Universidad Complutense de Madrid
Vicerrectorado de Transferencia del Conocimiento y Emprendimiento
Oficina de Transferencia de Resultados de Investigacién (OTRI)

INMORTALIZACION DE LINFOCITOS B

Descripcion

El virus de Epstein-Barr (EBV) pertenece a la familia de los herpes virus y es el principal causante de la mononucleosis
en humanos. Aproximadamente el 95% de los adultos son portadores de este virus con una alta persistencia de los
titulos positivos para este virus en el huésped a lo largo del tiempo. La linea celular linfoblastoide B95-8 de titi
(marmoset, género Callithrix), que se establecié6 mediante la infeccion de linfocitos B de titi con EBV aislado de un
paciente con mononucleosis infecciosa, es una fuente constante de producciéon de este virus transformante. Hoy dia
se sabe por el perfil de DNA que realmente la linea procede de un mono tamarino de cabeza blanca (Saguinas
oedipus). El virus es capaz de infectar selectivamente a los linfocitos B entre una mezcla de linfocitos T, B y NK
presentes en linfocitos de sangre periférica (PBL), a través del receptor de complemento tipo 2, CR2 (6 CD21).

Como funciona

La inmortalizacién de linfocitos B con EBV se lleva a cabo segln el procedimiento habitual (Fig. 1). Brevemente,
las células se purifican (dia 0) de sangre periférica en un gradiente de Ficoll (GE Healthcare), de los donantes sanos
o de los pacientes. Las células aisladas se resuspenden en sobrenadante de cultivo de B95-8 (que contiene el virus
EBV) en proporcién 1:1 con RPMI-1640 (Lonza), suplementado con 20% de FBS, 1% de glutamina (Gibco), 1%
antibidtico-antimicético (Gibco), y 20 ug/mL de PHA (Sigma-Aldrich). A partir de entonces los cultivos se cambian
1-2 veces por semana durante las 2 primeras semanas con RPMI-1640, suplementado con 20% de FBS, 1% de
glutamina, 1% antibiético-antimicotico. Una vez se empiecen a formar clones linfoblastoides, se fenotipan para
comprobar que son CD19 positivas, y se pueden seguir sub-cultivando en medio completo con 10% de FBS.
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Inmortalizacion de linfocitos B con virus de Epstein-Barr. (1) Aislamiento mediante gradiente de densidad de

las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). (2) Adicidn de sobrenadante de cultivo de células B95-8 que
contienen el virus EBV. (3) El virus EBV infecta especificamente a los linfocitos B a través del receptor CR2/CD21. (4)
Una vez dentro, el EBV transforma los linfocitos B en lineas celulares linfoblastoides B (B-LCL), mientras que el resto

de PBMC que no han sido infectadas mueren (5). (6) Una vez transformadas, las B-LCL proliferan y se expanden.
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Esta técnica preserva genomas funcionales de linaje B y sirve para:
e Ensayo preclinico de farmacos especificos de linfocitos B.
e Preservar defectos intrinsecos B.
e Repositorio de DNA gendmico y de RNA especifico del linaje B.

Dénde se ha desarrollado?

Esta técnica ha sido desarrollada en el Dpto. de Inmunologia de la Facultad de Medicina de Ila
Universidad Complutense (Marin AM, Popova O). El grupo investigador, ademéas de colaborar en la
inmortalizacion de lifocitos B, ha consolidado una linea de investigacion sobre fisiopatologia del linfocito T
humano, realizandose aportaciones significativas en la generaciéon y caracterizacion de modelos in vitro del
desarrollo y la patologia del linfocito T utilizando HTLV-1, un agente inmortalizante equivalente al virus de
Epstein-Barr en linfocitos B. Las células B generadas pueden ayudar a:

e Disponer de material genético para deteccién de mutaciones cuando se parte de muestras escasas
de sangre de pacientes con inmunodeficiencias.

e Base celular y molecular de la Inmunodeficiencia Comun Variable.

Y ademas
Este grupo de investigacion puede ofrecer los siguientes servicios adicionales:
e Generacion de lineas de linfocitos T
Se resuelven problemas de viabilidad

Evaluacioén funcional in vitro del material generado. Ensayos farmacolégicos comparando con
otros linajes (linfocitos B, epiteliales,...)

e Servicio de criopreservacion.

Investigador responsable

José R. Regueiro Gonzalez-Barros: requeiro@med.ucm.es
Departamento: Inmunologia, Oftalmologia y ORL
Facultad: Medicina

Enlace: https://www.ucm.es/ioo/ /t-cell-physiopathology
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