteína soluble está marcada con un marcador detectable, por ejemplo, un isótopo radiactivo, enzima,
colorante o biotina. La proteína soluble es valiosa como producto para la fabricación una composición farmacéutica
nueva y útil.

De este modo, también se proporciona una composición farmacéutica que contiene la proteína soluble y un ve-
hículo farmacéuticamente aceptable. “Vehículos farmacéuticamente aceptables” significa cualquiera de los vehículos
farmacéuticamente aceptables convencionales. Los ejemplos incluyen, pero sin limitación, solución salina tamponada
con fosfato, solución salina fisiológica, agua y emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua.

Esta invención proporciona una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína soluble. En una realización de
esta invención, la molécula de ácido nucleico es una molécula de ADN. Preferiblemente, la molécula de ADN es una
molécula de ADNc.
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Las secuencias de ácido nucleico descritas y reivindicadas en la presente invención son útiles para generar nuevos
vectores virales y plasmídicos circulares descritos más adelante. Las moléculas de ácido nucleico también son valiosas
en un método nuevo y útil de terapia génica, es decir, mediante la transformación estable de células aisladas de un ani-
mal con las moléculas de ácido nucleico y la posterior readministración de las células transformadas de forma estable
al animal. Los métodos de aislamiento de células incluyen cualquiera de los métodos convencionales de extracción
de células de un animal. Las células aisladas adecuadas incluyen, pero sin limitación, células de médula ósea. Los
métodos de readministración de células incluyen cualquiera de los métodos convencionales de readministración de
células a un animal.

Esta invención también proporciona un vector de transferencia génica, por ejemplo, un vector plasmídico o un
vector viral, que contiene la molécula de ácido nucleico aislada unida operativamente a un promotor de la transcripción
de ARN.

Los vectores de transferencia génica descritos y reivindicados en la presente invención son valiosos como productos
útiles para generar células hospedadoras eucarióticas transformadas de forma estable y, de ese modo, en métodos
nuevos y útiles de crecimiento de tales células en condiciones adecuadas para la producción de una proteína.

Esta invención también proporciona un sistema de vector hospedador que contiene el vector de transferencia génica
en una célula hospedadora adecuada. En una realización de esta invención, la célula hospedadora adecuada es una
célula eucariótica transformada de forma estable, por ejemplo, una célula eucariótica de mamífero o de levadura
transformada de forma estable. Preferiblemente, la célula transformada de forma estable es una célula de mamífero.

El sistema de vector hospedador es valioso como producto útil para la síntesis a gran escala de la proteína soluble
de la superficie de la célula T activada mediante el crecimiento del sistema de vector hospedador en condiciones
adecuadas para la producción de la proteína y para la recuperación de la proteína así producida. De este modo, también
se proporciona un método de producción de la proteína soluble. Esta invención también proporciona la proteína soluble
producida por este método.

Esta invención proporciona un método de inhibición de la activación de células B en un animal, que compren-
de la administración al animal de una cantidad inhibidora eficaz de una composición farmacéutica que contiene el
anticuerpo monoclonal que reconoce específicamente la proteína de superficie de la célula T activada y un vehículo
farmacéuticamente aceptable. Para los fines de esta invención, una “cantidad inhibidora eficaz” de una composición
farmacéutica es cualquier cantidad de la composición farmacéutica que sea eficaz para unirse a una proteína en la su-
perficie de las células T activadas y, de ese modo, para inhibir la activación de células B por las células T. Esta cantidad
inhibidora eficaz puede determinarse fácilmente por un especialista habitual utilizando experimentos bien conocidos
en la técnica. Una de tales estrategias experimentales es por titulación. En una realización de esta invención, las células
B son células B en reposo. En otra realización de esta invención, las células B son células B sensibilizadas.

Los métodos para determinar la “cantidad eficaz” son bien conocidos por los especialistas en la técnica y depen-
derán de factores que incluyen, pero sin limitación, el tipo de animal implicado y el peso corporal del animal. En una
realización de esta invención, el animal es un mamífero, por ejemplo un ratón o un ser humano. Preferiblemente, el
mamífero es un ser humano.

Para los fines de esta invención, “administración” significa cualquiera de los métodos convencionales de adminis-
tración de una composición farmacéutica conocida por los especialistas en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero sin
limitación, la administración intravenosa, intraperitoneal o intramuscular.

El método de inhibición de la activación de células B es valioso en un método nuevo y útil para inhibir la respuesta
inmune de un animal. En una realización de esta invención, el animal es un mamífero, por ejemplo, un ratón o un ser
humano. Preferiblemente el mamífero es un ser humano.

En una realización de esta invención, la inhibición de la respuesta inmune de un animal es valiosa como método
de inhibición del rechazo de un órgano trasplantado por el animal, por ejemplo, un corazón, riñón o hígado.

En otra realización de esta invención, la inhibición de la respuesta inmune de un animal es valiosa como método de
inhibición de la respuesta autoinmune en un animal que padece una enfermedad autoinmune idiopática. Los ejemplos
de enfermedades autoinmunes idiopáticas incluyen, pero sin limitación, psoriasis, artritis reumatoide, miastenia grave,
lupus sistémico eritematoso, enfermedad de Graves, púrpura trombocitopénica idiopática, anemia hemolítica, síndro-
me de hiper IgE, diabetes mellitus y enfermedades autoinmunes inducidas por fármacos, por ejemplo, lupus inducido
por fármacos.

En otra realización, esta invención proporciona un método de inhibición de la respuesta autoinmune en seres huma-
nos que padecen manifestaciones autoinmunes de enfermedades infecciosas. Las manifestaciones autoinmunes pueden
derivar del síndrome de Reiter, espondiloartritis, enfermedad de Lyme, infecciones por VIH, sífilis o tuberculosis.

En otra realización más de esta invención, la inhibición de la respuesta inmune en un animal es valiosa como un
método de inhibición de respuestas alérgicas, por ejemplo, fiebre del heno o una alergia a la penicilina, en el animal.
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“Administración” significa cualquiera de los métodos convencionales de administración de una composición far-
macéutica conocidos por los especialistas en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero sin limitación, la administración
intravenosa, intramuscular o intraperitoneal. Los métodos para detectar la formación de complejos de anticuerpo mo-
noclonal/proteína, por ejemplo, mediante exposición de una película de rayos-x, son bien conocidos por los especia-
listas en la técnica.

Para los fines de esta invención, una “proteína soluble” es una proteína sin membranas celulares y sin otros com-
ponentes celulares. En la realización preferida de esta invención, la proteína soluble es la proteína que se reconoce
específicamente por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB
10916.

“Aislamiento” de sangre de un animal significa cualquiera de los métodos aceptables generalmente de extracción
de sangre y su colocación inmediata en un receptáculo que contenga un anticoagulante, por ejemplo, heparina, EDTA
o citrato. Los métodos para detectar los complejos de anticuerpo monoclonal/proteína son bien conocidos por los
especialistas en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero sin limitación, exposición de película de rayos-x y ELISA.

Una “cantidad eficaz” de la composición farmacéutica es cualquier cantidad de la composición farmacéutica eficaz
para detectar la presencia de la proteína soluble en la sangre del animal. Los métodos para determinar una “cantidad
eficaz” son bien conocidos por los especialistas en la técnica y dependen de varios factores incluyendo, pero sin
limitación: el tipo de animal implicado, el tamaño de la muestra de sangre ensayada y el marcador detectable usado.
En una realización de esta invención, el marcador detectable es un radioisótopo, enzima, colorante o biotina.

En una realización de esta invención, el animal es un mamífero, por ejemplo, un ratón o un ser humano. Preferi-
blemente el mamífero es un ser humano.

Esta invención proporciona un método de selección de un compuesto farmacéutico, por ejemplo, ciclosporina,
ciclofosfamida o azatioprina, por su capacidad para inhibir la función cooperadora de células T, que comprende: aislar
una muestra de sangre de un animal; cultivar dicha muestra en condiciones que permiten la activación de las células
B contenidas en ella; poner en contacto la muestra con una cantidad eficaz de la línea celular D1.1 o de células
que expresan la proteína aislada que se reconoce específicamente por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el
hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB 10916 para activar células B; poner en contacto la muestra con una
cantidad eficaz de un compuesto farmacéutico para inhibir la inducción de la diferenciación terminal de células B por
células T si el compuesto farmacéutico es capaz de inhibir la activación de células T; y determinar si la línea celular T
activa las células B en presencia del compuesto farmacéutico.

En una realización de esta invención, las células B son células B en reposo. En otra realización de esta invención,
las células B son células B sensibilizadas.

En una realización de esta invención, la sangre se aísla de un mamífero, por ejemplo, un ratón o un ser humano.

El “aislamiento” de sangre de un animal significa cualquiera de los métodos generalmente aceptables de extracción
de sangre y su colocación inmediata en un receptáculo que contiene un anticoagulante, por ejemplo, heparina, EDTA
o citrato. El cultivo de células B en “condiciones que permiten la activación de células B” comprende el cultivo de
células B en presencia de linfoquinas. Una “cantidad activadora eficaz” de la línea celular D1.1 es cualquier concen-
tración eficaz de células en cultivo para activar las células B en el cultivo. Los métodos para determinar una “cantidad
activadora eficaz” son bien conocidos por los especialistas en la técnica.

Un método de inmunización de un animal contra un antígeno proteico comprende: aislar una muestra de sangre que
incluya linfocitos B en reposo del animal; recuperar las células B en reposo de dicha muestra; cocultivar dichas células
B en reposo con una cantidad de la línea celular D1.1 o con células que expresen la proteína aislada que se reconoce
específicamente por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB
10916 para estimular la diferenciación de las células B en condiciones que permitan la diferenciación de las células
B; poner en contacto dichas células B diferenciadas con una cantidad eficaz del antígeno proteico para inducir que las
células B diferenciadas produzcan un anticuerpo que reconozca el antígeno proteico; y administrar dichos linfocitos B
productores de anticuerpo al animal a partir del cual se aisló la muestra de sangre.

Para los fines de esta invención, “células B en reposo” son células B indiferenciadas que no sintetizan anticuerpo
o células B de memoria.

El “aislamiento” de sangre de un animal significa cualquiera de los métodos generalmente aceptables de extracción
de sangre y su colocación inmediata en un receptáculo que contiene un anticoagulante, por ejemplo, heparina, EDTA
o citrato. El cultivo de células B en “condiciones que permiten la diferenciación de células B” comprende el cultivo
de células B en presencia de linfoquinas. Los métodos de administración al animal de linfocitos B incluyen cualquiera
de los métodos generalmente aceptables de administración de células B a un animal.

La “cantidad eficaz” de la línea celular D1.1 o de la proteína soluble de la superficie de células T activadas es
cualquier cantidad de la línea celular o de la proteína soluble eficaz para inducir la diferenciación de células B. Los
métodos para determinar una “cantidad eficaz” son bien conocidos por los especialistas en la técnica.
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Una “cantidad eficaz diferenciadora” de un antígeno proteico es cualquier cantidad de antígeno eficaz para inducir
en las células B diferenciadas la producción de un anticuerpo que reconozca específicamente el antígeno.

En una realización de esta invención, el animal es un mamífero, por ejemplo, un ratón o un ser humano. Preferi-
blemente, el mamífero es un ser humano.

En una realización de la invención, el antígeno es un antígeno proteico viral, por ejemplo, un antígeno proteico
del virus de la hepatitis B, un antígeno proteico del virus de la leucemia de células T humana o un antígeno proteico
del virus de la inmunodeficiencia humana. En otra realización de esta invención, el antígeno es un autoantígeno o un
antígeno tumoral. Son ejemplos de tales autoantígenos Ro, La, RNP y factor reumatoide (IgG), que son bien conocidos
por una persona especialista habitual en la técnica.

Esta invención también proporciona un método para inducir un cambio de isotipo de una célula productora de
anticuerpos que comprende (i) poner en contacto la célula productora de anticuerpos con una cantidad eficaz de la
línea celular D1.1 o de células que expresan la proteína aislada que se reconoce específicamente por el anticuerpo
monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB 10916 para inducir el cambio de
isotipo en condiciones que permiten la diferenciación de células B; y (ii) detectar el isotipo de la célula productora de
anticuerpos. En una realización, la célula productora de anticuerpos es una célula de hibridoma. En otra realización,
la célula productora de anticuerpos es una línea celular transformada con el EBV.

Esta invención también proporciona un método para incrementar la afinidad de un anticuerpo producido por una
célula productora de anticuerpos que comprende poner en contacto la célula productora de anticuerpos con una can-
tidad eficaz de la línea celular D1.1 o de células que expresan la proteína aislada que se reconoce específicamente
por el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC HB 10916 en las
condiciones que permiten el contacto de las células; y determinar la afinidad de unión del anticuerpo producido por la
célula productora de anticuerpos.

La invención proporciona un método para tratar a un paciente que padece hipogammaglobulinemia que comprende
administrar al paciente una cantidad de la proteína soluble de superficie de la célula T activada eficaz para tratar la
hipogammaglobulinemia del paciente. Los métodos para determinar una “cantidad eficaz” son bien conocidos por los
especialistas en la técnica. Un ejemplo de tal método es por titulación.

La invención se entenderá mejor por referencia a los detalles experimentales que siguen, pero los especialistas en
la técnica apreciarán fácilmente que los experimentos detallados específicamente son sólo ilustrativos, y no pretenden
limitar la invención como se describe en esta invención, la cual se define por las reivindicaciones que se muestran más
adelante.

Primera serie de experimentos

Materiales y Métodos

Generación y caracterización del anticuerpo monoclonal 5c8. Se inmunizaron cinco ratones Balb/c con 2 x 106

células D1.1 en solución salina por vía intravenosa y posteriormente se reinmunizaron por vía intraperitoneal cinco
veces a intervalos de aproximadamente dos semanas. Se titularon los sueros de estos ratones para ensayar la presencia
de anticuerpos que se unían preferentemente a células Jurkat D1.1 frente a B2.7 por FACS. Un ratón que mostró
el mejor título diferencial, recibió una reinmunización de 2 x 106 células D1.1 por vía intravenosa 3 días antes de
la fusión. Los esplenocitos de este ratón se fusionaron con 7 x 107 células de mieloma SP2/0 murinas como se ha
descrito previamente (Kirchevsky, et al., 1988). La mezcla de células se cultivó durante toda una noche en medio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contenía un 15% de FCS antes de sembrar el producto de fusión en
360 pocillos de 8 mm. Aparecieron colonias en 220 pocillos y todos se sometieron a una selección por FACS para la
unión diferencial a células D1.1 y B2.7. Se encontró un mAb denominado 5c8 que se unía a las células D1.1 y no a las
células B2.7. Se subclonó el clon 5c8 múltiples veces hasta que se estableció la monoclonalidad. Por medio de ELISA
(Hyclone, Logan, UT) se descubrió que el mAb 5c8 era IgG2a.

Anticuerpos monoclonale. Se produjeron los siguientes mAb a partir de los hibridomas disponibles en la American
Type Culture Collection (10801 University Blvd, Manassas, VA, USA): OKT11 (anti-CD2), OKT10 (anti-38), OKT8
(anti-CD8), OKT6 (anti-CD1a), OKT4 (anti-CD4), OKT3 (anti-CD3), OKT1 (anti-CD5), 3A1 (anti-CD7), tac (anti-
CD25), TBH-5 (anti-CD21, CR2), W6/32 (anti-MHC de clase I), AB2.06 (anti-MHC de clase II), L243 (anti-MHC
de clase II), 93F10 (anti-MHC de clase II), TS1/22.1.13 (anti-LFA-1a), TS1/18.1.2.11.4 (anti-LFA-1β), TS2/9.1.4.3
(anti-LFA-3) y 187.1 (anti-Ig(Fab) humana). Estos mAb se usaron a concentraciones saturantes de los sobrenadantes
del hibridoma o purificados a partir de líquido ascítico en columnas de proteína A (Biorad, Rockville Center, NY). El
mAb 16G8 anti-TCR clonotípico de Jurkat (anti-vβ8) y un panel de otros mAb anti-TCR se adquirieron en Diversi-
T, T Cell Science (Cambridge, MA). El mAb OKT4A se adquirió en Ortho Pharmaceutical (Raritan, NJ). TCRδ-1
fue cedido por el Dr. Michael Brenner, Harvard Medical School (Boston, MA). M241 (anti-CD1c) fue cedido por
el Dr. Cox Terhorst del Harvard Medical Collage. Los mAb anti-CD23-PE y marcado con FITC, y anti-CD69 sin
marcar se adquirieron en Becton Dickinson (Mountainview, CA). El anti-IgM marcado con FITC se adquirió en Tago
(Burlingame, CA). Los anticuerpos Kolt-4 (anti-CD28) y anti-CD27 se adquirieron en Accurate Sciencific (Westbury,
NY).
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Las proteínas recombinantes, rIL-4, se adquirieron en Genzyme (Cambridge, MA), rIL-2 fue cedida por Hoffmann-
LaRoche (Nutley, N.J.).

Análisis por citometría de flujo. Se incubaron aproximadamente 105 células con concentraciones saturantes de
los mAb indicados durante 45 min a 4ºC en presencia de 80 µg/ml de IgG humana agregada por calor (International
Enzyme, Fallbrook, CA). Las células se lavaron para eliminar el mAb no unido antes de la incubación con el anticuerpo
secundario de cabra anti-Ig de ratón conjugado con fluoresceína (Cappel, Cochranville, PA).

En el análisis de doble tinción, las células reaccionaron con el mAb indicado conjugado directamente con FITC
o ficoeritrina (PE) durante 45 min a 4ºC en presencia de la IgG humana agregada. Antes del análisis, las células se
lavaron y resuspendieron en PBS. La intensidad de fluorescencia se midió en un citómetro de flujo FACSCAN con el
software asociado 30 (Becton-Dickinson, Mountainview, CA). En experimentos que implican el cocultivo de células
B con clones de Jurkat, las células Jurkat se excluyeron del análisis de fluorescencia de las células B seleccionando
las distintas poblaciones celulares con un dispersor de luz frontal y lateral bajo. En experimentos con células activadas
con PMA o PHA, las células muertas se excluyeron del análisis mediante el tratamiento con yoduro de propidio y la
selección electrónica en el FACS.

Líneas celulares: La siguientes líneas celulares están disponibles en la American Type Culture Collection (10801
University Blvd, Manassas, VA 20110-2209, U.S.A.): HPB-ALL, Jurkat, CEM, PEER, MOLT-IV, K562, Ramos, Raji
y U937. BA es una línea de células B transformada con el virus de Epstein Barr que se ha publicado previamente (Bank,
et al., 1986). H9 está disponible en el Depósito de VIH (10801 University Blvd, Manassas, VA 20110-2209, U.S.A.).
Las tipificaciones de HLA se realizaron por la Dra. Elaine Reed del Department of Pathology, Columbia University
(One Lambda, Los Angeles, CA). Jurkat D1.1 y B2.7 eran negativas para micoplasma por el kit MycotectTM (GIBCO®,
Grand Island, NY) y por el método de hibridación de ADN (Genprobe, La Jolla, CA).

Aislamiento de poblaciones celulares. Los linfocitos de sangre periférica se obtuvieron de sangre recién extraída de
voluntarios sanos por centrifugación en Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO) o Leukoprep (Becton-Dickinson). Las
células T se seleccionaron positivamente con eritrocitos de oveja tratados con neuraminidasa. Los subtipos de linfoci-
tos T CD4+CD8− y CD4−CD8+ se aislaron mediante el tratamiento con mAb anti-CD8 o anti-CD4, respectivamente,
seguido de la lisis mediada por complemento como se describió previamente (Rogozinski, et al., 1984). Las células
B derivaban de poblaciones de células que no sedimentaban a través de Ficoll-HypaqueTM después de dos rondas de
formación de rosetas con eritrocitos de oveja tratados con neuraminidasa.

Las células B se purificaron adicionalmente por centrifugación en gradiente de densidad o por selección positiva
en una columna anti-Ig. En este primer método, las células E− se cultivaron toda la noche en matraces de poliestireno
(37ºC, 5% de CO2) para eliminar los macrófagos por adherencia. Estas células no T, no macrófagos, se separaron
en fracciones de alta y baja densidad en un gradiente discontinuo de percoll del 30%/50%/100% por centrifugación a
2300 rpm durante 12 min. Las células de alta densidad se obtuvieron de la interfase del 50%/100% y las células de baja
densidad de la interfase del 30%/50% (Crow, et al., 1985). Las células de alta densidad (en reposo) eran típicamente
CD20+ del 60 al 80%, IgM+ del 55 al 80%, y CD3+ <5% y CD23+ <5% (fondo). En otros experimentos (donde se
indica) las células B Igs+ se purificaron por cromatografía de afinidad de Ig anti-F(ab)2 en SephadexTM G-200 como
ya se ha descrito (Rogozinski, et al., 1984; Friedman, et al., 1976). Las poblaciones de Igs+ eran típicamente CD3+
<5%, CD2+ <10% y CD20+ >90% cuando se analizaron por FACS.

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Los clones Jurkat se yodaron por el método de la lactoperoxidasa,
se solubilizaron en 1% de NP40, Tris PBS tamponado 25 mM que contenía yodoacetamida y PMSF 10µM. Los lisados
celulares se hicieron reaccionar con perlas de proteína A-4B SepharoseTM (Pharmacia, Uppsula, Suecia) que estaban
recubiertas con el mAb 187.1 (anti-F(ab) de Ig humana) y aproximadamente 10 µg del mAb indicado. Después de
lavar las perlas para eliminar las proteínas unidas inespecíficamente, las proteínas precipitadas se desnaturalizaron por
calor en SDS en presencia o ausencia de 2-ME. Las proteínas desnaturalizadas y los marcadores de peso molecular
pre-teñidos (Biorad, Rockville Center, NY) se sometieron a electroforesis a través de poliacrilamida al 12% en geles
de 12 cm (Biorad ProteanTM Gel, Rockville Center, NY) y los geles secos se usaron para exponer una película de
rayos-x (Kodak, Rochester, NY).

Tratamientos con mitomicina-C y paraformaldehído. Las células Jurkat (107/ml) se trataron con mitomicina-C 50
µg/ml (Sigma, St. Louis, MO) durante 60 min a 37ºC. Las células Jurkat tratadas con mitomicina se lavaron dos veces,
se resuspendieron en medio sin mitomicina y luego se cultivaron durante 45 a 60 min a 37ºC. Las células se lavaron
otras dos veces más y luego se añadieron a los cultivos de células B. En los experimentos de fijación, las células T se
trataron con paraformaldehído al 0,5% recién preparado durante 5 a 10 min, el tratamiento se interrumpió con L-lisina
0,2 M y se lavaron cinco veces antes de añadirse a los cultivos de células B.

Activación de células T. En los experimentos para estudiar la expresión del Ag 5c8, las células T en reposo se
cultivaron en presencia o ausencia de miristato acetato de forbol (PMA) (Sigma, St. Louis, MO) y de 10 µg/ml de
PHA (Sigma). En los experimentos para estudiar los requisitos metabólicos para la expresión del Ag 5c8, las células
T se activaron en presencia de ciclohexamida 100 µM (Sigma) o 10 µg/ml de actinomicina D (Sigma).

En los experimentos para estudiar la inducción por las células T activadas de la expresión de CD23 en las células
B de alta densidad, se inmovilizaron los mAb OKT3 u OKT4 en la superficie de placas de cultivo de 24 pocillos
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mediante la incubación de 10 µg/ml de mAb en PBS durante 1 h. Los pocillos de control se incubaron en PBS sin
mAb. Tras lavar el mAb no unido, las placas se cubrieron con 2 x 106 células/pocillo en presencia de 10 ng/ml de
dibutirato de forbol (PDB) (Sigma) durante 6 h. Las células se retiraron con un pipeteo enérgico, se lavaron y fijaron
con paraformaldehído al 0,5% como se describió anteriormente antes de cultivarlas durante 18 h a una relación 1:1
con 2 x 105 células B en reposo de alta densidad aisladas por percoll. La expresión de CD23 en células B se determinó
de doble tinción por FACS como se describió anteriormente.

Ensayos de activación y diferenciación de células B. En los experimentos para medir la inducción de la expresión
de CD23 en la superficie de células B, se añadieron 2 x 105 células B de alta densidad al número indicado de células
Jurkat o células T en 200 µl de medio de Dulbecco modificado por Isocove (IMDM) con 10% de FCS en pocillos
de microtitulación de fondo redondo (Nunc) y se ensayaron para la expresión de CD23 después de 18 a 24 h. Los
experimentos en doble cámara se realizaron con 1 x 106 células Jurkat en presencia o ausencia de 1 x 106 células B
separadas de las 1 x 106 células por insertos en las placas de cultivo de 45 µm de Millipore (Bedford, MA).

La proliferación de células B se midió cultivando 105 células B con un número igual de células E+ tratadas con
mitomicina C o clones de Jurkat en pocillos de microtitulación de fondo plano (Nunc) en presencia o ausencia de PHA
(5 µg/ml). Los cultivos se sometieron a pulsos de 1 µCi de (H3)-timidina (New England Nuclear, Boston, MA) después
de 60 h y se recogieron 16 h más tarde en papel de filtro de fibra de vidrio (Cambridge Technology, Watertown, MA).
Las cpm de centelleo beta se midieron en un contador beta (contador LKB Rackbeta, modelo 1209).

La medida de las colonias formadoras de placas (PFC) fue una modificación del ensayo de la placa hemolítica
de Jerne (Rogozinski, et al., 1984). En resumen, se cultivaron 2,5 x 105 células B con cantidades variables de células
Jurkat tratadas con mitomicina C o células T autólogas recién aisladas, sin tratar, durante 6 días en presencia o ausencia
de una dilución 1:400 de PWM (Gibco, Grand Island, NY). Las células se lavaron dos veces y se resuspendieron en
solución salina equilibrada de Hanks. A partir de una dilución apropiada, se mezclaron 50 µl de una suspensión de
células cultivadas con: 10 µl de una solución al 11% de SRBC que se había recubierto con anti-Ig humana de conejo
por el método de cloruro crómico, 10 µl de anti-Ig humana de conejo diluido y 10 µl de complemento de cobaya. Estas
mezclas se introdujeron por duplicado en cámaras de vidrio y se cultivaron durante 2 h a 37ºC. Se contaron las placas
usando un microscopio de disección y se expresaron como colonias formadoras de placas (PFC) x 106 células B.

El ELISA para la cuantificación del isotipo de Ig se realizó cubriendo placas de 96 pocillos de poliestireno (Im-
munion II, Dynatech Laboratories, Chantilly, VA) con diluciones de anti-IgA, IgG o IgM humana de cabra (Tago,
Burlingame, CA) en tampón carbonato, pH 9,6, durante 18 h a 4ºC. Las placas se lavaron con 0,05% de Tween en
PBS y los sitios inespecíficos se bloquearon mediante una incubación de 2 h con BSA al 1%-PBS. Después de lavar,
se añadieron a los pocillos 50 µl de sobrenadantes de los cultivos celulares o patrones de isotipos de Ig (Rockland,
Gilbertsville, PA) y se permitió la unión durante 2 h. Posteriormente, se añadió un anti-Ig humana de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina (Tago) para detectar la Ig humana unida. Después de 2 h, los pocillos se lavaron y se añadió p-
nitrofenil fosfato.

La absorbancia se midió a 405 nm en un dispositivo Molecular Devices VNAXTM (Palo Alto, CA). Las mues-
tras se ensayaron por triplicado. Las barras de error representan la desviación típica calculada a partir del ajuste e
interpolación en la curva (Delta-Soft, BioMetallics, Inc. Princeton, NJ).

Papel de CD4 en la función de células T

Para estudiar el papel de CD4 en las funciones de las células T, se aisló un clon de Jurkat CD4− (D1.1) a partir de un
cultivo que desarrolló espontáneamente una subpoblación CD4− identificada por un pico negativo en el análisis FACS.
La falta de expresión en la superficie de CD4 era relativamente específica, ya que el fenotipo de la superficie celular
de Jurkat D1.1 con respecto a la unión de un gran panel de mAb era similar a un clon CD4+, Jurkat B2.7 (figura 1 y
tabla 1). Aunque la expresión diferencial de CD4 era la única diferencia cualitativa entre estos subclones, algunas de
las otras estructuras moleculares estudiadas se expresaban cuantitativamente a diferentes niveles. Por ejemplo, Jurkat
D1.1 expresaba más CD2 y moléculas de MHC (HLA) que Jurkat B2.7. Sin embargo, Jurkat D1.1 expresaban menos
moléculas CD28 y menos complejos TCR-α/β(vβ8)/CD3 que Jurkat B2.7 (fig. 1 y tabla 1). Además de su reactividad
compartida con el mAb anti-TCR clonotípico, Jurkat D1.1 y B2.7 eran HLA idénticos (A3, 34, 2, 16) y diferentes de
una línea leucémica de células T no relacionada, HPB-ALL (A9). En conjunto, estos datos demostraban que Jurkat
D1.1 era un subclón CD4− de Jurkat y que la ausencia de moléculas CD4 era una alteración relativamente específica
en su fenotipo de superficie.
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TABLA 1

aLos números representan la intensidad media de fluorescencia (unidades arbitrarias) determinada por FACS. Se
resta el efecto de fondo y los números se redondean a las unidades múltiplos de diez más próximas.
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En los estudios funcionales, se comparó la capacidad de las células Jurkat CD4+ (B2.7) y CD4− (D1.1) para inducir
la expresión de CD23 en las células B en reposo, un marcador de activación de células B (Crow, et al., 1986; Jover, et
al., 1989; Crow, et al., 1989). Sorprendentemente, el cocultivo de las células B con células Jurkat CD4− (D1.1), pero
no con Jurkat CD4+ (B2.7), inducía la expresión de CD23 en más del 60% de las células B (fig. 2). La inducción en la
superficie de células B de la expresión de CD23 por las células Jurkat D1.1 era máxima a las 20 a 24 h a una relación
de 1:1 entre células D1.1 y células B (fig. 3). Por el contrario, el subclón de Jurkat B2.7 no activaba las células B a altas
relaciones (fig. 3) o durante periodos largos de cocultivo (de hasta 48 h, no mostrado). Además, Jurkat D1.1 era la única
que tenía esta capacidad en comparación con otras células T (H9, HPB-ALL, MOLT-IV, CEM) y líneas leucémicas
de células no T (U937) (no mostrado). Jurkat D1.1 inducía en la célula B la expresión de CD23 selectivamente
porque los niveles de otras moléculas de superficie de la célula B tales como IgM (fig. 2), CD20 (fig. 2) o MHC
de clase I no estaban afectados. El efecto de Jurkat D1.1 sobre la activación de células B se observó regularmente
en células B de más de 25 donantes no relacionados, sugiriendo que el efecto no estaba restringido ni al Ag ni al
MHC.

La expresión de CD23 en células B se produce en una etapa temprana y posiblemente intermedia de la diferen-
ciación terminal de las células B en células secretoras de Ig. Se requieren otros estímulos, junto a los aportados por
la superficie de células T activadas, para mediar una proliferación y diferenciación substancial de células B. Como la
medición de la proliferación o diferenciación de células B requiere varios días de cultivo, la proliferación de los clones
de Jurkat se inhibía por el pretratamiento con mitomicina C, que no anulaba su capacidad para activar células B (tabla
2).

TABLA 2

Se muestran los porcentajes de células B CD20(Leu-16)+ que expresan CD23, como se determinó por el análisis
FACS de doble tinción con anti-CD20(Leu-16)-FITC y anti-CD23-PE. Las células B de alta densidad fraccionadas en
percoll (2 x 105) se cultivaron como se indica, solas o con un número igual de células Jurkat B2.7 o D1.1 durante 20
h. Donde se indica, se añadió una Ig policlonal de conejo purificada anti-IL-4 o anti-IL-2 al inicio del experimento
a una concentración final de 1,25 µg/ml. Donde se indica, se añadió rIL-2 o rIL-4 a los cultivos indicados a una
concentración final de 25 U/ml. Las células a analizar se seleccionaron por difusión de luz frontal y lateral para excluir
del análisis las células D1.1 o B2.7 más grandes (cuando estaban presentes). C: Control; D1.1/M: células D1.1 tratadas
con mitomicina C; B2.7/M: células B2.7 tratadas con mitomicina C; ND: no determinado.

Después se estudió la capacidad de las Jurkat CD4− D1.1 y las Jurkat CD4+ B2.7 tratadas con mitomicina C para
inducir la proliferación de las células B o la diferenciación terminal de las células B en células secretoras de Ig. En
presencia de mitógenos de células B dependientes de células T (Doech, et al., 1980), se midió la proliferación de
células B inducida por Jurkat D1.1, pero no por B2.7, por la síntesis de ADN (fig. 4) y la diferenciación en células
secretoras de Ig se midió por el ensayo de placa hemolítica inversa (fig. 5A). Además se caracterizó por ELISA
cuantitativo el isotipo del anticuerpo secretado. Jurkat D1.1, pero no B2.7, inducía la secreción de de IgG y, en menor
medida, de IgM en el sobrenadante de cultivo (figs. 5B y C). Considerados en conjunto, estos datos demuestran
que Jurkat D1.1, pero no Jurkat B2.7, compartía con las células T activadas la capacidad funcional para sostener la
diferenciación de células B y la secreción de IgM e IgG.
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Papel de factores difundibles en la activación de células B

Los sobrenadantes de D1.1 no inducían la expresión de CD23 en células B (fig. 3). Se realizaron experimentos
en doble cámara en los que se cultivaron células B en reposo en una cámara que estaba separada por una membrana
permeable de otra que contenía medio con linfoquinas o cultivos de células D1.1 en presencia o ausencia de células
B. En un experimento en el que se cultivaron células B (66% IgM+) en una cámara con una membrana de 0,45 µm,
la rIL-4 (25 U/ml) inducía la expresión de CD23 en el 28% de las células B IgM+ según el análisis FACS de doble
tinción. Por el contrario, las células D1.1 no activaban la expresión de CD23 en las células B de la otra cámara (4,7%
para D1.1 frente al 4,0% de fondo). Además, el cocultivo de células D1.1 con células B en una cámara no activaba la
expresión de CD23 en las células B de la otra cámara (4,9%). Sin embargo, las células D1.1 inducían potencialmente
la expresión de CD23 por las células B con la cuales podían establecer un contacto directo (76% frente al 8,4% para
las células B2.7). Considerados en conjunto, estos datos no apoyaban un papel para los factores difundibles en la
mediación del efecto de D1.1 sobre las células B.

Como se sabía que rIL-4 activaba las células B para que expresaran CD23 (Rabin, et al., 1985), se estudió también
el papel potencial de la IL-4 en la mediación de este efecto, además de inducir la expresión de CD23 en las células
B. Se sabía que rIL regulaba positivamente la expresión de IgMs+ de células B (Shields, et al., 1989). Mientras que
rIL-4 inducía la expresión de CD23 y la regulación positiva de IgMs de una forma dependiente de la dosis, las células
D1.1 inducían la expresión de CD23, pero no regulaban positivamente la IgMs de las células B (fig. 6). El efecto de las
células D1.1 sobre la proliferación de células B también se diferenciaba del de rIL-4 (fig. 4). Las células D1.1, pero no
rIL-4, inducían la proliferación de células B en presencia de PHA. Curiosamente, rIL-4 y las células D1.1 colaboraban
en la inducción de la proliferación de células B en ausencia de PHA e incrementaban la proliferación inducida por
células D1.1 en presencia de PHA. Considerados en conjunto, estos datos sugieren que el efecto de las células D1.1
sobre las células B es distinto de los inducidos por IL-4. Sin embargo, para examinar directamente el papel de IL-4
en el efecto de D1.1 sobre las células B, se utilizaron anticuerpos neutralizadores contra IL-4. Las concentraciones de
anticuerpos anti-IL-4 que inhibían tanto la inducción de CD23 como la regulación positiva de IgMs mediada por rIL-
4 (fig. 6) no inhibían la expresión de CD23 en células B mediada por D1.1 (tabla II). Estos datos demostraban que
la IL-4 sola no explicaba el efecto de D1.1 sobre las células B. Considerados en conjunto, estos resultados sugerían
claramente que el contacto célula-célula y no los factores secretados explicaban los efectos de D1.1 sobre la activación
de células B.

Para corroborar la idea de que el contacto célula-célula mediaba el efecto de D1.1 sobre las células B, se fijaron
Jurkat D1.1 y el control, células E2.7, con un 1% de paraformaldehído. Aunque la fijación con paraformaldehído
reducía la potencia de Jurkat D1.1 para activar las células B, las células D1.1 fijadas seguían siendo capaces de inducir
la expresión de CD23 en células B, mientras que las células E2.7 fijadas no alteraban la expresión de CD23 del nivel
del fondo. A una relación de 5:1 de células D1.1 fijadas:células B, el 63% de las células B fueron inducidas a expresar
CD23, en comparación con el 80% observado con células no fijadas. Considerados en conjunto, estos datos sugieren
que las estructuras de superficie en Jurkat D1.1 son suficientes para inducir la activación de células B.

Caracterización de proteínas de la superficie celular en células T CD4+ activadas que median la función efectora
cooperadora

Con el fin de caracterizar las proteínas de la superficie celular en células T CD4+ activadas que median la función
efectora cooperadora, se inmunizan ratones con el clon de Jurkat D1.1 que posee la función efectora cooperadora
dependiente de contacto (Yellin, et al., 1991). Se generan anticuerpos monoclonales (mAb) y los sobrenadantes de los
hibridomas se seleccionan por su unión diferencial al clon D1.1 y a un clon de Jurkat no cooperador B2.7.

Se identificó un mAb IgG2a murino, denominado 5c8, que se unía específicamente a la superficie de las células
D1.1 y no a la superficie de las células no cooperadoras B2.7 (figura 7). El mAb 5c8 no se unía a una diversidad de
líneas celulares distintas, incluyendo: líneas de leucemia de células T, CEM, H9, Molt-4 y Peer; las líneas celulares
derivadas de células B, BA, Raji o Ramos; la línea celular mielomonocítica, U937; o la línea celular de eritroleucemia,
K562 (véase la tabla 3 más adelante).
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TABLA 3

Estos datos derivan del análisis FACS de la unión del mAb 5c8 a las líneas celulares o a las poblaciones celulares
indicadas. La presencia de unión del mAb 5c8 se determinó en relación a la tinción de FACS de los mAb apropiados
del control positivo y negativo para cada línea o población celular. ND: no determinado.

Para evaluar si el mAb 5c8 reacciona con una molécula que es funcionalmente relevante para la capacidad coope-
radora del clon de Jurkat D1.1, se estudia el efecto del mAb 5c8 en ensayos de expresión de CD23 inducida por D1.1
en células B. El mAb 5c8 inhibía potencialmente la activación de células inducida por Jurkat D1.1 (figura 8). Por el
contrario, el mAb de control de isotipo, W6/32, no inhibía la activación de células B mediada por D1.1. Los datos
presentados aquí sugieren que el Ag 5c8 juega un papel crítico en la función efectora cooperadora de las células D1.1.

Caracterización bioquímica del antígeno reconocido por el mAb 5c8

Con el fin de caracterizar bioquímicamente el antígeno reconocido por el mAb 5c8, se realizaron inmunoprecipi-
taciones con el mAb 5c8 o con mAb de control que reconocían los antígenos MHC de clase I (W6/32) o CD28 (Kolt-
4) en lisados celulares de superficies yodadas de células Jurkat D1.1 y en el control, células Jurkat B2.7 no coopera-
doras que carecían de la unión del mAb 5c8 en la superficie. El mAb 5c8 inmunoprecipitó a partir de lisados del clon
cooperador D1.1, pero no de los lisados del control B2.7, una proteína que migraba a 30 kDa en SDS/PAGE (figura
9).

La especie proteica inmunoprecipitada por el mAb 5c8 no se veía afectada por la reducción con 2-mercaptoetanol
(2-ME), lo que sugería que la banda de 30 kDa no era un homodímero unido por puentes disulfuro ni estaba unida por
puentes disulfuro a otra proteína que no fuera accesible a la yodación. Por el contrario, el control KOLT-4, mAb anti-
CD28, inmunoprecipitaba (figura 9) una banda de 88 kDa en ausencia de 2-ME y una banda de 44 kDa en presencia
de 2-ME, lo que es coherente con los datos ya publicados (Martín, et al., 1986) y con la interpretación de que esta
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estructura es un homodímero unido por puentes disulfuro. El mAb de control W6/32 precipitaba un heterodímero no
unido por puentes disulfuro de proteínas con pesos moleculares de 43 y 12 kDa (figura 9). Estos datos sugerían que
el mAb 5c8 reconocía una proteína con un peso molecular de 30 kDa de una especie proteica no unida por puentes
disulfuro de la superficie de células D1.1

Caracterización de la expresión del Ag 5c8 por células linfoides normales

Se estudió por FACS la unión del mAb 5c8 y varios mAb de control en linfocitos T y B, monocitos y células T
estimuladas con PMA y PHA, recién aislados. Aunque los linfocitos T o B o monocitos en reposo no expresaban el
Ag 5c8 (véase la tabla 3 anterior y la figura 10), se encontró un subtipo de células T activadas que expresaban el Ag
5c8, 5 h después de la activación con PMA o PHA (figura 10).

Para caracterizar las cinéticas y distribución celular de la expresión del Ag 5c8, se estudió por FACS la unión
del mAb 5c8 a células T a diversos intervalos después de la activación de células T. La molécula CD69, que es un
heterodímero de 32/28 kDa unido por puentes disulfuro, se seleccionó como control porque se sabe que se induce
rápidamente en prácticamente todas las células T después de la activación de células T (Bjorndahl, et al., 1988).
Mientras que 5c8 no estaba en las células T en reposo y se expresaba sobre un subtipo de células T después de la
activación, por el contrario, se detectaban bajos niveles de expresión de CD69 en células T en reposo y se inducían
altos niveles de expresión de CD69 por la activación en la población de células T completa (figura 10). Las cinéticas
de expresión diferenciaban además el Ag 5c8 del CD69 porque la unión del mAb 5c8 era significativa después de
3 h de activación (Bjorndahl, et al., 1988) y persistía durante más de 24 h (figura 11). Los datos presentados aquí
diferencian el Ag 5c8 de CD69 por la distribución celular de su expresión y por las cinéticas de su regulación positiva
tras la activación.

Para determinar si la síntesis de ARNm o de proteína era necesaria para la expresión del Ag 5c8, se estimularon las
células T con PMA y PHA en presencia o ausencia de actinomicina D o ciclohexamida y se comparó la expresión de
5c8 y de CD69. La expresión de 5c8 se inhibía tanto por el tratamiento con actinomicina D como por el tratamiento con
ciclohexamida (figura 10). Por el contrario, CD69 se regulaba positivamente por activación, a pesar de la presencia de
actinomicina D o ciclohexamida (figura 11), como se ha publicado previamente (Bjorndahl, et al., 1988). Estos datos
sugerían que la expresión del antígeno de 5c8 después de la activación de células T depende de la transcripción del
ARNm y de la síntesis de novo de la proteína.

Caracterización de los subtipos de células T que expresan el Ag 5c8 tras la activación

Con el fin de caracterizar el subtipo de células T que expresaban el Ag 5c8 tras la activación, se aislaron poblaciones
de células T CD4+CD8− o CD4−CD8+ mediante el tratamiento con anti-CD8 o anti-CD4, respectivamente, seguido de
la depleción por complemento. Las poblaciones CD4+CD8− o CD4−CD8+ se activaron con PHA o PMA y se estudió
la expresión del Ag 5c8 o CD69 por FACS. Tras la activación, se indujo la expresión de 5c8 exclusivamente en las
células CD4+ y no en las células CD8+, a pesar del hecho de que las células CD8+ expresaban niveles similares de
CD69 tras la activación (figura 11). Considerados en conjunto, estos datos demostraban que la expresión del Ag 5c8
está restringida a las células CD4+ activadas.

Evaluación del papel del Ag 5c8 en la función T cooperadora mediada por células T normales

Para evaluar el papel del Ag 5c8 en la función T cooperadora mediada por células T normales, se estudió el efecto
del mAb 5c8 sobre la capacidad de las células T activadas para inducir la expresión de moléculas CD23 de superficie
por las células B en reposo pequeñas. Se cultivaron células T sobre superficies recubiertas con los mAb anti-CD3
(OKT3) o de control, anti-CD4(OKT4) en presencia de dibutirato de forbol (PBD) y luego se fijaron con parafor-
maldehído. Estas células T fijadas se estudiaron para determinar la capacidad de activar células B en presencia del
mAb 5c8 soluble u OKT4. El mAb OKT4 se seleccionó como un control de isotipo compatible en estos experimentos
porque OKT4 reacciona con las moléculas CD4 de superficie de las células T, pero no inhibe las interacciones T-B
(Rogozinksi, et al., 1984). El mAb 5c8, pero no OKT4, inhibía la capacidad de las células T activadas para inducir la
expresión de CD23 en células B (véase la tabla 4 presentada más adelante).
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TABLA 4

Se muestran los porcentajes de células B IgM+ que expresaban CD23 mediante el análisis FACS de doble tinción
después de que las células B se cultivaran solas o en presencia de un número igual de células Jurkat D1.1 o células T
fijadas en paraformaldehído que se habían estimulado con PBD solas o en presencia de los mAb inmovilizados anti-
CD3(OKT3) o anti-CD4(OKT4), como se indica. Los mAb IgG2a, 5c8 y OKT4, estaban presentes a 500 ng/ml, lo
que supone dos veces la concentración del mAb 5c8 que inhibía el 90% de la inducción de CD23 en un experimento
dosis-respuesta paralelo. ND: No determinado.

El efecto del mAb 5c8 después se comparó con el de OKT4 en cuanto a su capacidad para inhibir la diferenciación
terminal de células B dirigida por células T humanas normales. En estos experimentos, se cultivaron células T CD4+
con células B autólogas aisladas por columna en presencia de PWM y se midió el número de colonias formadoras
de placas (PFCS) de células B secretoras de Ig mediante el ensayo de placa hemolítica inversa. El mAb 5c8, pero no
OKT4, inhibía la respuesta PFC dirigida por las células CD4+ (véase la tabla 5 presentada más adelante). Estos datos
juntos demostraban que el Ag 5c8 media un aspecto dependiente del contacto de la función efectora cooperadora de
células T CD4+ activadas.

TABLA 5
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Se muestran los resultados de tres experimentos independientes en donantes no relacionados en los que se cul-
tivaron las células T CD4+ a una relación 0,6:1 con células B autólogas aisladas en columna anti-Ig en presencia o
ausencia de PWM. El número de colonias formadoras de placas (PFC) por 106 células B se midió por el ensayo de
placa hemolítica inversa. Los mAb 5c8 y OKT4 estaban presentes a 500 ng/ml, excepto en el experimento 1, en el que
OKT4 estaba presente a 1 µg/ml. ND: No determinado.

Discusión

El clon Jurkat D1.1 es funcionalmente distinto de Jurkat CD4+ y de varias líneas celulares de células T leucémicas
en que inducía a células B de varios sujetos no relacionados a expresar las moléculas CD23 de superficie, un marcador
de activación de células B, y a proliferar y a diferenciarse terminalmente en ISC en presencia de mitógenos de células
B dependientes de células T. El efecto de D1.1 en la activación de células B requería un contacto celular íntimo y no
podía justificarse por factores secretados o por IL-4 en particular. El hecho de que Jurkat D1.1 era capaz de inducir
la activación y diferenciación de células B dependiente de contacto sugería que Jurkat D1.1 comparte estructura(s) de
superficie con células T activadas que median la fase efectora cooperadora dependiente de contacto.

Las interacciones moleculares entre las células T activadas y las células B que median la fase efectora de la
función T cooperadora son complejas y no se entienden bien. Varios estudios han medido los sucesos tempranos
en la diferenciación de células B para diseccionar el mecanismo de la función efectora T cooperadora. Primero, la
síntesis de ARN, ADN y enzimas asociadas con la progresión del ciclo celular de la célula B se induce por las células
T activadas, pero no en reposo (O’Brien, et al., 1988; Grusby, et al., 1991; Noelle, et al., 1991; Noelle, et al., 1990;
Zinkernagle, 1976, Sprent, 1978; Sprent, 1978; Jones, et al., 1981; Julius, et al., 1982; Chestnut, et al., 1981). Segundo,
la activación de células B, medida por la inducción de CD23 en la superficie de células B, se induce por las células T
activadas, pero no en reposo (Zinkernagle, 1976). Tercero, la activación y proliferación de células B puede inducirse
por células T activadas que se han fijado con paraformaldehído (Zinkernagle, 1976; Julius, et al., 1982). Cuarto, la
proliferación de células B se induce por preparaciones de membrana de células T activadas, pero no en reposo (Noelle,
et al., 1991; Katz, et al., 1973; Brian, 1988). Finalmente, la capacidad de las células T activadas o de membranas de
células T activadas para inducir la activación y proliferación de células B se anula por el tratamiento con proteasas
(Katz, et al., 1973; Jones, et al., 1981). Consideradas todas juntas, estas observaciones corroboran la idea de que la
activación de células T está asociada con la inducción de una estructura de superficie que interacciona con las células
B y proporciona una señal dependiente de contacto para la activación y proliferación de células B. De forma similar
a las células T activadas, pero a diferencia de otras líneas celulares leucémicas, Jurkat D1.1 tiene la capacidad de
inducir la expresión de CD23 en células B de una manera que depende del contacto célula-célula, pero independiente
de linfoquinas, especificidad de Ag o restricción al MHC. La inducción de la expresión de CD23 en la superficie de
células B parece ser una etapa temprana o intermedia en la diferenciación de células B dirigida por células T a células
secretoras de Ig que puede dirigirse por las superficies de células T activadas fijadas (Zinkernagle, 1976; Sprent, 1978).
Además de inducir la expresión de CD23 en células B, Jurkat D1.1 era funcionalmente distinta de los clones de Jurkat
CD4+ en que D1.1 inducía la diferenciación terminal de células B en presencia de PWM. A este respecto, Jurkat D1.1
parece haber adquirido aspectos de superficie que comparte con células T activadas y que estimulan las células B.

La naturaleza de la estructura en Jurkat D1.1 responsable de la función cooperadora no se ha identificado en el
presente trabajo. Como las moléculas CD28 en las células T se unen a un ligando en las células B (Hirohata, et al.,
1988), era de especial interés comparar la expresión de CD28 en los clones D1.1 cooperadores y B2-7 no cooperadores.
Sin embargo, el hecho de que tanto Jurkat D1.1 como B2.7 expresaran moléculas CD28 demostraba que CD28 solo
no podía ser responsable de las propiedades funcionales únicas de Jurkat D1.1. Además, en estudios de bloqueo de
anticuerpos usando mAb específicos para CD2, CD3, CD5, CD38, LFA-1a, LFA-1b y LFA-3, no se pudo identificar
ningún mAb capaz de inhibir la activación de células B mediada por D1.1 (no mostrado). Con el fin de identificar los
distintos aspectos de la superficie celular de D1.1 que median la función efectora cooperadora, se hizo un intento para
generar mAb que reaccionaran con D1.1 y que inhibieran la capacidad de D1.1 para cooperar con células B.

Aunque no se han identificado las estructuras de superficie que median la función cooperadora, el sistema D1.1 es
ilustrativo con respecto al papel de las moléculas CD4 en la función efectora cooperadora. Es curioso que un subclón
de Jurkat aislado por ser CD4− posea función cooperadora, la cual normalmente está asociada con el subtipo de células
T que expresan moléculas CD4 (Sprent, 1978; Jover, et al., 1989). Varias líneas de investigación han sugerido que las
moléculas CD4 no juegan un papel directo en la función efectora cooperadora (Mitchison, 1971; Grusby, et al., 1991;
Noelle, et al., 1991; Vitetta, et al., 1989; Noelle, et al., 1990; Katz, et al., 1973; Zinkernagle, 1976). Sin embargo, el
hecho conocido de que TCR y CD4 interaccionen con las moléculas del MHC de clase II (Ia) (Whalen, et al., 1988)
ha sugerido que la unión de moléculas Ia debería ser un modelo para la función efectora cooperadora. Además, la
observación de que la unión de moléculas Ia en las células B puede señalizar las células B apoya más este modelo
(Pollok, et al., 1991; Bartlett, et al., 1990; Martínez, et al., 1981). El hecho de que Jurkat D1.1 tenga función efectora
cooperadora pero sea CD4− sugiere claramente que las moléculas CD4 no son necesarias para la fase efectora de la
función cooperadora. Por el contrario, el hallazgo de que un clon de Jurkat CD4− ha adquirido función cooperadora
sugiere que las moléculas CD4 podrían inhibir la función efectora cooperadora de las células Jurkat CD4+. Con el fin
de determinar directamente la relación entre la falta de moléculas CD4 en Jurkat D1.1 y su función cooperadora única,
se generaron transfectantes CD4+ estables de D1.1 por electroporación de construcciones de ADNc CD4 dirigido
por promotores heterólogos. La expresión de CD4 no inhibía la capacidad de los transfectantes D1.1 para activar las
células B, lo que sugiere que la actividad cooperadora de D1.1 está mediada por aspectos de superficie distintos de la
falta de moléculas CD4.
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Recientemente se ha demostrado en el sistema murino que las preparaciones de membrana derivadas de linfocitos
T activados, pero no en reposo, son suficientes para inducir la proliferación de células B, pero no la secreción de Ig
(Noelle, et al., 1991; Katz, et al., 1973; Brian, 1988). La importancia de estos estudios en el sistema D1.1 actualmente
no está clara, pero será interesante determinar si las membranas aisladas de células D1.1 inducen la expresión de
CD23, la proliferación y la diferenciación terminal de células B. En cualquier caso, es probable que las células Jurkat
D1.1 sean útiles para la identificación y caracterización de moléculas de superficie importantes en la mediación de la
función cooperadora dependiente de contacto.

Se utilizó una línea leucémica Jurkat funcionalmente única (D1.1) con función cooperadora dependiente de con-
tacto constitutiva para generar un mAb murino, denominado 5c8, que inhibía la activación de células B inducida por
D1.1. El mAb 5c8 reconocía una especie de proteína única en las células D1.1 que no estaba unida por puentes di-
sulfuro y migraba a un peso molecular de 30 kDa en SDS/PAGE. En células linfoides normales, la expresión del Ag
5c8 estaba restringida a un subtipo de linfocitos T después de la activación. La expresión inducida por activación del
Ag 5c8 en células T requería la transcripción de ARNm y la síntesis proteica de novo. Se descubrió que el Ag 5c8 se
expresaba transitoriamente en células T activadas, con un pico de expresión a las 6 h y la pérdida de expresión a las
24 h. La expresión del Ag 5c8 estaba restringida exclusivamente a células T CD4+ activadas. En estudios funcionales
sobre células T normales, el mAb 5c8 inhibía la capacidad de las células T activadas fijadas para inducir la expresión
de CD23 en células B. Además, el mAb 5c8 inhibía la capacidad de las células T normales para dirigir la diferen-
ciación de células B. Estos datos juntos demuestran que el Ag 5c8 es una proteína de superficie nueva inducida por
activación expresada exclusivamente en células T CD4+ activadas, que está implicada en la mediación de un elemento
dependiente de contacto de la función T cooperadora.

La distribución tisular, cinéticas de expresión, requisitos metabólicos para la inducción y bioquímica del Ag 5c8
diferenciaba al Ag 5c8 de otras proteínas de superficie conocidas inducidas por la activación de células T. Primero,
todos los demás marcadores de activación de células T conocidos (por ejemplo, CD69, CD25, Ia) se expresan tanto
en células T CD4+ como CD8+, mientras que el Ag 5c8 se expresa exclusivamente en células T CD4+. Segundo, la
cinética de expresión del Ag 5c8 tras la activación de células T era distinta de la de otras moléculas de activación de
células T. Mientras que el Ag 5c8 tenía un máximo de expresión a las 6 h tras la activación y desaparecía a las 24 h
de activación, CD25 (Doech, et al., 1980), Ia (Rabin, et al., 1985) y la forma de 32 kDa de CD27 se inducen a las
18 h o más desde la activación. Además, CD69 se expresa más rápidamente que el Ag 5c8 y (a diferencia del Ag
5c8) persiste durante más de 24 h. Tercero, el Ag 5c8 se diferenciaba de CD69 por los requisitos metabólicos de su
inducción, porque la inducción de la expresión del Ag 5c8, pero no de CD69, dependía de la transcripción del ARNm
y de la síntesis de proteínas. Cuarto, el Ag 5c8 era una especie de 30 kDa sin puentes disulfuro. Por el contrario, la
molécula de activación temprana, CD69, es un heterodímero unido por puentes disulfuro de 28/32 kDa (Bjorndahl,
et al., 1988). Considerados conjuntamente, estos datos sugieren que el Ag 5c8 era distinto de otras moléculas de
activación de células T conocidas.

El Ag 5c8 se diferenciaba también de otras moléculas de superficie de células T, que se sabe que juegan un papel
en las interacciones T-B, en varios aspectos de su distribución tisular y bioquímica. Primero, el Ag 5c8 se inducía por
la activación de células T, pero no se expresaba en células en reposo. Por el contrario, CD4, CD2, CD5, CD28, LFA-
1, ICAM-1, CD45RO y 6C2, que interaccionan con ligandos de la superficie de células B (Doyle, et al., 1987; Van de
Velde, 1991; Tohma, et al., 1991; Sanders, et al., 1991; Linsley, et al., 1990; Stamenkovic, et al., 1991; Rothlein, et
al., 1986; Tonimoto, et al., 1991) se expresan en células T en reposo (Rothlein, et al., 1986; Tonimoto, et al., 1991;
Sanchez Madrid, et al., 1982; Smith, et al., 1986; Yamada, et al., 1985). Segundo, la expresión específica del Ag 5c8
en linfocitos T activados y no en células B, monocitos o el panel de líneas celulares (tabla 1) diferenciaba el Ag 5c8 de
las moléculas ICAM-1, CD4, CD5, LFA-1, CD2, y 6C2 que también se expresan en monocitos, células B o en ciertas
líneas celulares (no mostrado). Tercero, la expresión del Ag 5c8 estaba restringida a las células T CD4+, mientras que
CD2, CD5, CD28, FA-1, ICAM-1, CD45RO y 6C2 se expresan en células CD8+, así como en células CD4+ (Rothlein,
et al., 1986; Tonimoto, et al., 1991; Sanchez Madrid, et al., 1982; Smith, et al., 1986; Yamada, et al., 1985). Cuarto,
la proteína de 30 kDa precipitada por el mAb 5c8 es diferente de cualquiera de estas otras proteínas (Rothlein, et al.,
1986; Tonimoto, et al., 1991; Sánchez Madrid, et al., 1982; Smith, et al., 1986; Yamada, et al., 1985). Finalmente, el
Ag 5c8 era distinto de estas otras moléculas porque el mAb 5c8 se identificó por su capacidad para inhibir la función
efectora cooperadora mediada por Jurkat D1.1.

Como el mAb 5c8 inhibe los efectos cooperadores dependientes de contacto de Jurkat D1.1 y linfocitos T activados
fijados, es probable que el Ag 5c8 medie una función activadora de células B mediante la interacción con un ligando
(o “contrarreceptor”) en la superficie de células B. La interacción del Ag 5c8 con un contrarreceptor de la célula B
puede mediar la función cooperadora proporcionando una fuerza de adhesión adicional a los pares T-B, transduciendo
una señal estimuladora al citoplasma de la célula B o por una combinación de estos mecanismos. Independientemente
del mecanismo preciso, la expresión transitoria del Ag 5c8 puede proporcionar una solución molecular para limitar la
activación no específica de células B. La expresión transitoria del Ag 5c8 en el entorno localizado de los pares T-B
afines específicos de antígeno puede dirigir la función activadora no restringida a antígeno/MHC del Ag 5c8 a la diana
apropiada de las células B. La cinética de expresión y regulación negativa del Ag 5c8 son compartidas por el mediador
de la superficie celular de la célula endotelial inducido por activación de la unión de leucocitos y linfocitos, ELAM-
1 (Bevilacqua, et al., 1987). Esta semejanza podría indicar que la estrategia de utilización de la expresión transitoria
para lograr interacciones intercelulares localizadas puede estar compartida por el Ag 5c8, ELAM-1 y potencialmente
otras moléculas de superficie, aún sin caracterizar, que transmiten señales potentes a otras células por contacto directo.
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La molécula CD4 identifica la población de células T que contiene precursores de células T con función coo-
peradora (Reinherz, et al., 1979). Sin embargo, el subtipo CD4+ es funcionalmente heterogéneo y contiene células
citotóxicas y supresoras, además de las células cooperadoras (Krensky, et al., 1982; Thomas, et al., 1981). El hecho de
que el Ag 5c8 esté implicado en la función cooperadora sugiere que el Ag 5c8 puede estar en correlación más estrecha
con el fenotipo cooperador que la expresión de CD4. La distribución heterogénea de la expresión de 5c8 en células
CD4+ activadas sugiere que el subtipo funcional de células T CD4+ podría distinguirse por sus niveles de expresión
de 5c8. Por ejemplo, sería interesante determinar la función potencial de células T CD4+ 5c8− y 5c8+ con respecto a
la actividad cooperadora o citotóxica.

La función efectora de células T cooperadoras es un proceso complejo que tiene como resultado la sensibilización
de células B (Krusemeier, et al., 1988; Hodgkin, et al., 1990; Noelle, et al., 1991; Kubota, et al., 1991), la regulación
del cambio de isotipo (Tesch, et al., 1984) y la hipermutación somática (Weigert, et al., 1970). El hecho de que las
células T interaccionen con las células B a través de numerosas interacciones célula-célula, así como por la secreción
de varias linfoquinas sugiere que señales individuales o ciertas combinaciones de señales pueden regular aspectos
específicos de la diferenciación de células B. El hecho de que el mAb 5c8 inhiba un aspecto dependiente de contacto
de la función cooperadora de células T proporciona un medio para diseccionar más los procesos por los cuales las
células T CD4+ regulan la respuesta inmune humoral.

Segunda Serie de Experimentos

Interacciones moleculares que median la colaboración de linfocitos T-B en folículos linfoides humanos

En un proceso denominado función T cooperadora, los linfocitos T CD4+ seleccionan e inducen la diferenciación
de células B específicas de antígeno que median la respuesta inmune humoral (mediada por anticuerpo) (Mitchell,
et al., 1968; Mitchison, 1971; White, et al., 1978, Reinherz, et al., 1979; Janeway, et al., 1988; Rehemtulla, et al.,
1991; Grusby, et al., 1991). Las interacciones T-B fisiológicas se producen en los folículos linfoides, pero varios
sistemas in vitro han permitido una disección mecánica de las señales de T cooperadores. Aunque la fase inductiva de
la cooperación está restringida al antígeno y al MHC, la fase efectora no es específica y está mediada por linfoquinas
y por señales dependientes de contacto (Martinez, et al., 1981; Anderson, et al., 1980; Clement, et al., 1984; Crow, et
al., 1986; Brian, 1988; Hirohata, et al., 1988; Noelle, et al., 1990; Whalen, et al., 1988).

Se lograron progresos en el esclarecimiento de las señales dependientes de contacto por la reciente identificación de
un subclón funcionalmente único de la línea de leucemia de células T Jurkat, D1.1, que activa constitutivamente células
B periféricas en reposo (Yellin, 1991). Se ha demostrado previamente que el clon D1.1 induce en las células B en
reposo la expresión de las moléculas CD23 de superficie, dirige la proliferación de células B e induce la diferenciación
de células B en células formadoras de Ab (Yellin, 1991). La capacidad activadora de células B de D1.1 se localizó
en la superficie celular, porque D1.1 fijadas en paraformaldehído retenían la capacidad de activar células B, pero los
sobrenadantes de D1.1 eran inactivos (Yellin, 1991). Juntos, estos datos sugieren que D1.1 compartía estructuras de
superficie con células T activadas que median la función cooperadora dependiente de contacto.

En la primer serie de experimentos, una de tales estructuras, denominada Ag 5c8, se identificó mediante la selección
de hibridomas para mAb que reaccionan específicamente con D1.1 y que inhiben la activación funcional de células
B por D1.1 (Lederman, et al., 1992). El mAb 5c8 identificó una nueva estructura de 30 kDa que se expresaba en
células T CD4+ activadas, pero no en células T CD8+, células B o monocitos (Lederman, et al., 1992). Las cinéticas
de la expresión en la superficie celular del Ag 5c8 tras la estimulación con PHA y PMA son relativamente únicas, ya
que la expresión máxima se produce a las 6 h, pero va seguida de una regulación negativa que tiene como resultado la
expresión basal (ausencia de expresión) a las 24 h (Lederman, et al., 1992). En ensayos funcionales, el mAb 5c8 inhibe
la capacidad de células CD4+ normales para dirigir la diferenciación de células B en células formadoras de anticuerpo
(Lederman, et al., 1992). Considerados conjuntamente, estos datos demuestran que el Ag 5c8 es un componente de
las estructuras de superficie en las células T CD4+ que median la función cooperadora dependiente de contacto y, por
tanto, el Ag 5c8 ahora se ha redenominado “molécula de célula T activadora de célula B” (T-BAM).

Aunque el T-BAM es una de las moléculas de las células T que induce la función cooperadora dependiente de
contacto in vitro, se sabe poco acerca de su ligando o “contrarreceptor” en células B, o qué papeles de otras moléculas
de células T y B están mediando la función cooperadora dependiente de contacto en tejidos linfoides in vivo. Se han
descrito varias moléculas de superficie de las células B interesantes que pueden desempeñar papeles en la recepción
de señales dependientes de contacto en tejido linfoide. Entre éstas se encuentran la molécula CD40, la molécula CR2
y moléculas de adhesión. La molécula CD40 en la superficie de células B humanas tiene funciones señalizadoras
interesantes relevantes para la diferenciación de células B en ganglios linfáticos (Clark, et al., 1986; Clark, et al.,
1988; Ledbetter, et al., 1987; Ledbetter, et al., 1986) porque anti-CD40 (mAb G28-5 (Clark, et al.„ 1986)) previene
la muerte programada (apoptosis) de células B del centro germinal (Lim, et al., 1989) y se ha demostrado que induce
la proliferación, la diferenciación y el crecimiento a largo plazo de células B humanas (Banchereau, et al., 1991a;
Banchereau, et al., 1991b). CR2 es un receptor de complemento en células B que puede enviar señales mitogénicas
a las células B después de la activación desencadenada por anticuerpo o en su papel como receptor de la superficie
celular del virus de Epstein Barr (Nemerow, et al., 1985; Carter, 1988). Finalmente, se sabe que los receptores de
adhesión LFA-1, LFA-3 e ICAM-1 tienen papeles en las interacciones de adhesión de muchas interacciones celulares
y mAb que reaccionan con estas estructuras inhiben los procesos de células B dependientes de células T (Tohma,
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et al., 1991a; Tohma, et al., 1991b). Sin embargo, no se han definido los papeles precisos de estas moléculas en las
interacciones cooperadoras.

En esta segunda serie de experimentos, estos hallazgos se extendieron en tres sentidos. Primero, se identificó un
clon de linfoma de células B, RAMOS 266 (Siegel, et al., 1990) que responde al contacto con células D1.1 de manera
que se inhibe con anti-T-BAM (mAb 5c8). Segundo, se identificó una estructura de superficie en células B (CD40)
que participa con T-BAM en la mediación de la activación T-B dependiente de contacto. Tercero, se demuestra que T-
BAM se expresa por células T predominantemente en las zonas de manto y centrocítica de ganglios linfáticos in vivo,
que son los sitios anatómicos de interacciones de células T con células B que expresan CD40.

Materiales y Métodos

Líneas Celulares. Los clones de Jurkat D1.1 y B2.7 se han descrito (Yellin, et al., 1991; Lederman, et al., 1992).
El clon RAMOS 266, 4CN 3F10 (RAMOS 266) (Siegel, et al., 1990) fue cedido amablemente por el Dr. Jay P. Siegel
del Center for Biologics Evaluation and Research, Food and Drug Administration (Bethesda. MD). Las células L
que expresan el FcRgII (CD32) humano (cedidas por el Dr. Jacques Banchereau, Schering-Plough, (Dardilly Cedes,
France) (24) o las células L que expresan el Ia de ratón (cedidas por el Dr. Ned Braunstein, Columbia University).

Anticuerpos monoclonales. El mAb 5c8 (IgG2a) se ha descrito (Lederman, et al., 1992). Los siguientes mAb se
produjeron a partir de los hibridomas disponibles en la American Type Culture Collection (Manassas, VA); OKT4 (an-
ti-CD4), OKT8 (anti-CD8), OKT3 (anti-CD3), W6/32 (anti-MHC de clase I), THB-5 (anti-CR2 (CD21)), TS1/22.1.13
(anti-LFA1a (CD11a), TS1/18.1.2.11.4 (anti-LFA-1b (CD18)) y TS2/9.1.4.3 (anti-LFA-3 (CD58)). Estos mAb se usa-
ron a concentraciones saturantes de sobrenadantes de hibridoma o diluciones de líquido ascítico o se purificaron a
partir de líquido ascítico en columnas de proteína A (Biorad, Rockville Center, NY) o de proteína G (Pharmacia®, Up-
sula, Suecia). Anti-LFA-3 (7A6) fue cedido por la Dra. Vicki Sato; Biogen (Cambridge, MA). Anti-CD23-PE, leu16
(anti-CD20) y leuM5 (IgG2b anti-CD11c) se adquirieron en Becton Dickinson (Mountainview, CA). El mAb G28-5
(19) fue cedido por el Dr. Edward A. Clark, University of Washington (Seattle, WA). El mAb RR1/1.1.1 (anti-ICAM-
1 (CD54)) fue cedido por el Dr. Peter Lipsky, University of Texas, Southwestern medical Center (Dallas, TX). El mAb
anti-CD40 B-B20 (IgG1) se adquirió en Biosource International (Camarillo, CA). El mAb 32.2 (anti-FcRgII (CD32))
se adquirió en Medarex, West Lebanon, NH. El anti-IgM marcado con FITC se adquirió en Tago (Burlingame, CA).
Los mAb de control de isotipo compatible no relacionados, UPC-10 (IgG2a) y MOPC141 (IgG2b) se adquirieron en
Sigma (St. Louis, MO). Anti-IL-4 y anti-GM-CSF se adquirieron en Genezyme (Cambridge, MA).

Análisis por Citometría de Flujo. Se incubaron aproximadamente 105 células con concentraciones saturantes de
los mAb indicados durante 45 min a 4ºC en presencia de 80 mg/ml de IgG humana agregada por calor (International
Enzyme, Fallbrook, CA). Se lavaron las células para eliminar el mAb no unido antes de la incubación con el anticuerpo
secundario F(ab)2 de cabra anti-Ig de ratón conjugado con fluoresceína (Cappel, Cochranville, PA). Para el análisis
de doble tinción, las células se hicieron reaccionar con el mAb indicado directamente conjugado con FITC o con
ficoeritrina (PE) durante 45 min a 4ºC en presencia de IgG humana agregada. Antes de su análisis, las células se lavaron
y se resuspendieron en PBS. La intensidad de fluorescencia se midió en un citómetro de flujo FASCAN (Becton-
Dickinson, Mountainview, CA). En experimentos que implicaban el cocultivo de células B con clones de Jurkat, las
células Jurkat se excluyeron del análisis de fluorescencia de células B seleccionando las distintas poblaciones de
células con un dispersor de luz frontal y lateral.

Linfoquinas

rIL-4 fue cedida por el Dr. Robert Coffman, DNAX y rIL-2 por Hoffman-LaRoche.

Aislamiento de poblaciones celulares

Los linfocitos de sangre periférica se obtuvieron de sangre recién extraída de voluntarios sanos mediante centri-
fugación en ficoll-hypaque (Sigma, St. Louis, MO). Las células B de bazo se obtuvieron de forma similar a partir de
muestras de biopsias recientes de donantes de órganos (proporcionadas por el Dr. Mark Barr, Department of Surgery,
Columbia University). Las células B de amígdalas se obtuvieron a partir de muestras quirúrgicas recientes tras una
tonsilectomía (proporcionadas por el Dr. Joseph Hadad, Department of ENT, Columbia University). Las células B de
tejido linfoide se obtuvieron triturando las muestras de tejido y pasándolas a través de un tamiz metálico seguido de la
centrifugación en ficoll-hypaque.

Se hizo una selección positiva de células T con eritrocitos de oveja tratados con neuraminidasa. Las células B
procedían de la población de células que no sedimentaba a través de ficoll-hypaque tras dos vueltas de formación de
rosetas con eritrocitos de oveja tratados con neuraminidasa.

Las células B se purificaron adicionalmente por centrifugación en gradiente de densidad. Las células E− se cul-
tivaron durante toda una noche en matraces de poliestireno (37ºC, 5% de CO2) para eliminar los macrófagos por
adherencia. Estas células no T, no macrófagos se fraccionaron en fracciones de alta y baja densidad en un gradiente
discontinuo de percoll 30%/50%/100% por centrifugación a 2300 rpm durante 12 min. Las células de alta densidad se
obtuvieron de la interfase 50%/100% y las células de baja densidad de la interfase 30%/50% (Crow, et al., 1985). Las
células de alta densidad (en reposo) de sangre periférica eran típicamente de un 60 a un 90% de CD20+, de un 55 a
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un 90% de IgM+ y <5% de CD3+ y <5% de CD23+ (fondo). Las células B de alta densidad de amígdalas y bazo eran
>95% de CD20+.

Experimentos de cultivo de células L

Las células L que expresan el FcRgII (CD32) humano o el Ia de ratón se desarrollaron casi hasta la confluencia en
DMEM con 10% de FCS en placas de 12 pocillos (Costar, Cambridge, MA). La monocapa se lavó una vez con medio
y se añadieron 2 x 106 células B en 1 ml de IMDM con 10% de FCS a la monocapa antes de añadir el medio de control
o 2 mg de los mAb G28-5, B-B20 o mAb de control. Después de 18 h de cultivo, se recogieron las células B mediante
pipeteo con agitación moderada, se lavaron una vez y se analizó la expresión de CD23 por FACS como se ha descrito
anteriormente.

Ensayos de activación y diferenciación de células B. En los experimentos para medir la inducción de la expresión
de CD23 en la superficie de células B, se añadieron de 1 a 2 x 105 células B de alta densidad o células RAMOS 266 a
un número igual de células Jurkat en 200 ml de IMDM con un 10% de FCS en pocillos de microtitulación de fondo
redondo (Nunc) y se ensayó la expresión de CD23 después de 18 a 24 h.

Muestras de Tejido Humano. Se recogieron muestras de biopsias durante el transcurso del procedimiento de diag-
nóstico estándar o en autopsias y se enviaron inmediatamente al laboratorio. Se congelaron rápidamente porciones
representativas de cada muestra de tejido a una temperatura óptima de corte (compuesto OCT, Miles, Elkhart, ID) en
placas de corcho circular en una mezcla de isopentano y hielo seco y se almacenaron durante periodos variables a
-70ºC. Se fijaron rutinariamente porciones representativas de cada muestra en formalina tamponada, B5 o de Bouin,
se incluyeron en parafina y se prepararon cortes teñidos con hematoxilina y eosina (H&E).

Se recogieron porciones representativas de múltiples muestras de tejido benigno de pacientes al azar durante el
transcurso del diagnóstico de rutina y se examinaron mediante inmunohistoquímica para determinar la unión del mAb
5c8. Estas muestras incluían: 2 muestras de esófago, 2 de estómago, 3 de intestino delgado, 6 de colon, 2 de páncreas,
3 de hígado, 3 de riñón, 3 de útero, 2 de ovario, 2 de testículos, 1 de próstata, 4 de pulmón, 2 de corazón, 3 de piel, 2
de mama, 2 de cerebro, 14 de amígdala, 7 de timo, 4 de ganglios linfáticos, 10 de bazo y 5 de apéndice.

Tinción Inmunohistoquímica. Se hicieron cortes seriados en congelación de 4 micrómetros de los bloques de tejido
crioconservados, se fijaron y se tiñeron como se ha descrito previamente en detalle (Inghirami, et al., 1990). En
resumen, los cortes se incubaron en serie con los mAb apropiadamente titulados, con un F(ab’)2 de cabra anti-IgG de
ratón (específico de Fc gamma; 1:200, Organon Teknika, Malvern, PA) y el complejo fosfatasa alcalina-antifosfatasa
alcalina (APAAP, Dako, Santa Barbara, CA) y posteriormente se revelaron con New Fuschin y B-naftol-AS-bifosfato
como substrato. Como alternativa, los cortes se incubaron con mAb primario o un mAb no relacionado de isotipo
compatible, se lavaron tres veces y se incubaron con anticuerpo de caballo anti-IgG de ratón biotinilado (Vector, San
Diego, CA). Se aplicó el complejo avidina-biotina conjugado con peroxidasa y se reveló con diaminobencidina (DAB)
y en algunos casos se amplificó con cloruro de níquel. También se realizó una doble tinción por inmunohistoquímica
en cortes de tejido en congelación como se ha descrito previamente (Inghirami, et al., 1991). En resumen, los cortes se
tiñeron primero con un mAb solo (mAb 5c8, o un mAb no relacionado de isotipo compatible (UPC-10, IgG2a) usando
la técnica de ABC (Vector) y se revelaron con DAB. Los cortes después se incubaron con mAb (leu M5, CD11c) o un
mAb no relacionado de isotipo compatible, se lavaron tres veces y se incubaron con el complejo APAAP y luego se
revelaron como se ha descrito anteriormente.

Resultados

Identificación de una Línea Celular de Linfoma B que Responde a la Activación Desencadenada por D1.1

Hemos demostrado previamente que el Ag 5c8 (T-BAM) es una proteína de superficie de células T CD4+ activadas
implicado en la función cooperadora dependiente de contacto (Lederman, et al., 1992). Con el fin diseccionar más
este proceso, intentamos identificar un sistema de líneas celulares de linfoma clonadas homogéneas para potenciar
un análisis molecular de los papeles de T-BAM y otras moléculas. Con este propósito, utilizamos la línea celular de
linfoma D1.1 que expresaba T-BAM para identificar un linfoma de células B que respondieran al contacto de D1.1
mediante la regulación positiva de CD23. Una línea celular candidata era el clon RAMOS 266 que expresa bajos
niveles de CD23, pero la IL-4 inducía la expresión de altos niveles de CD23 (Siegel, et al., 1990).

Para investigar si RAMOS 266 respondía al contacto mediado por células D1.1 cultivamos células RAMOS 266
con células D1.1 y medimos las expresión en la superficie celular de CD23 en RAMOS 266 mediante análisis FACD
de doble tinción (figura 12). En estos experimentos, se cultivaron células B periféricas con D1.1 como control positivo
porque se sabe que las células B responden al contacto de D1.1 incrementando el CD23 de superficie (figura 12).
Como control negativo, la células RAMOS 266 o las células B periféricas se cultivaron con el clon de Jurkat B2.7 que
no expresa T-BAM y no activa células B (Lederman, et al., 1992). Como era de esperar, Jurkat D1.1, pero no Jurkat
B2.7, inducía en las células B periféricas la expresión de moléculas CD23 de superficie después de 18 h en cultivo
(figura 12). Significativamente, de forma similar a su efecto en las células B periféricas, las células D1.1, pero no las
células B2.7, inducían en RAMOS 266 la expresión de CD23 después de 18 h de cocultivo (figura 12). Una diferencia
aparente en las respuestas entre RAMOS 266 y las células B periféricas era que la población completa de RAMOS 266
regulaba positivamente CD23 como un pico homogéneo, mientras que las células B periféricas tenían típicamente una
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población diferenciada que respondía (por regla general, el 80% expresaban CD23) y una población diferenciada que
no respondía (por regla general, el 20% eran CD23−). Debido a esta distinción, era necesario cuantificar la respuesta
de RAMOS 266 como la intensidad media de fluorescencia (MFI) del único pico de expresión de CD23 y cuantificar
la respuesta de células B periféricas como el porcentaje de células que respondían (figura 12). Los experimentos de
dosis-respuesta, en los que se añadieron diferentes cantidades de células D1.1 a un número constante de RAMOS
266 o células B, validaron estas medidas porque la disminución del número de células D1.1 tenía como resultado
una disminución en la MFI de RAMOS 266 (no mostrado) y una disminución en el porcentaje de células B CD23+
(Yellin, et al., 1991), respectivamente. Estos datos demuestran que RAMOS 266 responde al cocultivo con D1.1 de
una manera que parece ser análoga a la respuesta de células B periféricas.

Para determinar si el efecto de D1.1 sobre RAMOS es dependiente de T-BAM, después se estudió el efecto del
mAb 5c8 anti-T-BAM sobre la activación mediada por D1.1. En estos experimentos, se añadió el mAb 5c8 o un mAb
de control de isotipo a cultivos de RAMOS 266 o a células B periféricas con células D1.1 (fig. 12). De forma similar al
efecto conocido del mAb 5c8 sobre la inhibición de la activación de células B periféricas por D1.1, el mAb 5c8 inhibía
la activación de RAMOS 266 por D1.1 (fig. 12). Por el contrario, los mAb de control de isotipo no inhibían el efecto
de D1.1. Considerados en conjunto, estos datos demuestran que una línea celular de linfoma B (RAMOS 266) posee
la maquinaria celular necesaria para expresar CD23 tras la activación por D1.1 y que la interacción D1.1-RAMOS
266 puede inhibirse por al mAb 5c8. Además, estos datos sugieren que la interacción D1.1-RAMOS 266 puede ser
un sistema modelo valioso para diseccionar más la señalización T-B dependiente de contacto en líneas celulares de
linfoma homogéneas.

Como, en última instancia, nuestro interés en estos estudios era definir el papel de T-BAM en la diferenciación de
células B linfoides, después estudiamos el efecto de D1.1 sobre células B aisladas a partir de órganos linfoides. Por lo
tanto, en experimentos similares a los descritos anteriormente, cultivamos células B aisladas de órganos linfoides con
células D1.1 en presencia y ausencia del mAb 5c8 y anticuerpos de control. De forma similar al efecto de D1.1 sobre
células B periféricas y sobre el clon de linfoma (RAMOS 266), encontramos que las células D1.1 activan las células
B de amígdalas (fig. 13) o bazo (no mostrado) para expresar moléculas CD23. Además, el efecto de las células D1.1
sobre células B linfoides se inhibía con el mAb 5c8 y no con los mAb control (fig. 13). Estos datos demuestran que
las interacciones moleculares entre las células D1.1 y RAMOS 266 son paralelas a las interacciones moleculares entre
células T y B en los órganos linfoides.

Se ha demostrado previamente que los efectos potenciadores de D1.1 sobre las células B son independientes de
factores secretados. Para determinar cómo las células D1.1 activan RAMOS 266, la siguiente serie de experimentos
estudió el efecto de D1.1 sobre RAMOS con respecto a la liberación de linfoquinas y, en particular, el papel de la IL-
4. En estos experimentos, se cultivó RAMOS 266 con sobrenadantes de D1.1, células D1.1, rIL-2 o rIL-4 y se midió el
nivel de expresión de CD23 en superficie mediante FACS después de 18 h. Como se muestra en la fig. 14a., las células
D1.1 o IL-4 inducían CD23 en RAMOS 266 o células B periféricas. Por el contrario, el sobrenadante de D1.1 o rIL-
2 no tenía ningún efecto (figura 14a). Además, el efecto de rIL-4, pero no el de D1.1, se inhibía por anti-IL4 (figura
14a). Finalmente, el mAb 5c8 no inhibía el efecto de rIL-4 (fig. 14a). Considerados en conjunto, estos datos sugieren
que el efecto de D1.1 sobre RAMOS 266 es independiente de la liberación de linfoquinas y confirma las observaciones
previas de que D1.1 no secreta IL-4 bioactiva (figura 14a).

Identificación de las Moléculas de Superficie de Células B Implicadas en la Activación Desencadenada por T-
BAM

Después se aprovechó el sistema D1.1-RAMOS 266 para identificar las moléculas de superficie de la célula B que
juegan un papel en las interacciones T-B dependientes de contacto. De las moléculas de superficie de células B carac-
terizadas, consideramos CD40, CR2 y receptores de adhesión como candidatos para tener un papel en la señalización
dependiente de contacto debido a sus conocidos papeles en la activación de células B y, en particular, con respecto a las
interacciones dependientes de contacto (Banchereau, et al., 1991a; Nemerow, et al., 1985; Carter, et al., 1988; Tohma,
et al., 1991a; Tohma, et al., 1991b; Emilie, et al., 1988; Sen, et al., 1992). Por lo tanto, estudiamos el efecto de los
mAb contra estas moléculas de células B en la activación mediada por D1.1 de RAMOS 266 y células B periféricas.

En estos experimentos, se cultivaron las células D1.1 con RAMOS 266 o células B periféricas en presencia de un
panel de mAb que reaccionan con las moléculas de superficie de células B y se midió la expresión de CD23 en RAMOS
266 o células B después de 18 h. El mAb 5c8 sirvió como un control positivo para la inhibición en estos experimentos
(fig. 12). Significativamente, el mAb anti-CD40, G28-5 (Clark, et al., 1986) inhibía la activación de RAMOS 266 o
células B mediada por D1.1 (figura 12, 14b), mientras que los mAb contra CD2, LFA-1, LFA-3 e ICAM-1 tenían
poco efecto (fig. 12, 14 b). Además de G28-5 (IgG1), el mAb anti-CD40 B-B20 (IgG1) también inhibía el efecto de
D1.1 (fig. 15). En estos experimentos, el mAb anti-LFA1a, TS1/22 (IgG1), que reacciona con la superficie de células
B y RAMOS 266, sirvió como un control negativo de isotipo compatible (fig. 14b, 15). En experimentos similares,
encontramos que anti-CD40 inhibía el efecto de D1.1 sobre células B aisladas de órganos linfoides (fig. 13). Juntos,
estos datos demuestran que los mAb anti-CD40 son únicos entre los anticuerpos anti-células B ensayados en que
inhiben la regulación positiva del CD23 de células B mediada por D1.1.

Fue un tanto sorprendente que los mAb anti-CD40 inhiban la expresión de CD23 porque se sabe que los mAb
anti-CD40 aumentan la expresión de CD23 en células B inducida por rIL4 (Clark, et al., 1989). Por lo tanto, se
volvió a tratar esta cuestión y se descubrió que, en contraste con el efecto inhibidor de G28-5 sobre la expresión de
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CD23 inducida por D1.1, G28-5 aumenta la regulación positiva de CD23 inducida por rIL-4 sobre células B y el clon
indicador RAMOS 266 (fig. 14a). Estos datos juntos demuestran que, mientras que los mAb anti-CD40 inhiben el
efecto de D1.1 sobre células B, el efecto de estos mAb sobre células B no es una inhibición general de la activación,
porque anti-CD40 potencia el efecto de rIL-4.

Actualmente se desconoce cómo inhibe anti-CD40 las interacciones de cooperación por contacto pero potencia
otras señales activadoras en células B. Una posibilidad es que D1.1 exprese una molécula de superficie que interacciona
con CD40. Nosotros razonamos que si moléculas de superficie de las células D1.1 están interaccionando con CD40
para estimular a las células B, entonces los anticuerpos anti-CD40 en una configuración multimérica pueden mimetizar
el efecto de D1.1 y regular positivamente el CD23 de células B. Por lo tanto, se estudió el efecto de G28-5 sobre el
CD23 de RAMOS 266 y células B en presencia de células L que expresan FcRgII, que se ha demostrado que es una
configuración para inducir la proliferación de células B periféricas (Banchereau, et al., 1991a). Por tanto, cultivamos
células B en presencia de G28-5, B-B20 o mAb de control en presencia de células L que expresan FcRgII y de control
y estudiamos la expresión de CD23 en las células B después de 18 h. Se descubrió que el anti-CD40 polivalente, pero
no monovalente, inducía la expresión de CD23 en células B periféricas y RAMOS (fig. 16a), así como en células B de
amígdala y de bazo (fig. 16b). Considerados en conjunto, estos datos demuestran que los mAb anti-CD40 multiméricos
activan la expresión de CD23 en células B y sugiere que el efecto inhibidor de los mAb anti-CD40 en el sistema D1.1
puede ser el resultado del mAb anti-CD40 monomérico que inhibe la interacción de moléculas CD40 con un ligando
de entrecruzamiento en la superficie de D1.1.

Expresión de T-BAM en Áreas de Tejido Linfoide Implicadas en las Interacciones T-B

Como las células T CD4+ median la función cooperadora en estructuras transitorias inducidas por antígeno en
tejidos linfoides denominadas folículos o centros germinales, se investigó la distribución tisular de T-BAM por in-
munohistoquímica para examinar si T-BAM se expresa sobre células T en folículos linfoides. Se fijaron con acetona
cortes de tejido congelado preparado a partir de tejidos humanos normales y se tiñeron con el mAb 5c8 y varios mAb
de control por inmunohistoquímica. La expresión de T-BAM estaba restringida a células mononucleares relativamen-
te pequeñas en tejido linfoide (fig. 16) y no se observó en ningún otro tejido, incluyendo, músculo, cerebro, riñón,
intestino, ovario, útero, testículos, piel, pulmón o hígado (véase la sección de Materiales y Métodos).

Con el fin de caracterizar la localización precisa de las células portadoras de T-BAM en el tejido linfoide, se
analizaron amígdalas, ganglios linfáticos, tejido linfoide asociado al tracto GI, bazo y timo. Las células que expresan T-
BAM se localizan preferentemente en la zona del manto y en la zona clara del centro germinal de folículos secundarios
de todos los tejidos linfoides periféricos con un patrón que se asemeja claramente a la distribución de linfocitos T CD4+
en estos sitios (fig. 17). En amígdalas, el análisis de doble tinción por inmunohistoquímica con el mAb 5c8 y anti-
CD4 o anti-CD8 demostró que la expresión de T-BAM está restringida a linfocitos T CD3+CD4+ y no se observa en
células T CD8+ (no mostrado). Además, la doble tinción sugiere que una gran mayoría (>50%) de los linfocitos T
CD4+ existentes dentro de los folículos secundarios expresan T-BAM.

Como los datos in vitro demuestran que T-BAM y CD40 participan en una interacción dependiente de contacto,
estábamos interesados en estudiar la relación de las células que expresan T-BAM y CD40 in vivo. Usando mAb anti-
CD40 en análisis de tinción simple o doble por inmunohistoquímica, se confirmó la conocida observación de que tanto
las células B como las células dendríticas foliculares expresan altos niveles de CD40 (Clark, et al., 1986; Hart, et al.,
1988) (datos no mostrados). Como las células T que expresan T-BAM están rodeadas por abundantes células B CD40+,
fuimos incapaces de determinar la relación de las células T que expresan T-BAM con las células dendríticas foliculares
por la alta concentración de células B. Con el fin de identificar con más precisión la relación de las células que expresan
T-BAM con las células dendríticas dentro del centro germinal folicular, realizamos un análisis de doble tinción por
inmunohistoquímica usando el mAb 5c8 y mAb anti-CD11c que, como se sabe, reconocen las células dendríticas
foliculares. Utilizando esta estrategia demostramos que las células T-BAM están a menudo en las proximidades o
en contacto directo con las células dendríticas foliculares y/o sus proyecciones citoplásmicas, indicando quizás, que
además de interacciones con las células B CD40+, las células T que expresan T-BAM pueden interaccionar con células
dendríticas foliculares que también expresan CD40 (datos no mostrados).

Además de la localización característica de las células que expresan T-BAM en los folículos, también se pueden
identificar, aunque es relativamente raro (<1%), células que expresan T-BAM dentro de las áreas interfoliculares
de tejidos linfoides periféricos, áreas de células T esplénicas y la corteza de timo normal. La escasez de células T
que expresan T-BAM en el timo era interesante dado el alto número de células que expresan CD4 en este tejido.
Considerados conjuntamente, los datos funcionales in vitro y la localización de células portadoras de T-BAM en áreas
anatómicas de interacciones T-B fisiológicamente relevantes, apoyan claramente la idea de que T-BAM es importante
en la cooperación de células T in vivo.

Discusión

Las interacciones entre células T y B que dan como resultado respuestas específicas de anticuerpos implican inter-
acciones críticas dependientes de contacto durante la fase efectora de la función de T cooperadoras. Se ha demostrado
recientemente que la proteína de activación de superficie restringida a células T CD4+, T-BAM, es un componente de
la señal cooperadora dependiente de contacto para las células B (Lederman, et al., 1992). Las interacciones molecu-
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lares que median la señalización dependiente de contacto T-B se estudiaron adicionalmente usando una línea celular
que expresa T-BAM (D1.1) y un mAb anti-T-BAM (5c8) que bloquea la activación de células B mediada por T-BAM
(Lederman, et al., 1992). En esta segunda serie de experimentos, se demostró: 1) que además de las células B de
sangre periférica, las células B linfoides y un clon de linfoma B (RAMOS 266) responden al contacto de células D1.1
de forma que se inhibe por anti-T-BAM (mAb 5c8); 2) que CD40 es una estructura de superficie en células B (CD40)
que participa con T-BAM en la mediación de la activación T-B dependiente de contacto; y 3) que T-BAM se expresa
por las células T localizadas predominantemente en el manto y en las zonas centrocíticas de ganglios linfáticos in vivo
que son los sitios anatómicos de interacciones de células T con células B que expresan CD40. Estos datos refuerzan
la idea de que T-BAM es una señal potencialmente relevante enviada por las células T a las células B en el proceso de
diferenciación de células B en ganglios linfáticos.

Además, la disponibilidad de RAMOS 266, que parece expresar el ligando de T-BAM, sería útil en la generación
y selección de anticuerpos contra otras estructuras de superficie de células B que juegan papeles en la señalización
cooperadora dependiente de contacto, así como para caracterizar bioquímicamente los mensajeros moleculares que
median la diferenciación de células B dependiente de células T.

Utilizando el sistema D1.1-RAMOS 266, en el presente informe, analizamos el papel de ciertas moléculas de
superficie de células B en la cooperación dependiente de contacto. Observamos que los mAb anti-CD40 G28-5 y B-
B20 inhiben el efecto de las células D1.1 sobre RAMOS 266 y células B de sangre periférica y órganos linfoides. Por
el contrario, los mAb contra CR2, LFA1, LFA3 e ICAM-1 no inhiben el efecto de D1.1 sobre células B. Estos datos
sugieren un papel preciso para CD40 en la recepción de una señal de células T que es coincidente y está altamente
asociada con el contacto celular T-B. Sin embargo, nuestro sistema no se dirige hacia los papeles precisos de LFA1 e
ICAM-1 en las interacciones T-B. Aunque el mAb anti-ICAM-1 (RR1/1.1.1) no inhibe la activación de RAMOS 266 o
de células B mediada por D1.1, se sabe que este mAb inhibe parcialmente la proliferación de células B dependiente de
contacto por las células T activadas fijadas (Tohma, et al., 1991a). Es tentador especular que la interacción dependiente
de T-BAM y CD40 que se ha descrito puede inducir interacciones posteriores que dependen de las interacciones
LFA1-ICAM, ya que se sabe que la activación desencadenada por anti-CD40 estimula la adhesión T-B que depende
de interacciones LFA1-ICAM-1 (Barrett, et al., 1991).

El efecto inhibidor de los mAb anti-CD40 para la activación desencadenada por D1.1 contrastaba con su efecto
potenciador sobre la expresión de CD23 inducida por rIL-4. Estos datos sugieren que la inhibición del efecto de D1.1
por mAb anti-CD40 no era el resultado de una inhibición generalizada de la sensibilidad de las células B. Además, los
mAb anti-CD40 G28.5 y B-B20 inducían la expresión de CD23 en RAMOS 266 y en células B linfoides y periféricas
cuando se presentaban en forma de entrecruzamiento sobre las superficies de las células L FcRgII+. Considerados
conjuntamente, estos estudios sugieren que el anti-CD40 polivalente puede imitar el efecto de las células D1.1 y son
coherentes con la idea de que el ligando para CD40 puede ser una estructura de superficie de D1.1.

Los efectos inhibitorios del mAb 5c8 y los mAb anti-CD40 en el sistema D1.1 sugieren que T-BAM y CD40 juegan
papeles en la señalización dependiente de contacto de células B dirigida por células T, lo cual ocurre en ganglios
linfáticos in vivo. Para dirigir el papel de T-BAM en las interacciones T-B fisiológicas, se estudió la expresión de T-
BAM in vivo por inmunohistoquímica. Se encontró que la expresión de T-BAM estaba restringida a linfocitos T CD4+
en tejidos linfoides. Estos datos demuestran que in vivo, así como in vitro, la expresión de T-BAM está restringida a
células T CD4+ y no se expresa en células T CD8+. Considerados en conjunto, estos datos sugieren que las poblaciones
de células T CD4+ y CD8+ representan linajes distintos de células T que difieren no sólo con respecto a su expresión
de CD4 y CD8, sino con respecto a al menos otra molécula (T-BAM) y sugieren que la restricción de la expresión de
T-BAM a células CD4+ es una base molecular para la restricción de la función cooperadora al subtipo CD4+.

Aparte de su restricción a células T CD4+, T-BAM parece ser única entre las moléculas conocidas de activación de
la superficie de células T humanas en que su expresión está restringida a células T en órganos linfoides in vivo. En la
rata, una proteína de 50 kDa de peso molecular denominada OX-40 se expresa exclusivamente en células T CD4+ tras
la activación in vivo, pero el patrón de expresión de OX-40 en bazo publicado (Paterson, et al., 1987) parece ser distinto
de la expresión de T-BAM en el manto y zona centrocítica que nosotros observamos. Sin embargo, el entendimiento
de la relación, si la hay, entre estas moléculas requerirá la identificación de homologías relevantes de estas estructuras
en ambas especies. Considerados en conjunto, los datos funcionales in vitro y el análisis inmunohistoquímico sugieren
que las células T CD4+ que expresan T-BAM están implicadas en la función cooperadora, lo que, como se sabe, ocurre
en los centros germinales de ganglios linfáticos.

Los nuevos datos presentados en este estudio pueden ayudar a esclarecer el papel que juegan las células T en el
proceso de diferenciación de células B en folículos linfoides (revisado en (Liu, et al., 1992; Nossal, 1992)). En los
folículos linfoides, los linfocitos B estimulados por antígeno sufren una considerable proliferación celular y mutación
somática en la zona centroblástica (oscura) de centros germinales. Las células B centroblásticas entran entonces en
la zona centrocítica (clara) donde las células B se seleccionan por las células T para sobrevivir o morir (apoptosis)
basándose en la afinidad de sus receptores antigénicos. Las células B que se seleccionan positivamente se dirigen
a su diferenciación por las células T en células B de memoria o en plasmoblastos formadores de anticuerpo que,
en algunos casos, se dirigen además a sufrir reordenamientos génicos para formar los isotipos de Ig funcionalmente
distintos. Por lo tanto, aunque las señales que dirigen la diferenciación de células B no se entienden completamente,
parece ser que las células T participan en al menos tres decisiones distintas en la diferenciación de células B en
ganglios linfáticos: supervivencia o muerte, linaje de memoria o plasmoblasto y la selección del isotipo de anticuerpo.
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La observación de que las células T en la zona centrocítica expresan T-BAM sugiere que T-BAM puede jugar un papel
en la determinación del destino de las células B con respecto a algunas de estas decisiones. Futuros estudios se dirigirán
hacia los papeles específicos que juega T-BAM en estos procesos dependientes de células T en la diferenciación de
células B en ganglios linfáticos.

La observación de que los mAb anti-CD40 inhiben una interacción discreta con células D1.1 mediada por el con-
tacto T sugiere que una interacción similar dependiente de CD40 puede sustentar algunos de los efectos publicados
de anti-CD40 en respuestas fisiológicas más complejas. Anti-CD40 (G28-5) inhibe potencialmente la muerte celular
programada (apoptosis) de células B de centros germinales en cultivo (Liu, et al., 1989). Además, G28.5 inhibe la
generación de plasmoblastos y de células B de centro germinal cambiado inducidas in vitro por rCD23 soluble e IL-
1a (Liu, et al., 1991). Aunque el papel del contacto de células T en estos fenómenos dependientes de CD40 se des-
conocen actualmente, los datos presentados aquí demuestran que CD40 juega un papel específico en las interacciones
de contacto T-B y proporciona una vía para la identificación del ligando de CD40 y para definir con más precisión las
funciones de señalización de CD40.

Como estos estudios han identificado papeles importantes para T-BAM en células T y CD40 en células B en
la colaboración T-B, es relevante explorar las posibles relaciones entre estas moléculas. Proponemos dos modelos
que pueden explicar los datos. La posibilidad de que T-BAM interaccione directamente con CD40 es el modelo más
sencillo que explica todos estos datos (fig. 7, modelo Nº 1). Sin embargo, en ausencia de datos de unión bioquímica
definitivos que demuestren la interacción T-BAM-CD40, es importante apuntar que otra posibilidad es que T-BAM
y CD40 interaccionen con ligandos distintos (fig. 7, modelo Nº 2). Si T-BAM y CD40 interaccionan con diferentes
ligandos, los datos funcionales sugieren que las interacciones CD40-x y T-BAM-y son necesarias pero no suficientes
para la inducción de CD23 en las células B.

Aunque los “contrarreceptores” para T-BAM (“x”) y CD40 (“y”) parecen ser moléculas de superficie de células B
y T, respectivamente (fig. 7, modelo Nº 2.a.), nuestros datos no excluyen la posibilidad de que CD40 sea el receptor
de un factor secretado por células B (autocrino) (fig. 7, modelo 2b). Aunque previamente se creía que CD40 era un
receptor de citoquina, basándose en su homología estructural con el receptor NGF (Stamenkovic, et al., 1989; Clark,
1990), la posibilidad de que sea un contrarreceptor para una proteína de superficie de células T implicada en la función
cooperadora es coherente con el hecho de que el mAb anti-CD40 entrecruzado en las células L FcRgII+ mimetice los
aspectos de superficie de la activación por células D1.1.

Además de las células B, las células dendríticas foliculares expresan CD40 y hemos descubierto células T que
expresan T-BAM en estrecha proximidad y posiblemente asociadas con las células dendríticas foliculares. La interac-
ción célula T-CD40 puede ser importante en la interacción funcional de células T con células dendríticas foliculares
que se sabe que juegan un papel en el procesamiento antigénico en ganglios linfáticos (Gray, et al., 1988; Askonas, et
al., 1972; Gray, et al., 1991). Además, una interacción de células T CD4+ con células dendríticas foliculares CD40+
puede tener especial importancia patogénica en el SIDA, donde se sabe que las células dendríticas foliculares son un
reservorio del VIH (Spiegel, et al., 1992).

Si el modelo Nº 2 es correcto y T-BAM interacciona con un ligando diferente de CD40, entonces T-BAM puede
tener papeles de señalización en células que no expresan CD40. A este respecto, las células T CD4+ interaccionan con
otras células T (CD4+ y CD8+) para mediar la inducción de citotoxicidad (Bennink, et al., 1978; Ashman, et al., 1979;
Kast, et al., 1986; Zinkernagle, et al., 1978; Leist, et al., 1989) y supresión (Thomas, et al., 1980; Thomas, et al.,
1982). Además, las células T CD4+ interaccionan con macrófagos para mediar señales activadoras (Zimecki, et al.,
1988; Zimecki, et al., 1989; Weaver, et al., 1989; Wasik, et al., 1988; Fau, et al., 1990; Fau, et al., 1988). Un objetivo
importante para la investigación futura será determinar si T-BAM está implicado en la activación de otras células, o si
otras moléculas, posiblemente relacionadas, juegan tales papeles.

Tercera Serie de Experimentos

Estudios preclínicos sobre el anticuerpo monoclonal 5c8; un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra T-BAM

El objetivo global de los estudios es evaluar la utilidad de un nuevo anticuerpo monoclonal (mAb) para el diagnós-
tico y tratamiento de enfermedades inflamatorias y neoplásicas. Lo principal de estos estudios es la reciente generación
y caracterización de un mAb murino, denominado 5c8, que reconoce una nueva proteína de superficie (T-BAM) de
linfocitos T CD4+ cooperadores humanos activados.

Lo que es más importante, el mAb 5c8 bloquea las funciones efectoras de las células T CD4+ incluyendo el
proceso por medio del cual dirigen la producción de anticuerpos monoclonales específicos por las células B. En
tejidos humanos sanos, T-BAM se expresa exclusivamente en células T CD4+ en tránsito, en estructuras inducidas por
antígeno en órganos linfoides denominadas centros germinales. Sin embargo, ciertos estudios preliminares en tejidos
de varias enfermedades inflamatorias han revelado que T-BAM se expresa por los linfocitos T CD4+ infiltrados en los
tejidos enfermos. Hasta la fecha, se ha observado infiltración de células T CD4+ que expresan T-BAM en tejidos de
articulaciones afectadas por artritis reumatoide y osteoartritis y en la piel afectada por psoriasis, dermatitis de contacto
y un síndrome de hiper IgE. Como T-BAM parece jugar un papel clave in vitro en las funciones efectoras de las células
T CD4+, la presencia de células T CD4+ que expresan T-BAM en sitios de inflamación in vivo sugiere que T-BAM
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puede participar en la patogénesis inmune de estas enfermedades. La disponibilidad del mAb 5c8 anti-T-BAM, nos
proporciona la oportunidad de preguntarnos si las células T CD4+ que llevan T-BAM, o la propia molécula de T-
BAM, tienen funciones críticas en estos procesos. Si se descubre que las células T CD4+ T-BAM+ tienen una función
crítica en ciertas enfermedades, podría ser posible dirigirse de forma específica hacia las células T CD4+ ofensoras y
patogénicas usando el mAb 5c8 para lisar o envenenar a las células T CD4+ T-BAM+ o para bloquear sus funciones.
Además, se observó una expresión aberrante de la molécula de T-BAM en numerosas malignidades linfoides, lo que
sugiere que el mAb 5c8 puede tener aplicaciones en el diagnóstico y tratamiento de tumores linfoides. Consideradas
en conjunto, estas observaciones sugieren la utilidad del mAb 5c8 en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades
inflamatorias y de neoplasias linfoides.

Serán investigadas o evaluadas las siguientes áreas:

1. La expresión de T-BAM en tejidos de pacientes afectados por enfermedades inflamatorias, autoinmunes, alérgi-
cas y neoplásicas y se determinará si la expresión de T-BAM se correlaciona con la extensión de la enfermedad.

2. Los efectos del mAb 5c8 en sistemas in vitro de función de linfocitos usando células de individuos con enfer-
medades inflamatorias, autoinmunes o alérgicas.

3. El efecto del mAb 5c8 sobre la función de los linfocitos T de primates no humanos (monos rhesus) para llevar a
cabo finalmente estudios de seguridad y farmacocinéticos en dichos animales.

4. El potencial de uso del mAb 5c8 como una modalidad diagnóstica en la evaluación clínica de enfermedades
inflamatorias y leucemia/linfoma.

Fundamento

Los linfocitos T CD4+ juegan un papel central en la respuesta inflamatoria, ya que se requiere la activación de las
células T CD4+ para la generación de respuestas inmunes tanto humorales (mediadas por anticuerpos) como de las
respuestas citotóxicas (destructoras) de las células T CD8+. En correspondencia con este papel central, las células T
CD4+ son las células que primero se infiltran en los tejidos durante la respuesta inflamatoria en respuestas inmunes
normales y en varias enfermedades inflamatorias idiopáticas.

Además, para dirigir la respuesta inflamatoria en los tejidos, las células T CD4+ juegan un papel crítico (denomi-
nado “función cooperadora”) dirigiendo la especificidad y las funciones efectoras (isotipos) de la respuesta inmune
mediada humoral (anticuerpo). La función cooperadora está mediada por células T CD4+ que migran a los órganos
linfoides y siembran estructuras transitorias denominadas centros germinales que están pobladas por células B especí-
ficas de antígeno (afines). En la artritis reumatoide y en ciertas enfermedades autoinmunes distintas (lupus sistémico)
caracterizadas por la producción de autoanticuerpos, las células T CD4+ juegan papeles patogénicos en la generación
de autoanticuerpos. En la alergia, las células T CD4+ tienen un papel crítico en la elaboración de anticuerpos IgE y,
por lo tanto, en el mantenimiento del estado alérgico.

Las células T CD4+ tienen receptores para antígenos distribuidos de forma clonal que reconocen antígenos peptí-
dicos degradados extraños presentados a ellos por células B y macrófagos en las propias moléculas de MHC de clase
II. Un clon de célula T CD4+ que reconoce su antígeno específico/ligando de MHC de clase II responde a dicho reco-
nocimiento llevando a cabo una transformación denominada “activación” que incluye la expresión de novo de varias
moléculas de superficie y la secreción de linfoquinas.

Recientemente se ha desarrollado un anticuerpo monoclonal, denominado mAb 5c8, que identifica una estructura
nueva de 30 kDa (denominada Ag 5c8 o T-BAM) que se expresa exclusivamente en células T CD4+ activadas pero no
en reposo ni en células T CD8+ (Yellin, et al., 1991; Lederman, et al., 1991). De forma importante, por la naturaleza
de su interacción con T-BAM, el mAb 5c8 bloquea la capacidad de las células T CD4+ para dirigir la producción
de anticuerpos por las células B (Lederman, et al., 1992). Por lo tanto, investigamos la expresión de T-BAM in vivo
y descubrimos que en tejidos humanos normales, T-BAM se expresa exclusivamente en células T CD4+ predomi-
nantemente en el manto y en la zona centrocítica de los ganglios linfáticos in vivo, que son los sitios anatómicos de
interacciones fisiológicas de las células T con las células B (Lederman, et al., 1992b). El descubrimiento de que el Ag
5c8 es un componente de las estructuras de la superficie de las células T CD4+ que media la activación dependiente de
contacto de los linfocitos B nos llevo a renombrar al Ag 5c8 como “molécula de célula T activadora de célula B” (T-
BAM). El hecho de que T-BAM se exprese sólo en células T CD4+ que se han activado sugería que el mAb 5c8 podía
ser específico de células T CD4+ implicadas en respuesta inflamatorias.

Por lo tanto, en estudios preliminares se examinó la expresión del Ag 5c8 en tejidos inflamados de pacientes con
enfermedades autoinmunes e inflamatorias. En la artritis reumatoide, se localizaron células T CD4+ que expresaban T-
BAM en el pannus sinovial de la articulación reumatoide, tanto en los centros germinales que caracterizan esta afección
como en el tejido inflamatorio circundante. En casos de osteoartritis inflamatoria, se descubrió que las células que
expresaban T-BAM eran un componente significativo de las células inflamatorias infiltradas. En la psoriasis, dermatitis
atópica y síndrome de hiper IgE, las células T que expresaban T-BAM destacaban entre los linfocitos infiltrados en la
dermis. En contraste con estas muestras de individuos con enfermedades inflamatorias, las células que expresaban T-
BAM no estaban presentes en tejidos normales fuera de los folículos linfoides primarios.
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El hallazgo de que las células que expresan T-BAM se infiltran en tejidos enfermos y están presentes en estructuras
anatómicas transitorias y en regeneración en tejidos normales sugiere que la terapia con mAb 5c8 puede ser terapéuti-
camente útil porque 1.) el mAb 5c8 puede dirigirse hacia linfocitos T patogénicos mientras que no afecta a las células
T circulantes en reposo, y 2.) la depleción de las células T que portan 5c8 puede no dar como resultado la depleción
prolongada y sistémica de las células T que expresan T-BAM, ya que el grupo de células T activadas puede rellenarse
a partir del grupo en reposo circulante. La posibilidad de que la terapia con mAb 5c8 pueda eliminar o inmovilizar a
las células T CD4+ patogénicas y dar como resultado un episodio transitorio de compromiso inmune (por la depleción
de las células T del centro germinal) sugiere que dicha terapia puede tener efectos beneficiosos significativos sobre las
terapias inmunosupresoras existentes cuyo uso está muy extendido o en desarrollo.

Los agentes inmunosupresores que se usan actualmente en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, enfer-
medades inflamatorias idiopáticas y trastornos alérgicos tienen su principal efecto terapéutico en la inhibición de la
función de las células T CD4+. Sin embargo, estas terapias existentes, tales como la ciclosporina A (Sandimmune),
azatioprina (Immuran) y ciclofosfamida (Citoxan), inhiben globalmente las funciones de las células T CD4+ y dan co-
mo resultado una inmunosupresión sistémica. Por lo tanto, debido a las limitaciones de dichos agentes, el objetivo de
muchos laboratorios, incluyendo el nuestro, es desarrollar agentes que afecten específicamente a las células T CD4+.
Por ejemplo, actualmente se están desarrollando ensayos clínicos en Europa y en los Estados Unidos usando anti-
cuerpos monoclonales murinos dirigidos contra la molécula CD4, que median en la depleción sistémica de las células
T CD4+. En la mayoría de los casos, la depleción de células T CD4+ es transitoria, sin embargo, un efecto colateral
preocupante que se ha observado es que la depleción de células T CD4+ tras la terapia se prologa durante varios meses.
Aunque no se han observado efectos clínicos derivados de dicha depleción de células CD4+, es sabido que la ausencia
de células T CD4+ es el principal evento patofisiológico en el SIDA. Tomadas en conjunto, estas consideraciones su-
gieren que el mAb 5c8 anti T-BAM puede tener ventajas terapéuticas significativas en enfermedades mediadas por la
infiltración de células T CD4+ con respecto a los agentes que inhiben la activación de todos los linfocitos (por ejemplo,
fármacos inmunosupresores) o mAb que se dirigen a todas las células T CD4+ (por ejemplo, mAb anti-CD4) o células
T activadas (por ejemplo, activación de moléculas como IL-2R).

En contraste con dicha inmunosupresión sistémica, se está haciendo un gran esfuerzo dirigido al desarrollo de
terapias inmunológicas específicas para enfermedades específicas en individuos con antecedentes étnicos específicos.
Se sabe que ciertos haplotipos específicos de MHC de clase II confieren susceptibilidades genéticas para la artritis
reumatoide y para la diabetes mellitus dependiente de insulina. Estos hallazgos han llevado a muchos investigadores
a seguir estrategias de diagnóstico y terapia para estas enfermedades estudiando las moléculas de MHC de clase II
y/o antígenos peptídicos implicados. Incluso en estas condiciones relativamente homogéneas, puede ser necesario en
último extremo idear terapias únicas para pacientes individuales. Además, en contraste con enfermedades que pue-
den deberse a interacciones comunes célula T CD4+-MHC de clase II/antígeno, varias enfermedades inflamatorias
idiopáticas importantes tales como la psoriasis, lupus sistémico y osteoartritis inflamatoria tienen asociaciones menos
claras con los haplotipos de MHC de clase II, aunque comparten con la RA y la diabetes la característica patogénica
clave de infiltración temprana de células T CD4+. La ventaja de seguir estrategias terapéuticas que se dirigen hacia
las células T CD4+, tales como la terapia anti-T-BAM, se debe principalmente al hecho de que podría no ser nece-
sario identificar las moléculas de MHC o los antígenos relevantes para modular la respuesta inflamatoria. De hecho,
estrategias tales como la terapia del mAb 5c8, que se dirige exclusivamente contra las células T CD4+ activadas en
tejidos enfermos, puede aprovechar las funciones cognitivas del sistema inmune de cada individuo para seleccionar
las células para su eliminación o modulación funcional. Para examinar estas cuestiones, proponemos los siguientes
estudios.

Métodos: Los objetivos de la investigación propuesta se basan en gran medida en la capacidad de los investigadores
para obtener muestras clínicas a partir de pacientes con una amplia diversidad de enfermedades inmunológicas reali-
zando cirugía o biopsias. Los P.I. están en una posición ideal para obtener dichas muestras, de hecho, nuestros estudios
preliminares demostraron esta capacidad. Los P.I. son miembros de la división de Reumatología en el Departamento de
Medicina y junto con los investigadores atienden activamente a pacientes con enfermedades autoinmunes en la Edward
Daniels Arthritis Clinic del Hospital Presbiteriano. Además, tenemos en curso colaboraciones con varios miembros
del Departamento de Cirugía Ortopédica que nos proporcionan muestras de articulaciones. Por lo tanto, los P.I. están
en buena posición para obtener muestras clínicas relevantes para seguir la evaluación del mAb 5c8 en las funciones in
vitro de los linfocitos de sangre periférica y en tejidos de las articulaciones de individuos con enfermedades autoinmu-
nes y osteoartritis. Además, la Dra. Alessandra Pernis es un miembro de nuestro grupo de investigación y además es
un miembro clínico en activo de la División de Alergia e Inmunología. La Dra. Pernis nos ayudará en la identificación
y el acceso a las muestras clínicas de individuos que sufran trastornos alérgicos. Además, somos investigadores del
Protocolo Aprobado por el Consejo de Revisión Institucional del Dr. Leonard Chess “estudios inmunológicos en seres
humanos”, lo cual nos permite obtener linfocitos a partir de dichos individuos. Además de nuestros estudios sobre en-
fermedades artríticas, en asociación con la Dra. Janet Prystowsky del Departamento de Dermatología, recientemente
hemos obtenido la aprobación de un protocolo para el estudio de la psoriaris: “análisis de los linfocitos T cutáneos en
psoriasis y otras enfermedades dermatológicas”.

1. Caracterización de la expresión de T-BAM en tejidos enfermos

Para un análisis adicional del papel de T-BAM en afecciones inflamatorias, autoinmunes y alérgicas, se extenderán
los análisis de inmunohistoquímica de los tejidos enfermos a estudios de la localización de T-BAM en muestras
de tejido congelado rápidamente en casos adicionales de artritis reumatoide, osteoartritis y psoriasis en varias fases
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de actividad y progresión de la enfermedad. Además, estos análisis se extenderán a casos de lupus sistémico, asma
alérgica, páncreas diabético, enfermedad inflamatoria del intestino y trasplante de órganos. Estos análisis pretenderán
correlacionar patrones de expresión de estructuras particulares de superficie, como T-BAM, CD4 y otras diversas
moléculas de la superficie de los linfocitos con enfermedades y con la actividad de la enfermedad.

2. Evaluación de los efectos del mAb 5c8 sobre sistemas in vitro de función de linfocitos usando células de indivi-
duos con trastornos inflamatorios, autoinmunes y alérgicos

Actualmente no está claro si las células T CD4+ T-BAM+ infiltradas en los tejidos de pacientes con enfermedades
inflamatorias juegan en papel en la mediación de los sucesos fisiopatológicos clave en estas enfermedades. Ciertas
enfermedades tienen una actividad inmunológica patológica que puede estudiarse in vitro. Por lo tanto, se aislarán
linfocitos de sangre periférica y de tejidos inflamados de individuos con artritis reumatoide, lupus sistémico y estados
alérgicos, tales como asma alérgico. Los estudios in vitro estarán dirigidos a saber si el mAb 5c8 inhibe el factor
reumatoide (IgM anti-IgG) en la artritis reumatoide, la producción de anticuerpos anti-ADN en el lupus sistémico o la
producción de IgE en la alergia. En estos estudios se aislarán células T y B de sangre periférica o de tejidos afectados,
se cocultivarán en presencia de factores de crecimiento y en presencia del mAb 5c8 o de mAb de control y se medirá
por ELISA específicos la producción de autoanticuerpos o de IgE.

3. Evaluación del efecto del mAb 5c8 sobre la función de linfocitos T de primates no humanos (monos rhesus)
para finalmente llevar a cabo en dichos animales estudios de seguridad y farmacocinéticos

Se estudió la interacción del mAb 5c8 con linfocitos del mono rhesus (con el protocolo del Dr. Michael Ferin del
Departamento de Biología Reproductiva y OB/GYN) y se descubrió que el mAb 5c8 reacciona con el homólogo de
T-BAM en el mono rhesus. Otros estudios futuros permitirán ver si el mAb 5c8 bloquea las funciones de las células T
CD4+ de los macacos para determinar si rhesus es un modelo animal adecuado para estudios finales de administración
in vivo del mAb 5c8 (lo que está fuera de la presente propuesta). Los estudios funcionales de los linfocitos de rhesus
y el efecto de mAb 5c8 en estas funciones serán casi paralelos a los estudios funcionales que ya hemos llevado a cabo
en subpoblaciones de linfocitos humanos.

4. Evaluación del uso potencial del mAb 5c8 como una modalidad de diagnóstico en la evaluación clínica de
leucemia/linfoma

En colaboración con el Dr. Giorgio Inghiram y el Dr. Daniel Knowles, del Departamento de Patología, se estudió
la expresión de T-BAM en más de 100 casos de leucemia/linfoma. Aproximadamente un 30% de los linfomas de
células T expresan T-BAM en secciones congeladas de ganglios linfáticos. Actualmente se desconoce si las células
T leucémicas en sangre periférica expresan T-BAM en dichos casos. Por lo tanto, estudiaremos la sangre periférica
de casos de leucemia para determinar si se presenta expresión de T-BAM y qué relación tiene la expresión periférica
de T-BAM con la expresión de T-BAM en ganglios linfáticos. Estos estudios pueden revelar si el mAb 5c8 es un
anticuerpo útil para diagnosticar la evaluación de individuos con leucemia. Además, estos estudios pueden justificar
ensayos terapéuticos con el mAb 5c8 para el tratamiento de dichas neoplasias.

Futuras extensiones

Los estudios futuros dependerán de los resultados de la investigación preclínica preliminar propuesta. Los resul-
tados de los estudios de inmunohistoquímica enfocarán nuestra atención hacia un cierto grupo de enfermedades. Los
estudios in vitro podrán justificar estudios clínicos en ciertos subgrupos de dichas enfermedades. En el caso de que los
estudios preliminares justifiquen los ensayos clínicos, llevaremos a cabo estudios animales en primates no humanos,
ya que es sabido que el mAb 5c8 reacciona con el homólogo de T-BAM en células T activadas del mono rhesus (véase
anteriormente). Los estudios animales se diseñarán para determinar los perfiles de toxicidad y farmacocinéticos del
mAb 5c8, así como para ensayar la hipótesis de que la depleción de las células que expresan T-BAM será transitoria
y que dichas células que expresan T-BAM serán reemplazadas por células T en reposo del grupo circulante. Esta
cuestión se ensayará específicamente estudiando biopsias de ganglios linfáticos de animales normales por inmunohis-
toquímica antes y después del tratamiento con el mAb 5c8. Finalmente, se ensayará el papel de 5c8 en la inhibición
de las respuestas inmunes in vivo inmunizando a animales en presencia y ausencia de tratamiento con 5c8 y evaluan-
do las respuestas de anticuerpo y del ensayo cutáneo de los animales de estudio. Para realizar dichos experimentos,
necesitaremos la aprobación del IRB para estos estudios, ya que no se abordan en nuestros protocolos actuales. Sin
embargo, para obtener dicha aprobación será importante obtener el 5c8 en una forma conveniente para dichos estudios
y los gastos para obtener dicho reactivo es parte del presupuesto actual propuesto.

Estos estudios pueden indicar que la forma actual del mAb 5c8 (IgG2a murino que fija el complemento humano)
no es la óptima para obtener la modulación específica deseada de la función de las células T CD4+. En este caso, puede
ser necesario modificar genéticamente el mAb 5c8 para alterar la región Fc del anticuerpo que determina su función
de unión complementaria y/o el tejido al que se dirige. Esto puede hacerse cambiando la región Fc del anticuerpo
por una región Fc humana o alterando el sitio de unión del anticuerpo para que se asemeje más a los anticuerpos
humanos; un proceso denominado “humanización” que es una tecnología de la cual el investigador principal tiene una
experiencia significativa, habiendo alterado radicalmente anticuerpos humanos para que contuvieran la secuencia de
aminoácidos de la molécula de CD4 (no publicado). Además de alterar las propiedades funcionales del anticuerpo
para que contenga funciones efectoras diferentes de anticuerpos normales, puede ser deseable fijar genéticamente una
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toxina a la región Fc del mAb 5c8, lo cual es una estrategia relativamente común utilizada por varias compañías con
las que estamos negociando actualmente.

Cuarta Serie de Experimentos

Aislamiento de un ADNc que Codifica T-BAM, una Glicoproteína de la Superficie de las Células T CD4+ que Media
la Función Cooperadora dependiente de Contacto con las Células B: un Nuevo Miembro de la Superfamilia de Genes
del TNFα

T-BAM es una proteína de superficie inducida por la activación de las células T CD4+ que media una señal de-
pendiente de contacto para la diferenciación de células B y la secreción de IgG. T-BAM se identificó por el mAb 5c8,
que se une T-BAM en un subclón de Jurkat D1.1 funcionalmente único que expresa constitutivamente T-BAM de
superficie. En esta serie de experimentos, se define la estructura de T-BAM. La proteína T-BAM se purificó a partir
del lisado celular de D1.1. por cromatografía de afinidad usando el mAb 5c8. La secuencia de aminoácidos NH2-
terminal de la proteína T-BAM aislada se determinó por microsecuenciación automática y esta secuencia se usó para
diseñar una sonda oligonucleotídica degenerada (T-BAM.2). En la orientación antisentido, la sonda oligonucleotídica
reconocía una especie de ARNm de 2 kB aislada a partir de células D1.1 que expresaban T-BAM, pero no el ARNm
aislado de células Jurkat no cooperadores B2.7 de control que no expresaban T-BAM. Se descubrió que la secuencia
NH2-terminal estaba relacionada con la de CD40-L, una molécula de superficie de células T murinas de tipo II de
función relacionada. La PCR-ARN del ARNm de D1.1. amplificó un fragmento de ADN homólogo en tamaño y se-
cuencia a la región correspondiente de CD40-L murino, una región que codifica las porciones citoplásmica y proximal
de membrana de la molécula. Este fragmento, que es de aproximadamente 330 pb, se subclonó y se usó como sonda
para una biblioteca de ADNc de D1.1. en λgt-11. Se obtuvieron nueve clones que contenían insertos de 1,8 a 2,2 kB.

El análisis de la secuencia del clon puso de manifiesto una glicoproteína de superficie de membrana de tipo II
con homología con el CD40-L murino, una molécula de las células T murinas activadas que dirige la secreción de
IgE. Ambas proteínas son miembros de la superfamilia del TNFα, que incluye citoquinas y moléculas efectoras de
la superficie celular con una amplia diversidad de funciones inmunológicas y de otro tipo. Además de T-BAM y
CD40-L, el análisis de Southern del ADN humano usando una sonda T-BAM sugirió la existencia de al menos otra
molécula relacionada. Aunque son funcionalmente distintas, cabe la posibilidad de que CD40-L y T-BAM puedan ser
homólogas, en cuyo caso existen dos nuevas moléculas relacionadas con T-BAM.

Introducción

Se han realizado progresos en el esclarecimiento de las señales dependientes de contacto por la reciente identifica-
ción de un subclón único funcional de la línea de leucemia de células T Jurkat, D1.1, que activa de forma constitutiva
las células B periféricas en reposo (Yellin, et al., 1991). Previamente se ha demostrado que el clon D1.1 induce la
expresión en la superficie de células B en reposo de moléculas CD23, lo que conduce a la proliferación de células B,
e induce la diferenciación de células B en células formadoras de Ab (Yellin, et al., 1991). La capacidad de activación
de células B de D1.1 se localizó en la superficie celular, porque las células D1.1 fijadas con paraformaldehído retenían
la capacidad de activar las células B, pero los sobrenadantes de D1.1 eran inactivos (Yellin, et al., 1991). En conjunto,
estos datos sugerían que D1.1 compartía estructuras superficiales con células T activadas que mediaban la función
cooperadora dependiente de contacto.

En una serie de experimentos previos, se identificó una estructura denominada T-BAM (Ag 5c8) por selección
de hibridomas para mAb, que reacciona específicamente con D1.1 y que inhibe la activación funcional de las células
B por D1.1 (Lederman, et al., 1992). El mAb 5c8 identificó una estructura nueva de 30 kDa que se expresaba en
células T CD4+ activadas pero no en células T CD8+, células B o monocitos (Lederman, et al. 1992). La cinética de
expresión de T-BAM en la superficie celular tras estimulación con PHA y PMA es relativamente única, ya que la
expresión máxima se produce después de 6 h, pero va seguida de una regulación negativa que tiene como resultado
una expresión basal (no expresión) a las 24 h (Lederman et al, 1992). En ensayos funcionales, el mAb 5c8 anti T-BAM
inhibe la capacidad de células T CD4+ normales para dirigir la diferenciación de las células B en células formadoras
de anticuerpos (Lederman, et al., 1992). Además, la célula T de linfoma que expresa T-BAM, Jurkat D1.1, activa a
las células B de órganos linfoides, así como al clon de linfoma de célula B RAMOS 266 (Siegel, et al., 1990) de
manera que se inhibe por el anti-T-BAM (mAb 5c8) y es similar al efecto que nosotros hemos descrito previamente
para células B periféricas. In vivo, T-BAM se expresa predominantemente en células T de las zonas de manto y
centrocítica de los ganglios linfáticos, que son los sitios anatómicos para las interacciones de las células T con células
B (Lederman, et al., 1992). Considerados en conjunto, estos datos demuestran que T-BAM es un componente de las
estructuras de superficie de las células T CD4+ que median la función cooperadora dependiente de contacto.

Se descubrió que el efecto específico de T-BAM en las células B se bloqueaba por mAb contra CD40 y no se
pensó que otras moléculas de la célula B jugaran papeles en la recepción de señales dependientes de contacto en los
tejidos linfoides. La molécula de CD40 en la superficie de las células B humanas tiene funciones de señalización
interesantes y relevantes para la diferenciación de las células B de los ganglios linfáticos (Clark, et al., 1986; Clark,
et al., 1988; Ledbetter, et al., 1986), ya que un anticuerpo anti-CD40 (mAb G28-5 (Clark, et al., 1986)) previene
la muerte programada (apoptosis) de las células B del centro germinal (Liu, et al., 1989) y se ha demostrado que
induce la proliferación, diferenciación y crecimiento a largo plazo de células B humanas (Banchereau, et al., 1991a;
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Banchereau, et al., 1991b). El efecto de mAb anti-CD40 sobre la colaboración específica de T-BAM no dio como
resultado una inhibición general de la capacidad de respuesta de la célula B, ya que se descubrió que el efecto de
anti-CD40 en la expresión de CD23 es aditivo con dosis submáximas de rIL-4. Además, parecía que los mAb contra
CD40 mimetizaban el efecto de D1.1 cuando se presentaban sobre receptores Fc en una capa de fibroblastos murinos
transfectados. Considerados en conjunto, estos hallazgos eran coherentes con la idea de que T-BAM y CD40 pueden
interaccionar entre sí, posiblemente en una relación receptor-contrarreceptor.

Posteriormente se ha identificando un ligando murino para la molécula CD40 por clonación y expresión de una
biblioteca de ADNc murino usando una molécula quimérica de CD40 humana- cadena de Ig. El ADNc del CD40-L
codifica una proteína de la superficie de la membrana de tipo II de 33 kDa (Armitage, et al., 1992). Aunque inicial-
mente se presentó como un nuevo gen, los análisis posteriores de nuestro laboratorio (sin publicar) y de los autores
revelaron que CD40-L está relacionado con TNFα (Farrah, et al., 1992). La idea de que CD40-L es homólogo a TNFα
es interesante, dado que sus receptores, TNFα RI y II, están relacionados con CD40. La interacción de unión de CD40-
L con CD40, junto con la evidencia funcional que relaciona T-BAM con señalización específica de CD40, sugiere que
T-BAM y CD40-L pueden ser moléculas relacionadas. Adicionalmente, se sugiere la relación de CD40 y T-BAM
por sus funciones relacionadas en la activación de las células B y por sus pesos moleculares aparentes similares. Sin
embargo, sigue sin conocerse la relación precisa entre CD40-L y T-BAM.

Por lo tanto, en esta serie de experimentos se examinó la estructura de T-BAM y se aislaron un fragmento de
PCR y un ADNc parcial y se descubrió que codificaba una proteína de la superficie de la membrana de tipo II con
homología significativa con CD40-L (Armitage et al., 1992). Aun así, la evidencia funcional sugiere que T-BAM y
CD40-L son distintas. Sigue existiendo la posibilidad de que T-BAM sea el homólogo humano de CD40-L. Además
de T-BAM y CD40-L, el análisis de transferencia de Southern del ADN genómico humano usando una sonda para T-
BAM sugiere la existencia de otro miembro relacionado de esta familia. En el caso de que se descubra que T-BAM
y CD40-L son homólogos, los datos de Southern sugieren que pueden existir otros dos miembros de dicha forma. La
información estructural aclara varios aspectos moleculares de la función de las células T cooperadoras y sugiere que
al menos dos moléculas de las células T dirigen diferentes respuestas de las células B en interacciones que implican la
vía de señalización de la molécula de CD40.

Materiales y Métodos

Líneas celulares:Los clones de Jurkat D 1.1 y B 2.7 se han descrito (Yellin, et al.; Lederman, et al. 1992).

Aislamiento del péptido T-BAM

Para obtener la proteína T-BAM purificada, se cultivaron células Jurkat D1.1 en Medio de Dulbecco Modificado
por Iscove (Gibco) en suero bovino fetal (Hyclone) al 10% en una “factoría celular” (NUNC) y en 10 matraces
(matraces de 600 ml). Se recogieron 14 x 106 células de estos cultivos mezclados. Los sedimentos celulares se lisaron
en 125 ml de tampón de lisis enfriado con hielo (1% de NP40, Tris 15 mM, NaCl 15 mM, fluoruro de fenilmetil
sulfonilo (PMSF) a 10 µg/ml, EDTA 5 mM, yodoacetamida (IAA) a 10 µg/ml). Los lisados se agitaron vorticialmente
y se mezclaron durante 1 hora en un agitador rotatorio antes de la centrifugación a 7000 rpm durante 20 minutos para
sedimentar el material insoluble. Después se filtró el sobrenadante del lisado secuencialmente a través de filtros de
0,45 y 0,2 µm (Nalgene). El lisado filtrado (80 ml) se diluyó 1:1 con tampón bicarbonato 0,1 M (NaCl 0,5 M, pH 8,3)
antes de la cromatografía de afinidad.

Purificación de T-BAM por cromatografía de afinidad

Los mAbs 5c8 y OKT4 se purificaron en columnas de proteína G (Pharmacia). Los mAbs purificados se unieron
covalentemente a perlas de sepharose 4B activadas con CNBr (Pharmacia, Uppsala, Suecia) incubando el mAb (3,88
mg/2 ml de 5c8 y 3,0 mg/1,5 ml de OKT4) en tampón de unión (tampón bicarbonato 0,25 M, NaCl 0,5 M, pH 8,75)
con 0,142 gramos de perlas para cada mAb. Las soluciones de mAb se hicieron reaccionar con las perlas durante 3
horas a temperatura ambiente y se inactivaron en Tris 0,2 M, pH 8,0 durante 3 h. Las perlas cubiertas de mAb se usaron
para obtener un gel de 0,5 ml en columnas cortas (Schleicher y Schuell) y se lavaron alternativamente con tampón de
unión bicarbonato y con tampón de elución (tampón acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4.0)

Para purificar T-BAM, los lisados de D1.1 se preaclararon pasándolos a través de la columna de OKT4 antes de su
paso a través de la columna de 5c8. Después de que el lisado hubo pasado a través de las dos columnas, la columna de
mAb 5c8 se lavó con 200 ml de tampón bicarbonato antes de la elución con acetato 0,1 M, pH 4,0 en fracciones de 0,5
ml en tubos de polipropileno cónicos de 15 ml (Sarstadt, Princeton, NJ). La proteína de cada fracción se precipitó con
aproximadamente 5 ml de acetona a -20ºC durante toda la noche. El precipitado después se recogió por centrifugación
a 3000 g y se secó al aire.

Secuenciación del NH2-terminal del péptido T-BAM

Los precipitados de acetona de cada fracción de la columna se resuspendieron en 60 ml de tampón de carga en el
gel (instrucciones de Bio-Rad), se cargaron en un gel de 20 cm de PAGE-SDS al 12,5% en un aparato de electroforesis
vertical de BioRad y se sometieron a 100 V durante aproximadamente 6 h y, después, se transfirieron a un papel de
PVDF ProblottTM (Advanced Biosystems, Seattle WA) en tampón CAPS durante 90 minutos a 70 voltios en un aparato
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de Biorad Trans Blot. La transferencia se optimizó usando los patrones de proteínas premarcados (patrón de bajo peso
molecular y de alto peso molecular (Biorad, Rockville Center, NY)).

Después de la transferencia, las bandas de proteínas se tiñeron con azul de comassie R-450 y la membrana se
secó al aire. Se cortó con una cuchilla de afeitar una banda de 31 kD (p31K), correspondiente con la migración
relativa de T-BAM, y se sometió a 20 ciclos de secuenciación en un secuenciador de fase gaseosa Applied Biosystems
470A/analizador PTH 120A de la Dra. Mary-Ann Gavinovitch, del Protein Core Facility, Howard Hughes Medical
Institute, Columbia University (Secuencia nº. S01220, 28/4/92). La secuencia NH2-terminal determinada fue (M)IE
(T)YNQ(Q)SP(PXAAS) (SEC ID Nº. 11).

Construcción y selección de una biblioteca de ADNc

Se aisló el ARN poli A+ de D1.1 por FAST-TRACK (Invitrogen) y se generó una biblioteca de λ-gt11 usando
un oligo-dT como cebador, que contenía aproximadamente 4 x 106 clones independientes, usando los brazos de λ de
Stratagene (San Diego, CA) por el protocolo de Pharmacia.

A partir de una biblioteca amplificada se seleccionaron aproximadamente 1 x 106 placas, se identificaron 8 clones
independientes y cada placa se purificó por 4 subclonaciones en YT1090 (Invitrogen, San Diego, CA).

Síntesis de oligos

Los oligodexosinucleótidos siguientes se sintetizaron en un sintetizador de ADN de Applied Biosystems, modelo
380B por la Protein Chemistry Core Facility, Howard Hughes Medical Institute/Columbia University.
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Reacción en Cadena de la ARN Polimerasa

Se aisló ARN poli A+ a partir de 5 x 108 células D1.1 y el ADNc se preparó por transcripción inversa de apro-
ximadamente 1,0 µg de ARN total usando 200 unidades de la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina
de moloney (MMLV) (Bethesda Research Labs (BRL®), Bethesda, MD) durante 30 min a 42ºC en una reacción que
contenía 5 pM del cebador de CD40L (369-348) en 20 ml de un tampón que contenía Tris-HCl 50 mM, pH 8,3, KCl
75 mM, MgCl2 3 mM, DTT 10 mM y 20 unidades de ARNsin (Pharmacia®). La reacción se calentó a 95ºC durante
5 min para inactivar la enzima. La primera cadena se amplificó por PCR en las siguientes condiciones: la fase inicial
de desnaturalización del molde (8 min a 94ºC) seguida de 30 ciclos repetidos de 2 min a 55ºC (hibridación), 2 min a
72ºC (desnaturalización) usando 2,5 unidades de ADN polimerasa de Taq (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT), dATP,
dCTP, TTP y dGTP, a 200 mM cada uno (Perkin-Elmer Cetus) y 5,0 pM de los cebadores de CD40L (11-31) y CD40L
(369-348) en un volumen final de 100 ml de tampón de PCR (Tris-HCl 10 mM, pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM,
gelatina al 0,001%). Después de la amplificación, las muestras se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
1,0% y se tiñeron con bromuro de etidio.

Subclonación

Se generó BluescriptTM/p3.1 por unión de extremos romos de productos de PCR en BluescriptTM (Promega) dige-
rido con EcoR5. BluescriptTM/p5-1 se generó por unión durante una noche de los productos de digestión de EcoR1 de
maxipreps del ADN del fago λ gt-11 en BluescriptTM 11 SK+ (Promega)digerido con EcoR1, que previamente se había
tratado con fosfatasa de intestino de ternero. Las uniones en BluescriptTM se llevaron a cabo con la ADN ligasa de T4
en E. coli competente y se cultivaron en placas con ampicilina (25 µg/ml).

Selección de las bibliotecas de λ gt-11

Las sondas generadas por PCR se marcaron radiactivamente por el método de hexámero aleatorio y se usaron para
la selección de las placas de λ gt-11.

Secuenciación del ADN

La secuenciación del ADN se llevó a cabo en un secuenciador automático de ADN de Applied Biosystems, en el
Comprehensive Cancer Center Core Facility, Columbia University.

Transfección de células 293

2 x 106 células 293 se dispondrán en placas Petri de 100 mm durante 48 horas antes de la transfección. Las células
se alimentarán con medio fresco 1 h antes de la transfección. Se prepararán precipitados de fosfato cálcico usando 20
mg de ADN plasmídico por placa. Después de 15 h a 37ºC en CO2 al 5%, las células se alimentarán con medio fresco.
Treinta y seis horas después de la transfección, las células se recogerán por tratamiento con tripsina-EDTA (Gibco,
Grand Island, NY) durante 30 seg y se examinarán por FACS.

Anticuerpos monoclonales. El mAb 5c8 (IgG2a) se ha descrito (Lederman, et al. 1992). El mAb 5c8 se ha descrito.
El mAb OKT4 (anti-CD4) está disponible en la American Type Culture Collection (Manassas, VA). Todos los mAb
se purificaron a partir de líquido ascítico por columnas de proteína A (Biorad, Rockville Center, NY) o de proteína G
(Pharmacia, Upsula, Suecia).

Resultados

T-BAM es una proteína de superficie inducida por activación en las células T CD4+ que media una señal depen-
diente de contacto para la diferenciación de células B y la secreción de IgG. T-BAM se identificó por el mAb 5c8 que
se une a T-BAM en un subclón de Jurkat funcionalmente único, D1.1, que expresa constitutivamente T-BAM.

En el presente informe, la estructura de T-BAM se estudió por química de proteínas y por aislamiento de ADNc
que codifica para T-BAM.

La proteína T-BAM se purificó por cromatografía de afinidad usando el mAb 5c8 para purificar por afinidad la
proteína T-BAM de los lisados de las células D1.1. La secuencia de aminoácidos NH2-terminal de la proteína T-
BAM aislada se determinó por microsecuenciación automática y esta secuencia se usó para diseñar una sonda oli-
gonucleotídica degenerada (T-BAM.2). En la orientación antisentido, la sonda oligonucleotídica degenerada marcada
en el extremo se usó como sonda en transferencias de Northern de las células D1.1 T-BAM+ así como para la línea
celular Jurkat B2.7 T-BAM− de control. La sonda antisentido hibridaba en las células D1.1 que expresaban T-BAM
con una especie de ARNm de aproximadamente 2 kB, pero no con el ARNm aislado a partir de las células Jurkat no
cooperadoras T-BAM− de control.

En este momento, Armitage et al. (1992) han publicado la secuencia de un ligando para las moléculas murinas
CD40. Hay que destacar que esta molécula tenía una función relacionada y, de manera interesante, tenía una alta
homología de la secuencia NH2-terminal. La comparación de las dos secuencias se muestra a continuación:
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Aunque la estrategia inicial de clonación de T-BAM implicaba el uso de un oligonucleótido degenerado (T-BAM.2)
para seleccionar una biblioteca de ADNc de D1.1 en λ gt-11, la relación de secuencia de T-BAM y CD40-L sugería
la posibilidad de que su relación de secuencia pudiera utilizarse para generar una sonda de ADN más larga y de doble
cadena. Apoyando esta idea de que el extremo NH2-terminal de CD40-L codifica la cola citoplasmática de una proteína
de membrana integral de tipo II y, por analogía, el extremo NH2-terminal de T-BAM altamente homólogo podría ser
una cola citoplásmica que está altamente conservada entre isoformas de proteínas relacionadas.

Por lo tanto, la nueva serie de experimentos se dirigió hacia si un par de sondas oligonucleotídicas derivadas de la
secuencia murina del ADNc de CD40L (de las regiones citoplásmica y proximal de membrana) podrían amplificar una
secuencia homóloga del ADNc de T-BAM. Por lo tanto, la PCR-ARN del ARNm de D1.1 se llevó a cabo sintetizando
primero un ADNc cebado con CD40L (369-348) y amplificado después con los cebadores CD40L (11-31) y CD40L
(369-348). Esta reacción amplificaba un fragmento de aproximadamente 330 pb a partir del ARN de D1.1. El producto
de PCR se subclonó por unión de extremos romos en Bluescript y de cuatro insertos secuenciados en una dirección, se
identificó un clon, p3-1/BluescriptII SK+ que era un inserto de 330 kB, homólogo en aproximadamente un 85% con el
CD40-L murino.

El plásmido p3-1/Bluescript II SK+ se depositó el 16 de noviembre de 1992 en la American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Blvd, Manassas, VA 20110-2209, U.S.A., según las disposiciones del Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de
Patentes. Al plásmido p3-1/Bluescript II SK+ se le concedió el número de acceso de la ATCC (75355).

A continuación se muestra la comparación de la secuencia de CD40-L y la amplificación del producto de PCR, p3-
1:
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Además, en el análisis de Northern que comparaba ARN de D1.1, el clon de Jurkat T-BAM− B2.7 y ARN de
control de la línea celular B RAMOS, la sonda p3.1 hibridaba con una especie de ARNm de 2 kb exclusivamente en
la línea celular D1.1. Considerados en conjunto con el análisis de Northern de la sonda antisentido T-BAM.2 y con
los datos de proteína de que T-BAM se expresaba exclusivamente en D1.1 pero no en células Jurkat B2.7, estos datos
sugerían que el inserto de 330 pb podría proceder del ADNc de T-BAM.

Por lo tanto, este inserto de aproximadamente 330 pb se usó como sonda para la selección de los clones de λ
gt-11 de la biblioteca de ADNc de D1.1. Dicha selección con el inserto de 330 pb como una sonda hexamérica
marcada aleatoria, identificó 9 clones independientes λ gt-11 que contenían insertos que variaban en tamaño entre 1,8 y
2,4 kB.

La PCR del ADN del fago se llevó a cabo usando sondas que hibridaban con las regiones del ADN del fago
que flanqueaban el inserto y puso de manifiesto que los clones contenían insertos en el intervalo de tamaños de
1,8-2,1 kB. Dada la observación de que el tamaño del ARNm de T-BAM, usando el oligo antisentido derivado de
la secuencia NH2-terminal por análisis de Northern, era de aproximadamente 2 kB, es probable que los clones más
grandes representen un ADNc de longitud completa o un ADNc de longitud casi completa del ARNm que codifica para
T-BAM.

En cada uno de los nueve clones, la liberación del inserto de EcoR1 (por digestión con EcoR1) puso de manifiesto
que los ocho insertos contenían un sito interno para EcoR1, ya que en todos los casos se obtuvieron dos fragmentos. En
el caso del clon 1-1b de λgt-11 (que tenía el inserto más largo de 2,1 kb por PCR), los dos fragmentos generados por
EcoR1 eran de 1,3 kB y 0,8 kB. Estos dos fragmentos se clonaron en el producto de digestión de EcoR1. Bluescript II
SK+ tratado con fosfatasa de intestino de ternero generaba pl-lb(1,3 kb)/Bluescript II SK+ y p1-1b(0,8 kb)/Bluescript
II SK+.

Los plásmidos p1-1b (1,3 kb)/Bluescript II SK+ y p1-1b (0,8kb)/Bluescript II SK+ se depositaron el 13 de no-
viembre de 1992 en la American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd, Manassas, VA 20110-
2209. U.S.A., según las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de
Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de Patentes. Al plásmido p1-1b (1,3 kb)/Bluescript II SK+
se le concedió el número de acceso de la ATCC (75355) y al plásmido p1-1b (1,3 kb)/Bluescript II SK+ se le concedió
el número de acceso de la ATCC (75356).

La secuencia de ADN parcial del inserto de 0,8 kB puso de manifiesto que tenía un solapamiento significativo de
aproximadamente 150 pb con el producto de PCR clonado p3-1. La comparación se muestra continuación:

Además, el extremo 5’ terminal del p1-1b (0,8 kB) está aproximadamente a 200 pb 3’ del primer codón de la
proteína madura. Esto nos da las orientaciones de los clones con respecto al ADNc de longitud completa como se ve
a continuación:
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Este mapa se basa en la suposición de que el p1-1b (1,3 kb) deriva de secuencias de la UT-3’ (región no traducida)
de T-BAM, ya que es relativamente poco común que los mensajeros tengan una región UT-5’ tan larga. Como apoyo
adicional de esta suposición, está la observación de que el ADNc relacionado de CD40-L tiene una UT-3’de tamaño
similar (aproximadamente 1 kb).

Por lo tanto, puede obtenerse el ADNc de longitud completa por la combinación del producto de PCR clonado (p3-
1) y del ADNc clonado (p1-1b (0,8 kb)) que juntos probablemente contienen la región codificante entera del ADNc de
T-BAM, dado el tamaño de la proteína madura (30 kDa) y ya que el producto de PCR se obtuvo a partir de la secuencia
NH2-terminal. Además, es probable que el ADN clonado que hemos suministrado codifique todos los aminoácidos
que se usarían en una forma recombinante soluble de la molécula.

Probablemente, para la expresión de T-BAM no es necesario p1-1b (1,3 kB), ya que codifica la región UT-3’ del
ADNc. Sin embargo, es probable que la región UT 3’ del ADNc esté implicada en la regulación de la expresión de
T-BAM, por analogía con otras regiones UT-3’ y, por tanto, p1-1b (1,3 kB) será importante en estudios futuros para
establecer el papel de la región UT-3’ en funciones reguladores.

Para generar un clon que dirija la expresión de T-BAM, se generará un fragmento de PCR clonado similar a p3-1,
pero que además tenga la secuencia líder murina de muCD40-L hibridada por PCR con los cebadores mu12/T-BAM.2
y con la secuencia 3’ de T-BAM. Es de esperar que la secuencia líder del CD40-L murino sea suficiente para permitir
la expresión del clon T-BAM. Dicho fragmento codificaría aproximadamente 60 aa del NH2-terminal que incluyen el
fragmento (5’-200 pb) perdido en p1-1b (0,8 kB) y flanquearía un sitio BstYI (a aproximadamente 220) en la región
de solapamiento de p1-1b (0,8 kB) y el producto de PCR. Si después del mapeo de restricción (y secuenciación), este
sitio BstYI no parece ser el único de ambos fragmentos, entonces es que existen otros sitios cercanos.

38



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 207 634 T5

Después, este fragmento se unirá a p1-1b (0,8 kB) por digestión de p1-1b (0,8 kB) con BstYI y por digestión
del fragmento de PCR con BstYI y EcoR5 para la clonación direccional (extremos romos). El fragmento del inserto
resultante (que contiene el líder murino de 15 pb -fragmento de PCR de 200 pb- y los 600 pb de BstYI/p1-1b (0,8
kB) se clonará de forma direccional desde un vector intermedio en un vector de expresión para dirigir la síntesis de la
proteína T-BAM.

Una vez que el clon de longitud completa se ha unido a dicho vector de expresión, puede transfectarse de forma
transitoria en una línea celular de fibroblastos (tal como las células 293) y después comprobarse la expresión de T-
BAM por FACS. Además, los fibroblastos que expresan T-BAM pueden cultivarse con linfocitos B humanos en reposo,
o el clon RAMOS 266 y después puede estudiarse la inducción de la expresión de CD23 de superficie en las células
B.

Para determinar la secuencia del ADNc de longitud completa de T-BAM, en última instancia se construirá una
nueva biblioteca de λ gt11 usando el ARNm de D1.1. La biblioteca de ADNc de T-BAM se ceba con un oligonucleóti-
do específico para la secuencia de T-BAM derivado del fragmento p1-1b (0,8 kB). Esta biblioteca se seleccionará con
el inserto de p3-1 para obtener clones λ gt11 que codifiquen para la región 5’ del ADNc de T-BAM. Se determinarán
las secuencias de ADN de este nuevo inserto más las del p1-1b (0,8 kB) y del p1-1b (1,3 kB). El análisis de la nueva
secuencia ADNc 5’ debería poner de manifiesto la secuencia peptídica del NH2-terminal.

La estructura del inserto de longitud completa incluyendo p1-1b (1,3 kB) también puede determinarse llevando a
cabo una PCR del ADN λgt-11 del clon 1-1b, seguido de la clonación de extremos romos de este fragmento en Blues-
cript. Se determinará la secuencia del ADN de longitud completa de este fragmento de PCR clonado. La comparación
de esta secuencia con la de los insertos 1,3 y 0,8 kB de p1-1b (1,3 kB) y p1-1b (0,8 kB) facilitará la determinación de
la orientación correcta 5’-3’ de p1-1b (1,3 kB). Para generar un clon de ADNc de longitud completa a partir de estos
fragmentos, se liberará el inserto de 1,3 kB por digestión con EcoR1 del clon p1-1b (1,3 kB)/Bluescript II SK+ y se
purificará por gel. Después, se llevará a cabo la digestión parcial con EcoR1 del plásmido p1-1b (0,8 kB)/Bluescript
II SK+ y las formas linealizadas se purificarán en gel. Después, el inserto EcoR1 de 1,3 kB se unirá al plásmido p1-
1b (0,8 kb)/Bluescript SK+ parcialmente digerido (linealizado) y se utilizará para transformar bacterias competentes.
Los mapas de restricción detallados de los clones de esta transformación permitirán la identificación de un inserto de
ADNc de longitud completa que tiene unidos juntos los insertos 1,3 y 0,8 kB en las orientaciones correctas. Entonces
se secuenciará este inserto de longitud completa (pT-BAM/Bluescript II SK+) para confirmar que contiene los dos
insertos en la orientación correcta. Después, el polienlazador en Bluescript nos permitirá clonar de forma direccional
estos fragmentos en un vector de expresión eucariótico tal como pCDNA-1. Este pCDNA-1/pT-BAM después se uti-
lizará para transfectar fibroblastos, tal como las células 293, en los que se podrá estudiar la expresión de la proteína T-
BAM de superficie.

Podría haber problemas imprevistos en la expresión de este clon. Habrá casos en los que algunas de las secuencias
no traducidas 5’ o 3’ se habrán eliminado para permitir la expresión. Esto puede lograrse fácilmente usando la infor-
mación obtenida de la secuencia. Además, hay casos raros en los que un clon de ADNc tal como pT-BAM/pCDNA-
1 puede tener errores de secuencia como resultado de la generación original de la biblioteca (típicamente la reacción
de la transcriptasa inversa). En este caso, los otro ocho clones λ gt-11 se estudiarán de un modo análogo al que se ha
descrito anteriormente en la presente invención y se reconstruirán estos clones para generar plásmidos de expresión
para T-BAM.

El análisis de secuencia del clon ha puesto de manifiesto hasta ahora una glicoproteína de superficie de la membrana
de tipo II con homología con el CD40-L murino, una molécula de células T murinas activadas que dirige la secreción
de IgE. Estas dos proteínas son miembros de la superfamilia del TNFα que incluye citoquinas y moléculas efectoras
de la superficie de la célula con una amplia diversidad de funciones inmunológicas y de otro tipo.

Para determinar si existen otros genes relacionados, se usó como sonda el inserto de 330 pb del clon p3-1/Blues-
cripts II SK+ en una transferencia de Southern de ADN humano (para células HeLa). Curiosamente se observaron tres
bandas. Considerados junto con la idea de que T-BAM y CD40-L probablemente justifican dos de estas bandas, estos
datos sugieren que al menos existe otro miembro de esta familia de moléculas de “T cooperadoras efectoras”. O, como
alternativa, aunque las propiedades funcionales de T-BAM y CD40-L son distintas, sigue existiendo la posibilidad de
que T-BAM sea el homólogo humano de CD40-L. Si se demuestra que T-BAM y CD40-L son homólogas, los datos
de Southern sugieren que pueden existir otros dos miembros de dicha forma de molécula cooperadora.

Discusión

En el presente trabajo, se han obtenido un producto de PCR y clones de ADNc que juntos codifican T-BAM, una
proteína de la superficie celular de los linfocitos T CD4+ que dirige la diferenciación de las células B.

Se descubrió que T-BAM es un miembro de la superfamilia de genes de TNFα. De forma muy significativa, T-
BAM está relacionada con el recientemente identificado CD40-L de ratón (Armitage, et al. 1992), especialmente en
las regiones citoplásmica, transmembrana y de tallo, siendo la identidad de secuencia entre T-BAM humana y CD40-
L murino de aproximadamente el 85%. Estos nuevos datos sugieren que T-BAM y CD40-L son isoformas estructu-
ralmente distintas de moléculas de superficie de las células T que inducen a las células B, aunque una confirmación
directa de dicha idea requerirá la identificación de homólogos murino y humano de ambas isoformas y, en particular,
la secuenciación de la región codificante en el resto del clon p1-1 (0,8 kB).
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Los datos previos han sugerido que T-BAM y CD40-L están relacionadas, pero son funcionalmente distintas.
Mientras que T-BAM dirige la síntesis de IgG, CD40-L dirige la síntesis de IgE (Armitage, et al. 1992). Reciente-
mente, la restricción de la función cooperadora de T-BAM para IgG ha tomado fuerza tras la observación de que D1.1
en presencia de rIL4 induce un clon IgM+ de la línea celular de linfoma B RAMOS a experimentar exclusivamente
un cambio de clase a IgG1, y no a IgE o a otros isotipos (no publicado). En estos experimentos, se cultivaron células
RAMOS (30 células por pocillo) durante dos a tres semanas sobre una capa alimentadora de 100 células D1.1 tratadas
con mitomicina C, y se estudió por ELISA en los sobrenadantes de cultivo el isotipo y subclase de Ig específica secre-
tada. Las células RAMOS se diferenciaban en líneas celulares secretoras de IgG1 sólo en presencia de células D1.1 y
de rIL-4 (4/15 en el experimento 1 y 19/59 clones en el experimento 2). Por el contrario, las células B2.7 no inducían
diferenciación ni cambio de isotipo. Además, la IL-4 recombinante era necesaria para el cambio de isotipo. Además,
no se indujo el cambio a IgE en las células RAMOS. Estos datos sugieren que T-BAM y CD40 son isoformas de
moléculas de superficie de la célula T que inducen a las células B, que dirigen la expresión de distintos isotipos de Ig.

A este respecto, es interesante que el mAb anti-CD49 haya demostrado que induce la proliferación, diferenciación y
producción de Ig policlonal que incluye todos los isotipos de Ig (Banchereau, et al. 1991a; Banchereau, et al. 1991b).
También es interesante el hecho de que las dos moléculas parecen tener importantes interacciones en las células B
que implican a la molécula CD40. En el caso de CD40-L, CD40-L y CD40 parecen tener relaciones de receptor y
correceptor (Armitage, et al. 1992). En el caso de T-BAM, dicha relación se sugiere por el bloqueo recíproco de
sus funciones por mAb contra las dos estructuras diferentes, sin embargo, no hay indicios directos de que exista una
relación entre receptor y ligando. Considerados junto con sus diferencias funcionales, estos datos sugieren que CD40-
L y T-BAM tienen consecuencias funcionales distintas, a pesar del hecho de que ambas parezcan interaccionar con la
molécula de CD40 en las células B.

Además de sus distintos efectos sobre los isotipos de los anticuerpos, T-BAM y CD40-L tienen patrones de expre-
sión y requisitos para la proliferación de células B diferentes. Las cinéticas de expresión en la superficie de las células
del Ag 5c8 tras la estimulación con PHA y PMA son relativamente únicas, ya que la expresión máxima se produce
después de 6 h, pero va seguida de una regulación negativa que tiene como resultado una línea basal de expresión (no
expresión) a las 24 h (Lederman, et al. 1992). Por el contrario, CD40-L parece prolongarse durante más de 72 horas
ante estímulos similares. Además, las células T-BAM+ D1.1 inducen la expresión en células B sólo en el contexto de
rIL4 o PHA, mientras que los transfectomas CD40-L+ inducen la proliferación de células B en ausencia de citoquinas
o lectinas añadidas (Armitage, et al. 1992). Considerados en conjunto, estos datos sugieren que las señales proporcio-
nadas por CD40-L y T-BAM a las células B son distintas y, por lo tanto, son coherentes con la sugerencia estructural
de que estas moléculas son isoformas distintas con funciones relacionadas pero distintas.

La molécula de CD40 en las superficies de células B humanas tiene funciones de señalización interesantes relevan-
tes para la diferenciación de las células B de los ganglios linfáticos (Clark, et al., 1986; Clark, et al., 1988; Ledbetter,
et al., 1987; Ledbetter, et al., 1986), ya que un anti-CD40 (mAb G28-5 (Clark, et al., 1986)) impide la muerte progra-
mada (apoptosis) de las células B del centro germinal (Liu, et al., 1989). A este respecto, es interesante que CD40 sea
homólogo a FAS (Itoh, et al., 1991), el receptor de la superficie de las células T y B para señales de apoptosis. Hasta
el punto de que las interacciones T-B en los órganos linfoides implican apoptosis, estos datos sugieren que además de
interaccionar con moléculas de CD40, T-BAM puede interaccionar con FAS (Itoh, et al, 1991). De hecho, reciente-
mente hemos observado que el mAb anti-FAS (Apo-1) (Oehm, et al., 1992; Itoh, et al., 1991) inhibe parcialmente el
efecto de D1.1 de inducción de CD23 en RAMOS 266 y en células B (observaciones no publicadas). La idea de que
T-BAM puede interaccionar tanto con CD40 como con FAS sugiere la idea de que CD40 y FAS pueden ser estructuras
receptoras distintas, o pueden formar un receptor heterodimérico. Se sabe que algunas de las moléculas similares a
TNFαR existen como multímeros - posiblemente homodímeros en el caso de CD27 (Camerini, et al., 1991). La inte-
racción de moléculas similares a TNFα con receptores multiméricos también se sugiere por las estructuras triméricas
compartidas de TNF (Hakoshima, et al., 1988; Smith, et al., 1987) y por NGF (McDonald, et al., 1991), los únicos
miembros de esta familia cristalizados. Es evidente que FAS y TNFαR pueden formar heterodímeros, ya que estas
moléculas se comodulan en la superficie de los linfocitos por anticuerpos anti-FAS (Yonehara, et al., 1989). El hecho
de que un solo ligando similar a TNFα (CD40) pueda interaccionar con múltiples ligandos, incluyendo heterodímeros
mixtos de moléculas similares al TNFα-R, también se sugiere por otros ejemplos de moléculas similares a TNFα. Por
ejemplo, TNFα y TNFβ (linfotoxinas) reaccionan con dos cadenas distintas del TNFαR (I y II) (Goodwin, et al., 1991;
Rothe, et al., 1991; Nophar, et al., 1990, Engelmann, et al., 1990; Lewis, et al., 1991; Himmler, et al., 1990; Umiel,
et al., 1987; Heller, et al., 1990; Gray, et al., 1990; Smith, et al., 1990; Loetscher, et al., 1990; Dembic, et al., 1990)
y, además, análisis bioquímicos han sugerido una combinación heterodimérica de estas cadenas (Nophar, et al., 1990;
Engelmann, et al., 1990). En conjunto, estas observaciones sugieren que los miembros de las familias del TNFα y
TNFαR, generalmente pueden interaccionar con combinaciones de receptores relacionados para señalizar vías carac-
terísticas de las células B. Otra propiedad que parece ser una característica compartida por los miembros de la fami-
lia de TNFα es que TNFαR, CD40 y FAS son todos receptores para señales de apoptosis (Watanabe, et al., 1992).

Los muchos ejemplos de interacciones similares a TNFα y similares a TNFαR que operan entre las células T y
B se muestran a continuación en la tabla 6. Con respecto a las propiedades y funciones de las moléculas similares
a TNFα, no se conoce la función precisa de CD38 (Jackson, et al., 1990) y aunque se ha publicado que NGF tiene
efectos sobre la diferenciación de células B (Kimata, et al., 1991; Otten et al. 1989), actualmente no se entiende el
papel de las interacciones NGF-NGFR (Sehgal, et al.,1989; Chao, et al., 1986; Jonson, et al., 1986) en la fisiología de
la célula B. Entre las moléculas similares a TNFαR, actualmente se desconocen las funciones de CD27 y Ox40, pero
resulta interesante que CD27 (Camerini, et al., 1991) se exprese como dos formas y la expresión de Ox40 (Mallett, et

40



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 207 634 T5

al., 1990) esté restringida a células T CD4+ y no a CD8+. Ambas moléculas se inducen por la activación de células T.
Actualmente se desconocen las funciones fisiológicas del “antígeno de Hodgkin” CD30 (Durkop, et al., 1992).

TABLA 6

Miembros de las familias TNFα y TNFαR en células T y B implicados en las interacciones
de la superficie celular
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Una característica interesante de varios miembros de la familiar TNFα es que la escisión proteolítica de la forma
procitoquina de superficie de TNFα genera la forma soluble de la citoquina del TNFα. Estudios futuros determinarán
si T-BAM se escinde por proteasas y qué papel, si se identifica, puede jugar T-BAM soluble en las interacciones T-B.
También es interesante que las moléculas de TNFαR (Umiel, et al.; 1987; Heller, et al., 1990; Gray, et al., 1990) y de
CD27 (Loenne, et al., 1992; DeJong, et al., 1991) tengan formas solubles, lo que sugiere que pueden existir formas
solubles de la molécula CD40 y también podrían tener un papel en las interacciones T-B.

El reciente artículo sobre otro CD40-L murino que tiene un peso molecular considerablemente mayor que CD40-L
(39 kDa frente a 33 kDa) ha sugerido una complejidad adicional en las interacciones de las moléculas de la superficie
de la células T con CD40 de la célula B (Armitage, et al., 1992; Noelle, et al., 1992). Sin embargo, su estructura
precisa o su relación con T-BAM o CD40-L actualmente se desconocen.

Aunque se han descrito otras diversas moléculas de la superficie de las células B que pueden jugar papeles en la
recepción de las señales dependientes de contacto en tejido linfoide, sin embargo, el efecto de mAb 5c8 en la inhibición
de las interacciones de células B-D1.1 parece ser relativamente único entre los anticuerpos ensayados, ya que anti-
CR2, anti-LFA1, anti-LFA3 o anti-ICAM no tienen efectos sobre las interacciones de D1.1 con las células B. Por lo
tanto, la etapa dependiente de T-BAM de las interacciones T-B parece ser una etapa discreta en la función efectora
cooperadora.

La naturaleza transitoria de la expresión de T-BAM, sugiere que puede jugar un papel en la estabilización del “par
afín” T-B. Esta asociación física de las células T CD4+ específicas de péptido activadas con una célula B específica de
proteína nativa “afín” parece ser la base molecular de lo que fisiológicamente se define “puente de antígeno”.

Además, para clarificar la relación entre T-BAM y CD40-L, la disponibilidad de un ADNc que codifica T-BAM
nos ha permitido identificar genes homólogos en otras especies, especialmente en ratón, en el que los aspectos fisioló-
gicos de las funciones de T-BAM pueden ser abordados por sobreexpresión (en transgénicos) o por disrupción génica
dirigida. Además, la disponibilidad de sondas de ADNc específicas de T-BAM facilitará el análisis de la regulación
de la expresión de T-BAM a nivel transcripcional, además de proporcionar un medio de estudio por manipulaciones
genéticas de los determinantes estructurales de las propiedades funcionales de T-BAM.

Además de sus funciones en la fisiología inmune, ciertos miembros de la familia TNFαR parecen ser utilizados
por patógenos virales. El virus del mixoma expresa una proteína secretada homóloga a TNFαR que está implicada en
la virulencia viral (Upton, et al, 1991). Además, una proteína codificada por una fase de lectura abierta del virus del
fibroma de Shope es homóloga a TNFαR (Smith, et al., 1990). Por lo tanto, un aspecto adicional para entender estas
moléculas puede ser la identificación o caracterización de nuevos virus que utilizan dominios funcionales de moléculas
tales como T-BAM para inducir una patología inmune, por ejemplo en enfermedades autoinmunes.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une específicamente y forma un complejo con la proteína 5c8 localizada en la
superficie de células T activadas, inhibiendo de ese modo la activación por células T de células B, siendo la proteína
5c8 una proteína a la que se une específicamente el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº
de Registro de la ATCC HB 10916.

2. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 1, en el que dicha célula T activada es una célula T CD4+ que
tiene función de célula T cooperadora.

3. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 1, donde dichas células B son células B en reposo.

4. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 1, donde dichas células B son células B sensibilizadas.

5. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho anticuerpo monoclonal
se une específicamente al epítopo al cual se une específicamente el anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el
hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC ATCC HB 10916.

6. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho anticuerpo monoclonal
es un anticuerpo monoclonal murino.

7. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho anticuerpo monoclonal
es un anticuerpo monoclonal humano.

8. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho anticuerpo monoclonal
es un anticuerpo monoclonal quimérico.

9. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho anticuerpo monoclonal
es un anticuerpo monoclonal humanizado.

10. El anticuerpo monoclonal 5c8 producido por el hibridoma con el Nº de Registro de la ATCC Nº HB 10916.

11. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicho anticuerpo monoclonal
se conjuga con un agente terapéutico.

12. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 11, donde dicho agente terapéutico es un radioisótopo, toxina,
toxoide o agente quimioterapéutico.

13. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicho anticuerpo monoclonal
se marca con un marcador detectable.

14. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 13, donde dicho marcador detectable es un isótopo radiactivo,
enzima, colorante o biotina.

15. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicho anticuerpo monoclonal
se conjuga con un agente de formación de imágenes.

16. El anticuerpo monoclonal de la reivindicación 15, donde dicho agente de formación de imágenes es un radioi-
sótopo.

17. Un hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de la reivindicación 1.

18. El hibridoma de la reivindicación 17, donde dicha célula de hibridoma produce el anticuerpo monoclonal 5c8
y tiene el Nº de Registro de la ATCC ATCC HB 10916.

19. Una composición farmacéutica que contiene el anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 16 y un vehículo farmacéuticamente aceptable.

20. Uso de un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y de un vehículo farmacéu-
ticamente aceptable en la fabricación de una composición farmacéutica para inhibir la activación de las células B de
un animal.

21. El uso de la reivindicación 20, donde dichas células B son células B en reposo.

22. El uso de la reivindicación 20, donde dichas células B son células B sensibilizadas.
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23. Uso de un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y de un vehículo farmacéu-
ticamente aceptable en la fabricación de una composición farmacéutica para inhibir una respuesta autoinmune en un
animal que sufre una enfermedad autoinmune.

24. El uso de la reivindicación 23, donde dicha enfermedad autoinmune es artritis reumatoide, miastenia grave,
lupus sistémico eritematoso, enfermedad de Graves, púrpura trombocitopénica idiopática, anemia hemolítica, diabetes
mellitus o una enfermedad autoinmune inducida por fármacos.

25. El uso de la reivindicación 24, donde dicha enfermedad autoinmune inducida por fármacos es lupus inducido
por fármacos.

26. Uso de un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y de un vehículo farmacéu-
ticamente aceptable en la fabricación de una composición farmacéutica para inhibir una respuesta inmune humoral en
un animal.

27. Uso de un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y de un vehículo farma-
céuticamente aceptable en la fabricación de una composición farmacéutica para inhibir una respuesta inmune en un
animal.

28. Uso de un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y de un vehículo farmacéuti-
camente aceptable en la fabricación de una composición farmacéutica para inhibir el rechazo de órganos en un animal
receptor de un órgano trasplantado.

29. El uso de la reivindicación 28, donde dicho órgano trasplantado es un riñón, corazón o hígado.

30. Uso de un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 de un vehículo farma-
céuticamente aceptable en la fabricación de una composición farmacéutica para inhibir una respuesta alérgica en un
animal.

31. El uso de la reivindicación 30, donde dicha respuesta alérgica es fiebre del heno o una alergia a penicilina.

32. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 31, donde el animal es un mamífero.

33. El uso de la reivindicación 32, donde el mamífero es un ser humano.

34. Una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína de la cadena ligera o la proteína de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

35. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 34, que es una molécula de ADN.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACIÓN GENERAL

(i) SOLICITANTE: Lederman, Seth
Chess, Leonard
Yellin, Michael J.

(ii) TÍTULO DE LA INVENCIÓN: EL ANTICUERPO MONOCLONAL MURINO (5c8) RECONOCE UNA
GLICOPROTEÍNA HUMANA EN LA SUPERFICIE DE LINFOCITOS T.

(iii) NÚMERO DE SECUENCIAS: 16

(iv) DIRECCIÓN DE CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: Cooper & Dunham

(B) CALLE: 30 Rockefeller Plaza

(C) CIUDAD: Nueva York

(D) ESTADO: Nueva York

(E) PAÍS: Estados Unidos de América

(F) CÓDIGO POSTAL: 10112

(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:

(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible

(B) ORDENADOR: PC IBM compatible

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatenIn Release Nº 1.0; Versión Nº 1.25

(iv) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:

(A) NÚMERO DE SOLICITUD:

(B) FECHA DE PRESENTACIÓN:

(C) CLASIFICACIÓN:

(viii) INFORMACIÓN DEL MANDATARIO/AGENTE:

(A) NOMBRE: White, John P.

(B) NÚMERO DE REGISTRO: 28.678

(C) NÚMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 0575/39757-A-PCT

(ix) INFORMACIÓN DE TELECOMUNICACIÓN:

(A) TELÉFONO: (212) 977-9550

(B) TELEFAX: (212) 664-0525

(C) TELEX: 422523 COOP UI

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 1:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 1.
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ATHGARACNT AYAAYCA 17

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 2:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 2:

ATGATHGARA CNTAYAAYCA 20

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 3:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 3:

TGRTTRTANG TYTCDATCAT 20

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 4:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 4:

GCATGATAGA AACATACAGC CAAC 24

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 5:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 5:

AACTGGACTT CCAGCGAGCA T 21

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 6:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 6:

GGATCCTCAT CACCTCTTTG C 21

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 7:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 7:

ACAACGTGTG CTGCAATTTG AGG 23

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 8:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO
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(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 8:

TGACACCAGA CCAACTGGTA ATGG 24

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 9:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 9:

1
Met Ile Glu Thr

5
Tyr Asn Gln Gln Ser

10
Pro Pro Xaa Ala Ala

15
Ser

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 10:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 10:

1
Met Ile Glu Thr

5
Tyr Ser Gln Pro Ser

10
Pro Arg Ser Val Ala

15
Thr

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 11:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 11:

1
Xaa Ile Glu Xaa

5
Tyr Asn Gln Xaa Ser

10
Pro
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(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 12:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 12:

CTTTCAGTCA GC 12

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 13:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 325 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 13:

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 14:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 342 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 14:
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(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 15:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 15:

TGCAACACAG GAGAAAGATC CTTATCCTTA CTGCAACTGT GAGGAGATTA AAA 53

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEC ID Nº. 16:

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) DE MOLÉCULA: ADNc

(iii) HIPOTÉTICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEC ID Nº. 16:

TGCAACACAG GAGAAAGATC CCTTATCCTT ACTGAACTGT GAGGAGATTA AAA 53
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