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I. RESUMEN.

Cuando 1las células del mieloma murino LFC-1 son crecidas
en ascitis muestran una resistencia ciclica a 1la 1l{sis por
linfocitos T citotéxicos (LTC's). Las células cosechadas &
afas despues de que haber sido trasplantadas (células
tempranas) son lisadas por los (LTC's), perc si las células
permanecen en su huesped por mas tiempo (células tardfas), se
hacen progresivamente mas resistentes a 1la lisis inmune. E1
fenotip& de resistencia a 1a 1isis es reversible si las
celulas LPC-1 tardfas son trasplantadas a un nuevo huesped,
puestas en cultivo o tratadas con tripsina.

La resistencia a 1la l{sis de las celulas tardfas por
LTC's correlaciona con la produccidn y acumulacidn de una
glicoproteina de 160 000 d (gpl60) rica en acido sialice en la
superficie celular. Esta acumulacidn ocurre sin que disminuya
la cantidad de antigenos H-29.

El objetivo de este trabajo fue el de . estudiar si 1la
accegibilidad de los antigenos H-29 a los LTC'eE se encuentra
disminuida por la presencia de gpl60. Se purificaron los
ant{genos clase I H-2¢ y H-2% asi como 1la glicoproteina

tumoral gpl60,., Se incorporaron Jlas protefnas en membranas



artificiales {liposomas), variando 1la cantidad de gpl6e0 con
respecto a los antigenos H-2 ¥y se midio la capacidad de estos
liposomas para inducir una respuesta de LTC's especificos.

Los resultados mostraron gque aquellos liposomas gue
tienen incorporado H-2<, H-2%, H-29-gp160 (1:1), H-2%-gplé&0
(iﬁl) y H-2+—gpl60 (1:2), son capaces de inducir_una buena
respuesta de LTC's. En contraste los liposomas gque contienen
H-29-gpl60 (1:2) y H-29%ppl60 (1:4) no son capaces de inducir
una respuesta de LTC's.

Estos resultados indican que 1la glicoprotefna tumoral
EP160, enmascara especificamente a los antigenos H-29 del
complejo mayor de histocompatibilidad, impidiende su
reconocimiento ‘por parte de las c¢élulas T citotdxicas,
proporcionande a2 la celula tumoral un mecanismo de escépe de
la respuesta inmune, pefmitiéhdole crecer y reproducirse en su

huesped.



IT. ODUCCION.

1. RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL.

El concepto de que un organismo posee cierfa inmunidad
para defenderse contra de la aparicion de celulas malignas fue
propuesto por Mac Farlane Burnet (12), en s8u teoria de 1a
“vigilancia inmunolodgica". Esta teoria propone que durante lia
vida de un individuo surgen constantemente células malignas
que expresan antigenos especificos, las cuales por lo general
son detectadas y destruldas por el sistema inmunologico. La
respuesta inmune antitumoral:- es llevada a cabo principalmente
por 1los linfocitos T citotduxicos (LTC's), aunque algunos otros
tipos celulares estan también involucrados (ver seccidn
IT.1.8). Para llevar a cabo su funcidn 1litica 1loe LTC's
necesltan reconocer espec{ficamente al antigeno tumoral junto
con un antfgeno del complejo mayor de histocﬁmpatibilidad.
Splo e¢uando la wvigilancia inmunolégica falla, se desarrolla

los tumores.
A. Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

El complejo mayor de histocompatibilidad CMH ha

despertado un gran interes durante los Ultimos afos debido, en
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parte, al creciente nimero de funciones relacionadas con la
respuesta inmune que le han sido atribuidas (11,55,59,89,96}.
El CMH llamado H-2 en el rat&h. se localiza en el cromosoma
17, mientras que en €l humano se designa como HLA vy se
localiza en el Eromosoma 6 {fig. 1} Se trata de un
conglomerado de genes que determinan fendmenos tales como:

~La definicidn de 1la identidad de un individuo a través
de la expresion de antigenos clase I.

-La regulacion de 1la capacidad de respuesta inmune y de
su intensidad.

-La modulacidn de la respuesta inmune mediante. la
interaccion de las células que expresan antigenos clase II.

- La produccion de los factores C2 ¥y C4 y el factor B

del complemento, as{ como de algunas enzimas (21-hidroxilasa).

Los genes del CMH se clasifican de la siguiente manera:

- Clase I, que codifican para los antigenos K {H-2K}), D
(H-2D) y L (H-2L) y los antfgenos 0a-2 y Tla

Los aloantfgenos H-2K y H-2D estan presentes en la
nayoria de las celulas del organismo y son el producto de
genes extremadamente polimd}ficos, es decir, que existe un
gran ndhero de formas aléiicas distintas dentro de la misma

especlie (fig.1){11,89). Son glicoprotefnas membranales
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compuestas por dos  cadenas ﬁolipeptfdiéés;* una cadena pesada
de 44;006 dal y una cadena ligera de 12,000 dal, la beta-2-
miéroglobulina ascociada en forma no covalente. La porcidn
- extracelular de 1la cadena pesada esta dividida en tres
dominios, alfa-1, alfa-2, y alfa-3 cada uno de elles consta de
aproximadamnte 90 aminoacidos que son codificados en exones
separados.,

Investigaciones realizadas recientemente para conocer la
estructura terciaria de los antigenos HLA-A2 han revelado que
el dominio a2lfa-3 de la cadena pesada asi como la beta-2-
microglobulina estan relativamente conservados y nuestran
homologia con las secuéncias de los dominios constantes de
las inmunoglobulinas. Los dominios alfa-1 y alfa-2 son muy
similares en estructura uno con otro, ¥y no son similares a los
dominios variables o constantes de las inmunoglobulinas.
Ambos constituyen la region mas expuesta de la moldculza. A su
vez los dominos alfa 3 y la beta-Z-microglobulina presentan
una estructura terciaria muy semejante. {(fig. 2).

Tanto en el CMH humano como en el del raton hay un
complej§ oligosacarido unido en la porcién N-terminal en el
ASN-86 que conecta al dominic alfa-l con el alfa-2. En el CMH
murino se han visto otros sitios de glicosilacidn

(10,11,56,61,80,97,98).

- Clase II, que corresponde a la region I del CMH gue
consgta de 5 subregiones llamadas I-aA, I-B, I-C, I-J, e I-E

(fig. 1). Sus productos geﬁicos son heterodimeros compuestos
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de una cadena alfa de 30,000 d y una cadena beia de 27,000 a
26,000 d. Estas moleculas estan involucradas en la regulacidh
de las funciones de las células T supresoras (Ts) y de ayﬁda
(Th) y en el reconocimiento de un antigeno extrafic junte con
un antigeno propic en la superficie de otras cdlulas T,

macrofagos y cé€lulas 8 (50,61).

- Clase III, que codifican para algunos componentes del
complemento (C4) y gue controla la expresion de un marcador
alot{pico dependiente de 1a testosterona, presente en la

protefna Ss (&0,86).
B. Respuesta Inmune Celular Antitumoral.

En condiciones experimentales se ha podido demostrar que
los antfigenos tumorales son capaces de inducir una respuesta
inmune celular en la que pueden participar c€lulas asesinas
naturales {38), c€lulas’ asesinas (90), macrdfagos activados

(24) y linfocitos T citotdxicos (LTG's) (87).

Las células asesinas naturales (NKs) constituyen una
poblacion de las c€lulas linfoides con actividad citotdxica
antitumoral, independiente de anticuerpos y no restringida por
antfgenos de histocompatibilidad. Estas celulas presentan los

antigenos de superficie: Thy-1 (en ratdn), y T3, CcDh4, CD8 (en
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humanc), caracteristicos de las  c€lulas T. Ademds presentan
&€l receptor para 1la porcidh Fc de 1las inmunoglobulinas, asi

come los marcadores de superficie Ly6, OKM1 ¥ aloantigenos

Qa-2. Se encuentran principalmente en el bazo ¥y en la
sangre.

Las c€lulas NKs son muy heterogeheas, es decir,
diferentes clonas pueden wvariar en su susceptibilidad a

efectos regulatorios por interferon e interleucina 2 (IL-2)}, ¥
posiblemente en el tipo de celula blanco que lisan (44,45,
az).

El mecanismo de 1lfsis de 1las células NKs no se conoce,

perc se ha propuesto que se lleva a cabo en tres fases:

1. Enlace a la celula blanco, probablemente via dos
receptores.

2.AProgramacioﬁ para la 1{sis. Esta etapa, dependiente de
Ca**, =se caracteriza por una secresidn vesicular que
modifica a la membrana de 1a célula blanco.

2. Famse tardia, independiente de la presencia de la célula

NK, durante la cual la celula blanco es destruida.

Las’ celulas asesinas o nulas (K) son celulas que no
presentan ma?cadores de T o B. Tienen la capacidad de destruir
células tumorales recubiertas de IgG, mientras que son
incapaces de destruir las recubiertas con IgA e IgM. Su

actividad 1ftica depende de la expresioﬁ del receptor para el
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f}agmento Fc de 1la IgG ¥ no requiere.inmunizacidh previa ni
complemento {(fig. 3) (6,25},

Los macrofagos requieren de un procesc de activacidﬁ para
ilevar a cabe su funcion citolftica. Este proceso, puede
inducirse 3in wvivo con estimulantes del sistema reticulo-
endeotelial o in  vitro con ciertas linfocinas y endotoxinas,
ademas de algunos medladores v reguladores de la respuesta
iﬁflamatoria. que avyudan a su actividad cifolitica y/0
citétéxica en contra de algunos tipos de celulas cancerosas.

Los macrdfagos activados se diferencian de los macr&fagos
normales enh gue estos presentan mayor cantidad de receptores
para el fragmento Fc de 1las inmunoglobulinas; su actividad
microbicida también se encuentra aumentada as{ comoc su tamafio
y su capacidad de eliminacidn de partfculas {(1,54,86). La
activacicn de los macrofagos es un fendmeno complejo,
independiente del antigeno, es decir. el macrdofage activado
puede destruir a otros antigencs diferentes del que se usa
para su activacion. Se ha propuesto que la activacion de los
‘macrofagos ocurre cuando las células T liberan linfocinas.

- - - L4 :
Este fenomeno favoreceria la agregacidn y proliferacion de los

macrofagos, dando lugar a la aparicidn de una masa hodular
denominada granuloma, gque consiste de células gigantes
multinucleadas, células epiteloides vy macréfagos activados

(92).
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Los 1linfocitos T citotéxidos (LTC's) son los principales
responsables de la respuesta antitumoral (84). Los LTC's son
celulas efectoras con la capacidad de destruir otras celulas
que manifiestan estructuras alteradas, ajenas o modificadas.
Présentan aloantigenos membranales LyT2 vy Lyfs (o su
equivalente humano CD4,CD8 y T3), son sumamente especificas y
solo atacan cé€lulas semejantes a las que se utilizaron en su
induccion (43).

La activacion o estimulacidn de los LTC's es un pProceso
complejo que empieza cuando la célula T se encuentra con un
agente estimulante ({antigeno o mitdgeno) que induce su
divisioh v diferenciacidn. Este proceso de activacidn
involucra fendmenos relacionados con las membranas, como son
un aumento en la sintesis de fosfolipidos, un aumento en la
permeabilidad a los cationes divalentes, una activacién-de_la
adenilato ciclasa ¥ consecuentemente una elevacidn de AMPc. la
sintesis de protefnas, RNA y DNA ocurre poco tiempo después.
Es este dltimo fenomeno el gue finalmente da como resultado la

divisidn vy diferenciacion celular hacia LTC's (86).

Eestudios con anticuerpos monoclonales que inhiben el
reconccimiento de la célula blanco por 1la c€lula T. han
revelado recientemente la importancia de varias interacciones
moleculares que involucran al receptor para el antigeno de la
celula T {TCR}, y varias glicopreteinas de su superficie

4 -
celular, de las cuales las mas importantes son:
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- Ta. Es una glicoprotefina de 34.000 Dal que se encuentra en
forma de dimero, denominadazcna,en el humano y Lyt 2 en
el raton. Las células T CDB* estan asociadas con
actividades citotdxicas y supresoras, aungue se han
descrito clonas de celulas T CD8* con funciones

ayudadoras (9,94).

- T4. Es una glicoproteina de 62,000 Dal, denominada CD4, en
el humano ¥y L3T4 en el raton. Las c€lulas T CD4*
estan ascociadas con funciones de ayuda, aunque se
han descrito clonas de c€lulas T €D4* con funciones

citotdxicas (9,24).

- T3. Forma parte del receptor de la célula T para el
antigeno (Tr), es una proteina de 20,000 Dal, presenfe
sobre todas las cé€lulas T maduras. Anticuerpos
monoclonales anti-T3 bloquean las funciones de
proliferacidn antigénica vy citotdxica de las células T,
pero incrementan su susceptibilidad a la proliferacion
por Il-2. Se cree que esta moleécula transmite la sefial de

activacion (9,82).
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- LFA-1. Es una'glicoprctefna gque forma parte de la familia
de ias integrinas; consta de 10 diferentes complejos
alfa-beta relacionados estructuralmente. Esta
glicoprotefna se expresa ampliamente sobre las células de
la ifnea hematopoyéﬁica. Esta compuesta por una cadena
alfa de 180,000 Dal y una cadena beta de 95,000 Dal
unidas no covalentemente. La funcicon de LFA-1 como una
molecula de adhesion fue definida por la capacidad de
anticuerpos monoclonales anti-LFA-1 a inhibir 1la funcion
de adhesidn especi{fica de la c€lula T (98). Uno de los
ligandcs de LFA-1 es una moldcula denominada de adhesion

intracelular 1 o ICAM-1 {(69).

- CD2. Es uﬁa glicoproteina de 40,000 a 50,000 Dal que se
expresa sobre todo en los linfocitos T, linfocitos
granulares grandes y timocitos. Anticuerpos anti-cD2
inhiben una variedad de funciones de c€lulas T,
incluyendo la citoli%sis mediada por LTC's antfgeno
especificos y la respuesta proliferativa a lectinas,

aloantigenos y antigenos solubles (99,102).
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Existe una correlacidn entre el fenotipo de la célula T y
la clase de antigeno déi ‘'MHC que 1la célula T reconoce.
Generalmente las e€lulas T cCDha*, son especificas para
antigenos de.la clase I del MHC (95), mientras que las células
T Cﬁ&* son especificas para antf{genos de la clase II del MHC
{24). Esto sugiere que las moldéculas CDB y CD4 son receptores
para determinantes no polimdrficos de 1la mol€cula del MHC
clase 1 v 11, respectivamente, mientras que el Tr
interacciona con regiones poliméfficas de la molécula del MHC,
¥ que la interaccion del receptor CD4/CD8 con las regiones
constantes del antfgeno MHC, aumenta la avidez funcional de la
celula efectora por su blance, llevande a la activacidn de la
celula T. Cuando el enlace del Tr con el antigeno de la célula
blanco es de alta afinidad, Ja celula depende poco de 1la
interaccidn con estas moleculas accesorias (fig.4)(92).

En 1la activacidn de los linfocitos T ocurre una serie de
eveﬁtos sincronizados que estan regulados por sehales
transmitidas por receptores de la superficie, 1o cual implica
una interaceidn fisica entre 1a célula T y la célula
presentadora de antigeno. Estas dltimas pueden ser celulas de
la serie monocitos/macréfagog que expresan antigenos clase IT

{Ia), c€lulas del endotelio vascular etc.(92).



Figura 4, Esquema grafico de la hipdtesiz para
explicar 21 reconocimiento de la cdlula T del

artiger. El receptor de la c2lula T (Tr), reconoos
la proateina del MHD v &l antigsnc.
activacidn ez trasmitida
peEptide TS,

La sefal de
& la c2lula T via =]
qQue =2 shcdentra as=ociado Tr.
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Esta interaccionh tiene como resultado 1la induccidn de
Il-1 e Il-2 (senal 1), pero son necesarias otras sefales
subsecuentes proporcionadas por menocitos, para iniciar 1la
sintesis de DNA ¥ la mitosis. Esta seflal es un producto
soluble (posiblemente I1-1), que aumenta la produccidn de I1-2
Yy este aumento favorece a su vez una mayor cantidad de
receptofes para I1-2 (sefial 2). Finalmente, el enlace de la
Il1-2 con su receptor especifico (Sefial 3), inicia la sintesis
de DNA y la mitosis, teniendo como resultade la formacidn de
LTC's especificos (fip.5)(48,49,76).

Sin embargo, existen reportes en los cuales se muestra
que la linfocina dél factor estimulante de 1las c¢élulas B
(BSF~1 o Il-4), tambi€n juega un papel importante en 1la
generacidn de LTC's. Se cree que el BSF-1 actua comde un
potente factor ayudador para la generacidn de CTL's en
cultivos primarios mixtos de 1linfocitos ¥y que induce una
éctividad citolitica in witro (11,79,85).

La 1ligis celular por LTC's requiere del contacto entre
una ceélula efectora viable ¥ una célula blanco ¥ es una
funcidn 1lineal del tiempe de contacto entre ambas células. be
los requerinmientos metabolicos necesarios para que la celula
efectora (LTC) lleve a cabo su funcidn 1{tica se conoce poco,

algunos de ellos se enlistan en la tabla 1I.
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TABLA I. REQUERIMIENTOS PARA LA CITOLISIS MEDIADA POR
: .LTC's.? R

Dependiente de

. Indépendiente de

-La viabilidad de 1la célula;  ;Lé_sfﬁteéié proteica, DNa"

efectora. .'1D_BNA

-Del contacto celula efecto-~ - _ZAnticuerpo

ra-c€lula blanco. o : o

-Un receptor de la célula. T Sistema de complemento

para el antigenc.

-De una red de microfilamen-
tos y microtubuleos de la Sintesis de linfocinas
celula efectora.

~-Cationes divalente (Ca="*, Metabolismeo de la c€lula
Mg=*), glucocsa. blanco.

-Los productos del MHC pre-
sentes en la cé€lula blanco
v linfocito.

-Temperatura

——— -

YTomada de 1a referencia (43)
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Figura 5. Activacion de las células T por la cé€lula
presentadora de ant{geno (APC). Despuds del enlace de la
c€lula T a la c€lula presentadora de antigeno un factor
desconocido (?) de la c€lula T induce la produccidn de
Il1-1 (1).Esta, en asociacidn con la estimulacién
antigenica induce receptores 11-2 sobre la c€lula T (2
posiblemente un subconjunto separado del que induce la
produccicn de Il-1) vy la células estimuladas a liberar
I1-2 (2) llevan a la activaeion de la c€lula T.



La celula efectdrg :tieﬁe la capacidad de sobrevivir a 1la
interaccion con 1aﬂcélulé blanc6 ¥y puede interaccionar y daﬁar
otras celulas ﬁlancé. "Las células blanco tienen un papel
completamente "pasivo" en el evento 1itico, sirviendo

solamente como "presentadoras de antigeno".

En 1la lisis por 1{nf0citos T citotdxicos se reconccen .

tres etapas {(fig.6}:
i. reconocimiento y adhesidn.

En esta etapa se in¢1uyen' una serie de eventos
encabezados por la adhesidn de los LTC's a la célula blanco.
Para que los LTC's se adhieran a la célula blanco necesitan
reconocer especificamente a los antigenos extrafies (virales ,
haptenos sintéticos, ete.) y a los antigenos c¢lase I de la
ceélula blanco (30,31,35,109). Este evento de reconocimiento es
necesarioc para que ce lleve a cabo la interaccidn celula

efectora-c€lula blanco. Se han reportado dos modelos basicos

para explicar esta especificidad denominada "restriccidn por
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ESPECIFICO

ETAPA 2: PROGRAMACION
PARA LA LISIS

ETAPA 3: CAMBIOS EN LA
PERMEABILIDAD DE
LA MEMBRARNA.

DILATACION OSMOTICA

DISRUPCIONDE LA
MEMBRANA, PERDIDA
DEL CONTENIDO
CITOPLASMATICO.

Figura &. Estadoz de la lisis celular de uma celula
blarco inducida por una c€lula T efectora (LTC's).
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CHMH"". El primerc de estos propone un solo receptor de la
celula T, qgque esta dirigido contra moleculas codificadas por
el CMH que ha sido modificado por su interacciodn fisica con
los ant{genos extrafios de la célula blanco Yy se& Conoce como
modelo del "vyo modificado". El segundo modelo propone dos
receptores para la célula T, uno para el antfgeno extrafio y
otro para los productos del CMH ¥ se le conoce come modelo del

"receptor doble" (43,104).

-Los modelos proponen que la célula T citotdxica presenta
‘un receptor gue se ajusta especificamente al antigeno de 1la
célula blanco, disparando las siguientes etapas del cicleo

1itico. El proceso de adhesidn es metabdlicamente activo, ez

dependiente de 1la temperatura del medie, se inhibe en
presencia de azida de sgodico, citocalasina B y colchicina,
sugiriendo la participacion de algunas estructuras del

citoesqueleto: micrefilamentos y/o microtubulos (88).

Investigaciones recientes han sugerido que la etapa de

adhesion celula-celuls se divide a su vez, en dos pasos (71):

Paso 1: independiente de catiocones y sensible a
citocalasina A ¥ que corresponde al

reconociniento celular.
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Paso 2: dependiente de Mg=*, que corresponde a un paso
no especifico "reforzador" de la interaccidn

celula-celula.

Estudios con anticuerpos monocleonales que bloquean el
reconocimiento LTC-c&lula blanco han revelado recientemente la
importancia de varias interacciones moleculares que involucran
directamente 2l receptor de 1los LTC's., as{ como a les
ant{genos LyT2/T8, L3T4/T4 y LFA-3. Estos \ltimos antigenos,
al parecer actuan aumentande la estabilidad de la interaccion
celula-célula cﬁando la union receptor-antigeno es de baja

afinidad (39).
ii. programacioﬁ para la lisis y/o ataque letal.

Es el siguiente paso al reconccimiento celular incluye
una serie de eventos dirigidos hacia la destruccidn de las
células blanco. Esta etapa fue definida en base a resultados
experimentales que mostraron gue cuando interaccionan celulas
efectoras con celulas blanco durante 10 minutos, la remocidn
de las primeras ya no impide 1la 1{sis ulterior de las c€lulas

nlance. Es decir, que estas habian quedado programadas para la
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1isis, proceso gque +toma varias horas y que no requiere de la
presencia de los LTC's. Esta etapa es dependiente de Ca=*

ademas de gue un aumento en los niveles de AMPc.linfocitario

inhiben la citolisis. Asimismo, algunas prostaglandinas
principalmente la El1 y la EZ ¥y algunas drogas como la
cloroquina, la monensina e inhibidores de proteasas impiden la

citolfeis (39,40,70,71).

Despues de la adhesion celula efectora-c€lula blanco y de
la programacion para la 1lisis, la c€lula efectora produce dafio
a 1a c€lula blanco a traves de un fendmeno conocido cﬁmo
"aAtague Letal"”™, que se caracteriza por ser unidireccional y
localizado (63,107).

El mecanismo de esta accion 1ftica es précticamente

desconocido. Se proponen cuatro teorias para explicarlo:
a. Secrecion de factores solubles del tipo linfotoxina.
Al interaccionar el 1linfocito T con la c€lula blanco, se

liberarian ciertos compuestos que producen un dafio regional en
la celula blanco. Se ha demostradc gue la actividad 1itica de
iz célulz efectora puede abatirse sin alterar su capacidad de

secretar mediadores solubles (36,42).
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b. Conexiones intercitoplébmigag.;,Lé ¢élﬁla efectora
formaria canales de comunicaciéﬁ-_a :fréﬁéé ‘de los cuales
pasarian los compuestos 1fticos hadia: la célula blanco
{95,100}, Sin embargo, no =se dispone de evidencia que

demuestre la formacion de este tipo de interconexiones (8).

c. Mol€culas citotdxicas enlazadas a la membrana. Estas
] molébulas se activarian y se orientarian en la superficie de
la membrana de la ce€lula efectora, precisamente en la zona de
contacto con 1la c¢€lula blanco. Se ha postulado que algunas
enzimas del tipo de las feosfolipasas (32), metill-trasferasas
y proteasas pudieran llevar a cabo esta funcion. Una evidencia
inesperada gue apova este modelo es la demostracion de
actividad citotoxica mediada por membranas plasmdticas

purificadas de LTC's (Ferluga,et al,19875).

d. La cuarta teoria tambi€n llamada "modeloc de exocitosis
" granular", postula gue la interaccion de la celula blance con
la ceélula efectora induce un procesd de secrecidn que vacia
los granulos citoplasmé%icos al espacio entre ambas celulas
(39). Esta teorfa es la mas aceptada ya que se ha encontrado

una correlacicn entre el tipo vy cantidad de granulos en los
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LTCs, con su capacidad citotdxica. Los granulos
citoplasmsticos de la celula efectora contienen un agente
citolitice extremadamente potente (perforina), ademas de una
gran cantidad de enzimas lisosomales no relacionadas 'con la
actividad citolftica (proteoglicanos de chondroitin tipo A v,
dos serinas esterasas)(24,72). Hay evidencias experimentales
de que los LTC's 1lisan a la célula blanco mediante la
secresidh de perforina, gque se inserta Y polimeriza para
formar poros en la membrana de la celula blanco. La perforina

es una proteina formadora de poro, con gran homologia a 1a

familia de las serinas esterasas, que se encuentra contenida
en  loe granulos citoplasmaticos de los LTC's. Su  mecanisnmo
1{tico es similar en muchos aspectos a el sistema de

complemento en gue el daifo a la membrana es llevado a acabo
por la polimerizacidn de los nueve componentes acompanada por
la insercidn en la bicapa lipidica ¥ la consecuente formacidn
de canales (72,83).

Ademss, se ha descrito que la celula efectora sufre un
profunde rearreglo citoplésmico por el cual el aparato de
Golgi es desplazado hacia 1la regién de contacto entre ambas

celulas, permitiendo la descarga de los grénulos (39).
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iii. DPestruccion de la celula blanco.

La destruceidn de 1la c€lula blanco es el resultado final

de los eventos descritos anteriormente. Durante esta etapa la

ceélula blanco sufre una serie de cambios en la permeabilidad

de su membrana que culmipan con la rTuptura de Ila célula.

Inicialmente, la lesidn solo permite un répido intercambio de

- . -~ - Y
iones inorganicos y peqguefias moleculas. Poco despues tiene

iugar 1la salida de macromoléculas como consecuencia de una

regulaciéh' osmotica alterada (41). La destruccion final de 1la

celula es ocagionada aparentemente por un desbalance
coloidosmotico como consecuencia de 1la entrada de agua
(41,77). Estudios con liposomas expuestos a grénulos de los
LTC's, en presencia de Ca=*, han mostrado la formacidn de

poros de 15 nm de dfametro (mavores que los formados por el

complemento} en la bicapa del liposoma. Asimismo, estos

estudios han demostrado que l1las protefinas membranales de 1la

c€ilula blance no participan en 1la formacion del poro (77).
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2.ANTECEDENTES.

El mieloma murino LPC-1 crece en forma de ascitis en
ratones BALB/c. Se caracteriza por presentar cambios ciclicos
en su suceptibilidad al ataque por LTC's. Las células
tumorales obtenidas durante los primeros 6 dias pos-~trasplante
(c€lulas tempranas), son susceptibles al ataque por los LTC's
(Fig. 7A-D). En cambio, si 1las células permanecen en la
cavidad peritoneal por 10-14 dfias (celulas tardias), se
vuelven resistentes a 1la lisis bor LTC's (Fig. 7F-H) (14). Si
las c¢€lulas tard{fas son trasplantadas a un nuevo huesped,

cultivadas in vitro o© +tratadas con proteasas, ee vuelven

nuevamente susceptibles al ataque por linfocito T citotduicos
(Fig.8) (15}.

La resistencia de 1las células LPC-1 al ataque por 1los
LTC's o por anticuerpos anti-H-2<¢ 4+ C', B2 ha correlacionado
con 1la acumulacion de una glicoproteina membranal con una
migracidn relativa de 160,000 constituida por una sola cadena
polipeptidica, rica en acido sia&ico. dencominada gplée0 (Fig.
9)(13,14,37). La resistencia de estas c€lulas a la lisis por
LTC's va acompahada por una disminucian de 6 a 10 veces en la
capacidad de reaccionar con anticuerpos anti-H~2<, en

comparacion eon las celulas LPC-1 tempranas o LPC-1 tardias
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Fipura 7. Cambios con el tiempo en la susceptibilidad
de -las c€lulas LPC-1 & la lisis por LTC's anti-H-29.
Las c€lulas tumorales son cosechadas e inyectadas a un
hu€sped nueve. Se muestra la susceptibilidad de las
c€lulas LPC-1 a la lieis cosechadas cada dos dfas
(0,2,4,6,8,10,12,14 mostradas en los paneles
A,B,C,D,E,F.G,H respectivamente}.
~ C€lulas LPC-1, s———= blastos H-2<,0——0
celulas LPC-1 retransplantadas (tomada de la ref.i13).
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tratadas con proteasas. Otros antfgencs de superficie, no
rélacionados con el CMH, no se afectan vya gue tanto las
celulas tempranas como las tardias reaccionan igual con
anticuerpos dirigidos contra antigenos como PC-1, B220
(15) .Por otro lado, las cdlulas LPC-1 tardias (resistentes a
la 1isis) pueden ser rechazadas al trasplantarse en otras
cepas alogéhicas de raton (15}. Esto sugiere que el rechazo
inmunologico del tumor LPC-1 inveolucra otros mecaniemos,

tales como €l reconocimiente de sus antigenos mencres de
histocompatibilidad o la produccién de compleijos inmunes gque
activen la via del complemento o que las c€lulas LPC-1, en

condiciones alogehicas, no expresan gplé60.

Lo anterior sugiere al menos dos posibles explicacicnes:
que las celulas tardias dejan de expresar antigencs de
h}stocompatibilidad clase I o© que, de alguna manera, Sean
inaccesibles para los anticuerpos anti-H-2 ¥ para los LTC's
anti-H-2¢ debido a la gran cantidad de gpl60. La primera de
estaz posibilidades ya fue comprobada Vv se sabe que la cé&lula
LPC-1 tardfa expresa la misma cantidad de antigenos H-2% en su

superficie, gque las ecé€lulas LPC-1 tempranas (15).
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Figura 8. Efecto de difer;entes proteasas sobre la
susceptibilidad de las cé€lulas LPC-1 tardias a la
1isis por LTC's anti H-29. Las c€lulas LPC-1 tardias
son tratadas con tripeina (&——a), quimiotripeina
&—a), subtilisina {(®—a}, proteasa de :
Staphylococcus {(s——2o) ¥ trombina (e———=), Lase
c€lulas LPC-1 tempranas no tratadas 0——p) V¥

tardias @——e) estan incluidas (tomada de la ref.
37).



El objetivo de este trabajo es estudiar la capacidad de
ihducdiéh de una respuesta secundaria de LTC's Ain vitro por
ﬁarte de liposomas que tienen incorporada 1la glicoproteina
tumofal gpl60 y los antfgenos clase I del complejo mayor de
histocompatibilidad H-2, para intentar explicar el mecanismo
de resistencia a la lisis inmune por parte de las c&lulas
LPC-1. Para ello se purificaron antigenos clase I, H-2= vy
: H;Z“,asi come gpl60. Una vez obtenidas estas proteinas se
incorporaron a membranas artificiales {liposomas), para
evaluar el efecto de la presencia de gpl60 sobre la capacidad
de leos diferentes liposomas para estimular una respuesta de
LTC's in vitrp. Si las diferentes poblaciones de liposomas son
caﬁaces de inducir una respuesta secundaria de LTC's in vitro,
esto significaria que los antigenos H-2, no son enmascarados
por Epleo. 8in embargo, si los liposomas que contienen H-2
mas Epl60 no son capaces de inducir una respuesta secundaria
de LTC's in_ wvitro, esto implicarfa gque la presencia de gpl60
altera la posibilidad de reconocimiento de los antigenos clase

- . .
I, a traves de un enmascaramiento especifico.
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Figura 9. Electroforesis en SDS-PAGE de los
componentes radiciodinados de la superficie celular
de ce&lulas LPC-1 tempranas {(A), tardias (B), y
tempranas mas tardfas (C), La mayor diferencia
reside en la fraccidn 65, indicando un aumento en la
cantidad de una protefina de P.M. 160,000 en la
c€lula LPC-1 tard{as que es eliminada cuando las
c€lulas son tratadas con tripsina (D) (tomada de la
ref., 37).
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ITYI . MATERIALES Y METODOS.
1. METODOS GENERALES.

A. Ratones.

Se utilizaron variag c¢epas de ratones con diferente
haplotipos H-2: BALB/c (H-29), DBa/2 (H-29), BALB.k (H-2%),
BALB/c x DBA/2 F1 (H-29), CS7BL/6 (H-2F). Estas cepas EBson
mantenidas Yy conservadas en el bioterio del Instituto de

Investigaciones Biomedicas de la U.N.A.M.

B. Lineas tumorales.

Los tunores LPC-1 (H-2< ,mieloma), P81s (H-2<,
mastocitoma}) vy El4 (H-2*= . timoma)., son mantenidos en ascitis en
ratones BALB/c, BALB/¢ x DBA/2 F1l1 y C57BL/6 respectivamente.
l.os tumores son trasplantados © semanalmente inyvectando
1 x 107 celulas por via intraperitoneal . Loe  tumores RDM4
{B-2%, timoma) y X63-Ag8.653 {H-2=2, mieloma),asi .como los
hibridomas 34.2.12 (D9) y 11.4.1 (K*), son mantenidas en

cultivo usando medic C (22).
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€. Medios de cultives para celulas..
i. Medio. C.

Todas las ceélulas crecidas in _wvitro son cultivadas en
‘medioc  RPMI 1640, adicionade con 2 g de bicarbonato de sodio
pbr litro. Cada 100 ml de medio se complementan con: 1 ml de
soluciocn de antibfoticos 100x {penicilina 100 ug/ml,
streptomicina 100 ug/ml, GIBCO No.5640), 1 ml de solucion
antimicotica 1002 {(anfotericinha B, 250 ug/ml, GIBCQ No.52%%),
1 ml de solucicn de L~glutamina 200 mM (100x) ¥ 10 ml de suero

fetal bovino inactivado por calor (SFB).

ii. Medie K.

El cultivo de LTC's se lleva a cabo en medio RPMI 1640
adicionado con 2 g/litro de bhicarbonate de sodioc. Cada 100 ml
de medio se complementan con: 1 ml de solucidn de antibioticos
100% {penicilina 100 ug/ml, streptomicina 100 ug/ml}, 1 ml de
solucidn antimicdtica 100x (anfotericina B 250 ugrsml), 1 ml de
solucicn de L—glutamina 200 mM (100x), 10 ml de suero fetal
bovino inactivado por calor, 1 ml de aminoacidos no esenciales
10 mM (100x), 1 ml de buffer HEPES 10 mM (100X} ¥y beta-

mercaptoetanol & una concentracién final de ‘S0 uM.
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D. Marcaje radioactivo (*2°I) de superficie en células -

“tumorales, . -
i. Iodinacion de la superficie celular.

Las moleculas de la superficie celular se radioiodinaron
siguiendo la tecnica descrita por Marchalonis (68). En esta
" reacciohn los iones iodo son orxidados en presencia de
.lactbpgroxidasa b4 peréxido de hidrdgeno para dar lugar a un
complejo enzimatico con capacidad para convertir las tirosinas
de las protefnas superficiales a derivados monoiocdados. La
histidina tambien puede ser iodada aungue en menor grado {(52).

El &alto peso molecular de la lactoperoxidasa (Mr 78 000)
excluye su penetracidn a las celulas, de tal manera que
proporciona un sistema particularmente gtil para €l marcaje de
las protefnas superfiéiales.

Las c€lulas tumorales (107) obtenidas de ascitis del

raton (con unpa viabilidad del 95-100 %), lavadas con una
solucion amortiguadora de fosfatos (SAF = POs®" 10 mM , NaCl
0.15 M, pH 7.4, son colocadas en presencia de 10 ul de

lactoperoxidasa (4 mg/ml SAF) ¥y un mCi de Na!>=I (New England
Nuclear, actividad especifica 350-500 mCi/mmol)}. Despues de
agregar 10 ul de una - solucich fresca de Hz0= al 0.03 %
preparada en SAF vy las c&lulas san incubadas por 5 minutos a
30°C . Esto ce repite tres veces y a2l finalizar, las celulas
son lavadas 3 veces con 10 ml de KI 5 mM en SAF, centrifugando

cada vez a 450 g durante S minutos.
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ii. Solubilizacidh v obtencion del extracto celular.

Una vez marcadas las células; se hace un extracto célular
. solubilizando durante 30 wminutos a 4°C 107 células en 100 ul
dé: una solucidn que contiene 0.5 % de Nonidet 40 (NP 40), 0.2
mM de fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), 5 mM de iodoacetamida
en SAF; . La fraccicdn soluble se obtiene por centrifugacian

{(Centrifuga Eppendorf) a 14 000 g por 10 minutos, a 4=C (3).
iii. Precipitacidh de proteinas celulares por TCA.

A 10 ul [10® eguivalentes celulares (ceq)] de extracto
celular en NP 40 al 0.5 % se le afiaden 10 ul de SFB y 3 ml QE
acido +tricloroacetico {(TCA) 2l 10 %. Se incuba 10 minutos a
4°C vy se centrifuga a S00 g por 5 minutos. El sobrenadante
se deshécha v €l precipitado se vuelve a lavar dos veces mas
con 3 ml de TCa al 10 %, dejando nuevamente incubar por 10
minutos v centrifugando en las mismas condiciones. E1l
precipitado resultante, gque contlene a las proteinas celulares
coprecipitadas junto con las proteinas del SFB, se resuspende

en 1 ml de SAF vy se cuenta en un contador para radiaciones

gamma (Autoleogic, Abbot).
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E. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE).

La separacion de protefnas por SDS-PAGE se llevo a cabo
siguiendo el metodo de Laemmli (106).
Una vez terminada la electroforesis, los geles se

procesan siguiendo alguno de los siguientes metodos :
i. Tincion de Coomasie.

El gel es puesto en colorante de Coomasie (Coomasie
Brillant Blue a2l 0.06 %, metanol al 230 %, acido acédtico al
10 % en agua destilada) durante 20 minutos con calentamiento.
Posteriormente se destife con varios cambios de una solucidn

de acido acetico al 10 %, metanol al S % (65).
ii. Tincion de Schiff.

El gel es fijado en TCA al 12.5 % durante 30 minutos.
Posteriormente es sumergido en una solucidn de acido periddico
al 1 %. écide aeetico 2 % durante una hora., El gel es lavado
exhaustivamente con agua haciendo cambios cada 30 minutos y se
tifie con el reactivo de Schiff. Las bandas de glicoproteinas

aparecen en un pericdo de 3 a 4 horas (72a).
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iid. Tincidh de plata.

El gel es sumergido en una soluciocn

al 50 % y &eido ac€tice al

Posteriormente, es cambiado

21 10 %, acido acetico

transferirse a una solucidn de dicromato

acide nitrico 3.2 mM por 10 minutos.

exhaustivamente con agua bidestilada v a

agrega una solucicon de nitrate de plata

incubar por 30 minutos. El gel es revelado

carbonato de sodio

anhidroe 0.28 M

(100 wug/100 ml}.

acético a1 1 % (73).

iv. Autoradiograffa en placas de rayos X,

Los geles conteniendo muestras

secados ¥ puestos
a =70=C por diferentes tiempos,

marca incorporada & la muestra

por muestra).

1z =z,

al 5 % por 45 minutos,

con

El proceso de revelado se detiene

marcadas

de alcohol metilico

per 30 minutos,

a una solucidn de alcohol etilico

para despues

de potasio 3.4 mM,

El gel es lavado

continuacicn sze le

20 mM y se deja
con una solucicon de
formaldehido

con acido

con =9

E0on

sobre una placa de Ravos X, qQue se mantiene
dependiendo de la cantidad de

{cinco dfas con 20,000 c.p.m.
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"v. Transferencia & papel de nitrocelulosa.

El gel de poliacrilamida es lavado exhaustivamente con
sgua bidestilada para quitar el SDS ¥y coclocado sobre un papel
de nitrocelulosa que ha side previamente remojado durante 30
minutes en el buffer de transferencia ([tris (hidroximetil)
aminometano (TRIS) 0.025 M, glicima 0.1923 M, metanol 20 % v/v,
pH 8.35]. Las protefnas se trasfieren al papel de
nitrocelulosa c¢on una corriente de 200 mA por 1.5 horas. Las
proteinas inmobilizadas en el papel de nitrocelulosa son
detectadas por métodos inmunoldgicos. Los sitios remanentes en
el papel de nitrocelulosa son blogueados con un exceso de
proteina (seroalbumina bovina al 3 % en SAF). El antigeno
fijado al papel se detecta utilizando un anticuerpo especifico
seguido por la adicion de un segunde anticuerpo dirigido en
contra del primero, conjugado a peroxidacsa (91,103). La
reaccidn es revelada con diaminobenzidina S0 mg/100 ml SAF,
0.0015 % de Hz=0O= {(concentracidn final, 50 ul de HzOx al 23
%/100 ml), La reaccién de revelado se detiene usando agua

bidestilada con azida de sodio al 0.2 %.



F. Purificacion de las membranas plasméticas.

Las células tumeorales (5 x 107 células/ml) Ee resuspenden
solucion hipotonica (MgCi= 100 mM , NaCl 30 mM , PMSF 0.1 mM,
0.02 % azida de =sodio) y se& incuban 30 minutos a 4<C.
Posteriormente son rTotas con un homogenizador de tejido
{(Wheaton 2357544), subiendo vy bajando el pist&n por 20 veces
consecutivas a 4°C, El homogenizado es colocado sobre un
colchon de sacarosa al 41 % en tubos de nitrocelulosa vy
centrifugade a 95,000 g por 2 horas. Se separan las membranas
plasméticas que forman una banda blanca €n la interfase del
homogenizado v el colchon de sacarosa .Las membranas se lavan
una vez mags con scolucion hipotdnica y dos veces con SAF &
95 000 g por 20 minutos cada vez. Las membranas se almacenan a

-70=C o en nitrogeno liquide hasta su use (51).

2. PURIFICACION DE ANTIGENOS H-2.
LA Purificacién de inmunoglobulinas por Proteina A.

Ls proteina A tiene 1a propiedad de reaccionar
fuertemente con el fragmento Fc de algunas clases de
inmunoglobulinas de diferentes especies (52). Una molécula de
proteina A puede enlsazar al menos 2 moléculas de

inmunoglobulina,
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Una columna de 5 ml de proteina A acoplada a2 Sepharosa 4B
¢ - Agarosa (MAPS-I1, Bio Rad Lables lavada con TRIS-HCl 0.1 M,
PH 7.95. 2 una velocidad de flujo de 20-40 ml por hora.
Posteriormenté ee le aplican 500 ml de sobrenadazante de
cultive de los hibridomas 34.2.12 (antiH-29) o 11.4.1 (anti-
H-2%) a 4°c. La columna es lavada con TRIS-HC1l, pH 7.9%5, para

eliminar aquellas proteinas que no se pegan a la columna hasta

que la absorbancia a 280 nm sea cercana a ceroa, Las
inmunoglobulinas son eluidas con glicina-HCl1 0.1 M, pH 2 =&
la misma velocidad de flujo. El material eluido ez colectado

en fracciones de 1 ml en tubos que contienen 0.1 ml de TRIS-
HCl 1 M, pH 7.95. Las fracciocnes ricas en proteina son

almacenadas a - 70°C hasta ser usadas.

B. Purificacicn de antigenos H-2.

i. Preparacion de la columna inmuncadsorbente: Acoplamiento de

los anticuerpos anti-H-2.

Un gramo de 1la Sepharosa 4B-CNBr {(Pharmacia) se hidrata
en 150 ml de HC1l 1 mM |, durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La suspensién se filtra por succidn y se lava con
1000 ml de agua. La resipa humeda &s resuspendida en 10 ml de

NaHCO= 0.1 M pH 9, NacCl 0.5 M conteniendo 10 mg de
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inmunogleobulinas anti-H-2 (H-29 o H-2%) purificadas (ver Tabla

II). La mezcla ge agita por 2 horas & temperatura ambiente y
12 horas mes a &<C. Posteriormente, la mezcla se lava
sucesivamente con " 200 ml de NaHCOs 0.1 M |, 100 ml de agua,

100 ml de glicina-~HCl1 O0.05 M, pH 9.2, 100 ml de Acetatos 0.1
M , pH 4, NaCl 0;15 M y finalmente, con 100 ml de TRIS-HCl 0.1
M PpH 7.95 sucesivamente. La resina himedz se suspende en TRIS-
HC1 0.1 M y se vaqia en una columna (5 x 0.9 ¢m). Por
ultimo. 1la columna se lava con el TRIS-HC1 0.1 M PpH 7.95
.durante 36 min con una velocidad de flujo de 30 ml per hera,

antes de usarse.
ii. Purificacion de los antigenos H-29.

La columna de Sepharosa 4B-anti-H-2= es lavada con NP 40
al 0.25 % en SAF, a una velocidad de flujo de 30 a 40 ml por
hora, La cantidad de membranas plasméticas equivalente a
1 ¥ 10™ celulas PB15 ¥ una pequefia muestra de las mismas
membranas marcadas con *¥®I, son solubilizadas con Triton X100
al 1 % por una hora. Posteriormente se centrifugan a 500 g por
15 minutes vy a2l sobrenadante se le agrega NP 40 & una
concentracion final del 0.5 % en SAF (5 ¥ 107 ceq/ml) y se
deja incubar por unas hora mas. La fraccidn scluble obtenida
por centrifugacién a 14,000 g ee aplicada & la columna que se

deja incubar por 2 horas = temperatura ambiente.
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Posteriormente, la celumna es lavada con NP AOrSAF . hasta que
la radicactividad sea cercana a cero. . |

La protefna retenida por la columna es eluida. con NP 40
al 0.25 % en glicina-HCl 0.05 M, pH 2.9 y colectada en

fracciones de 1 ml en tubos que contienen 0.5 ml de TRIS-HC1

1 M, pH 7.9 (74,105%). Las fracciones ricas en proteinas se
concentran, dializan contra SAF y se les determina su
concentracion de protefna por el metede de Lowry (67). La

pureza de los antigenos obtenidos se comprueba por SDS-PAGE al

10 % de acrilamida, tifiendo los geles con nitrato de plata,
iii. Purificacidn de los antigenos H-2%.

La columna de Sepharosa 4B-anti-H-2% (11.4.1) se lava con
Triton X-100 al 0.5 % en fosfatos 10 nmM, a una velocidad de
flujo de 30-40 ml por hora. Un extracto de células RDM4
solubilizadas de la misma manera que las membranas plasmaticas
P815 (5 ® 107 ceq/ ml) es aplicada a 1la columna que se delja
incubar por 2 horas y se lava con 100 ml de 1la misma solucion
seguido de 20 ml de una solucion de NaCl 30 mM , 0.5 % de
Triton X100 en carbonatos 20 mM‘ © hasta que la absorbancia a

280 nm de las fracciones sea cercana a cero.



46

_ El material retenido por 1la columna es eluide con una
solyciéh' de NaCl 140 mM, Doc Na al 0.8%, PMSF 0.1 mM en
carbonatos 20 mM, pH 8.3 {(45,46). El eluido =se colecta en
fracciones de 2 ml, determinando la concentracidn de proteina
por el método de Lowry {67): La pureza de los antigenos
obtenidos se verifica por SDS-PAGE, utilizando geles al 10 %

de acrilamida, tehidos con nitrato de plata.
3. FURIFICACION DE LA GLICOFROTEINA TUMORAL gpi60.

Las membranas plasmaticas de celulas tumorales LPC-1
tardias son solubilizadas en SAF-Ddc Na al 0.5 % (i ¥ 10=
ceg/ml) y aplicadas a una columna de aglutinina de germen de
trigo (WGA) acopléda a agarosa {(Sigma}). La columna se deja
incubar 20 minuteos & temperatura ambilente y se 1a§a con SAF-
Doc Na al 0.25 % hasta que 1la absorbancia a 280 nm, o 1la
radiocactividad desprendida, sea cercana a cero.

La glicoproteina gp160 es eluida de 1la columna por
competicia c¢con N-acetilglucosamina al 10 %, SAF-Doc Na al
0.25 %. El1 eluido rico en proteina es concentrado y dializado.
La concentracidn de protefna se determina por el metodo de
Lowry (67). La pureza de la glicoprotelna eluida se determina
por SDS-FAGE en geles al 10 % de acrilamida, tefidos con

Schiff, Coomasie y plata.
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4. PREPARACICN DEL COMPLEJC LIPOSOMA gpl60-H-2,

Para la preparacién de los liposomas se sigufb el
procedimiente descrito por Herrmann Yy Mescher {a46), con
ligeras modificaciones de acuerdo con otros autores

(7.21,26,101,108).

La mezecla de fosfolfpidos utilizada c¢ontenia 10 mg de
fosfatildilcolina, 5 mg de fosfatidiletanolamina ¥ 5 mg de
fosfatidilserina. disueltos en 1 ml de cloroformeo:metancl 2:1;
secados en uns atmosfers de nitrégenc. Posteriormente, se le
anade 1 ml de SAF-Doc Na al 0.5 % vy se agita fuertemente
durante 10 minutos. En todos los liposomas preparados se
mantuveo siempre una relacion de 20 nmol de fosfolipido por
cada 107 ceq de protefna (aproximadamente i1:1 peso:peso).

En el momento de hacer los lipocsomas se introduce en una
membrana de diglisis una alicuota de los 1fpidos
correspondientes a BO nmoles segulida de las diferentes
proteinas gque se desean introducir en la membrana lipidica del
liposoma ¥y de 0.5 ug de matriz insoluble. La cantidad de
antigenos H-2 fue constante en todos los liposomas (10 ug, ©
sea 0,25 nmoles), asi como 1z cantidad de matriz inscluble.
La cantidad de gpl60 y de otras proteinas de membrana, libres
de gple0 y H-2, fue wvariable. En las tablas IV y V se ancotan
las properciones de estas proteinas, mismas que se varic en

-

funcionh de la cantidad de ant{gencs H-2.
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La matriz insoluble es el residuo insoluble que se
obtiene de solubilizar membranas plasmaticas de celulas PB1S
o cé&lulas RDM4 con NP 40 al 0.5 %. Esta compuesta de
prote{nas membranales de pesos moleculares gue van desde
70.000 a 36,000 . Ademas contiene parte de la actina asociada
a membrana (3,62,75). Se agrega 0.5 ug en cada una de 1las
poblaciones de liposomas preparadas, pues se ha demostrado que
los liposomas preparados de esta manera son mejores inductores

de una respuesta in vitro de LTC's (47).

La mezcla se dializa contra un volumen 2,000 veces mayoer
de NaCl 140 mM, PMSF 0.1 mM, en TRIS 10 mM, pH B; con cambios

cada & horas, durante 3 dias. En el dltimo cambio se agrega

CaCl= & mMM. La formaciéﬁ de los liposomas se aprecia por el
aumento de turbidez de la mezcla.

Una vez formados los lipeosomas, se centrifugan a
100,000 g por 2 heoras . El precipitado (liposomas) se
resuspende en 1 ml de SAF y se congela (-70¢C)-descongela tres
veces antes de usarse. Generalmente se incorpora de un 60 a

70 % de la proteina total a los liposomas (33,46,101).
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A. Aislamiento de los liposqmas ﬁbr_céﬁtrifugacidh en

gradiente de sacarosa.

Inicialmente, este metodo se utilizod pensando en
seleccionar una poblacicn homogehea de liposomas que se usara
en los experimentos subsecuentes.

Se utilizaron liposomas obtenidos a partir de la mezcla
de fosfolfbidos descrita anteriormente, sin EP160 ni
antigenos H-2. Estos fueron formados en un medio que contenia
=H;-fucosa. de tal modo que podian ser facilmente rastreados
evaluando 1la radiocactividad en las distintas fracciones del
gradiente. La mezcla de liposcomas fue aplicada sobre 17.25 ml
de un gradiente lineal de sacarosa (5-35 %); con 0.5 ml de un
colchon de sacarosa al 50 % en el fondo del tubc. El gradiente
es centrifugade por 18 horas a 68,000 g en un rotor Beckman,
SW 27. Finalmente, se colectaron fracciones de 0.5-0.6 ml, por
medio de un capilar aplicado al fondo del tubo,  teniendo
cuidade de no alterar el gradiente. La presencia de 1los
liposomas se determina evaluando cada fraccion en un contador
para radiaciones beta. La concentracicon de sacarosa se
determine con un refractéﬁetro.

Como se observa en la figura 10, el gradiente permite la

obtencion de S poblaciones principales de liposomas, cuya
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homogeneidad fue evaluada por microscopila électréhica. La
Uhnica poblacion de liposomas aceptablemente homogéhea fue
encontrada en una densidad de 1.0423 g/cm® (Fig.11}.
Resultados similares son reportados por Herrmann ¥ col. (46)
quienes obtienen una poblacich de 1liposomas mids o menos

homogenea con una densidad aproximada de 1.03-1.04 g/cm™.

FPosteriormente se encontré gque el procedimiento de
congelacién-descongelacidh. descrito anteriormente, era
suficiente para obtener una poblacién razonablemente
homogeénea.

S.INDUCION DE LINFOCITOS T CITOTOXICOS.
A. Induccion de una respuesta primaria in vivo.

La respuesta alogénica de LTC's inducida inyectando
intraperitonealmente 1 x 107 células tumorales P81S (H-2<}, a
ratones CS57BL/6. Se prueba la actividad citotdxica 20 dias
después (ver seccidh III.5.E)}.

B. Induccidn de una respuesta primaria in vitro.

Se cultivan 7 x 10® cé&lulas de bazo de ratones CS57BL/6

(c€lulas efectoras) junto con: 3 x 10 celulas ~ tumorales
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pretratadas con mitomicina C, membranas plasmaticas de celulas
tumcrales {1 x 107 ceq), o con liposomas (1 x 10® ceq) en 1
ml de medio K fresco a 37=2C, 5 % CO=. Las células se cosechan
al quinto dia vy se prueba su capacidad litica y especificidad

en los ensayos de citotoxicidad (ver seccion III.S5.E).

C. Tratamientoc de las células estimuladoras con mitomicina C,

El tratamiento de las celulas estimuladoras con
mitomicina C por el metodo de Bach & Vovnow (40}, permite
obtener una respuesta unidireccional cuando se mezclan dos
poblaciones celulares, debido a que la mitomicina C inhibe la
replicaciéh del DNA.

A 2 x 10= células/ml en medio € se le adicionan 25 ug de
mitomicina C por ml y 1la suspensiéh se incuba por 30 minutos a
37°C, 5 % COz. Al terminar este periode 1las cé€lulas son
centrifugadas y lavadas 2 veces con SAF frio. Las celulas
mitomizadas se resuspenden a una concentracidén final de 107

células/ml en medio K, antes de usarse.
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D. Induccidn de una réspuesta secundaria jn wvitro

Las células efectoras (7 % 10®) células de bazo de ratones
C57BL/6, previamente inmunizados con 1 % 107 c€lulas tumorales
PE15 ge cultiva con 2 x 10® celulas tumorales (pretratadas con
mitomicina C), con membranas plasmaticas {1 x 107) o con
liposomas (1 x 10® ceq) en 1 ml de medio K a 27°C, 5 % COx.

Se cosechan al quinto di'a vy se prueba su capacidad 1ftica v
especificidad en los ensavos de citotdxicidad (ver seccidn

I1I.5.E).
E. Ensavoe de citotoxicidad.

Las c€lulas blanco son marcadas con ©:Cr, incubando 5 x
10 c£lulas con 250 mCi de Na®iCros. { New EAgland Nuclear,
actividad especifica 10-35 mCi/mmol), en medic € durante una
hera a 37°C, 5 % CO= (26). Las c€lulas marcadas son
lavadas 4 veces con SAF frfo y se resuspenden a una

concentracion de 5 x 10% células/ml con medioc C.
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Las células blanco, marcadas con %®Cr, son colocadas en
placas de 96 pozos Qque contenian cantidades variables de
c€lulas efectoras. Las relaciones ce€lulas efectoras:células
blanco wutilizadas fueron: 25:1, 12:1, 6:1 y 2:1., Se adicioné
medico C€ hasta un volumen final de 200 ul/pozo y se incubaron
durante 4 horas a 37°C, 5 % CO=. Terminada la incubacidn, las
células son centrifugadas a 100 g por 5 minutos y se toman 150
ul del sobrenadante por pozo para evaluar la radicactividad
liberada en un contador gamma {(Autologic Abbot) cada punto se
hace por duplicade o +triplicade. El1 porcentaje de 1l1lfsis
espec{fica o liberacidﬁ especffica de S Cr, se calcula en base

a la siguiente formula:
% de liberacion especifica = (Lex-lLes / 100-lLes) x 100

donde: Lex= Liberacion de ®=:Cr por las células blanco en
presencia de las células efectoras.
Les= Liberacion espontanea de ®Cr por las celulas

blanco en ausencia de las celulas efectoras.
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V.RESULTADOS,

1. PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS H-2.

A. Purificacién de inmunoglobulinas anti?H—z.

. En 1la Tabla .II se describen las fuentes de obtencidh de
las diferentes inmunoglobulinas purificadas, asi como su
especificidad, v el metodo seguido para su purificacidn. Todas
lés inmuncglobulinas obtenidas se acoplaron a Sepharosa 4B,
para formar el inmunoadsorbente especifice (anti-H-2).

Los antigenos H-2 clase I (H-2D2 y H-2K*%) se purificaron por
cromatograffa de afinidad con Sepharosa 4B.34.2.12 (anti-H-29)
v Sepharosa 4B.11.4.%. (anti-H-2%)_ En el caso de los
antigenos H-2< lIa cantidad y pureza de los antigenos obtenidos
fueron los factores decisivos para emplear un anticuerpo
monoclonal en vez de un antisuero policlonal que existia

previamente en el laboratorioc (Tabla II).
B. Purificacion de los antigenos H-2.

Una vez obtenidos los inmunoadsorbentes se prosiguio con

la purificacicon por cromatografia de afinidad de los ant{genos
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TABLA.II. INMUNOGLOBULINAS ANTI-H RIFICADAS. a

-— e

“Metodo de puri—

. Fuente ‘de obtencidn ' ' especif i
L ‘ ._fficacion.

Suero hiperinmune o H%?q'jf' T Proteina A

Sobrenadante de cultivo . bd- el MAPS 11
del hibridoma 34.2.12 : '

Sobrenadante de cultivo Kk - ' . MAPS II
del hibridema 11.4.1. . .
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H-2. Les anticuerpos monoclonales provenientes del hibridoma
'34;2.12. fueron loe gque permitieron obtener una mayor cantidad
v pufeza de antfgenos H-29_. El1 perfil de elucioch obtenidos en
la cromatografia se observa en la figura 12.

Se obtuvieron 157.7 ug de antigenos H-29, a partir de 1 x 10%
ceq de células PBS1S (Tabla III). Esto equivale al 0.58 % del

total de protefna de c€iulas Pais,

lLa purificacion de 1los ant{genos H-2% se lleyé a cabo
usando un inmunoadsorbente preparado con inmunoglobulinas del
hibridema 11.4.1 anti-H-2K%, Se obtuviereon 140 ug de antigenos
H-2% a partir de 1 x 10" ceg de c€lula=s RDM4 (Tabla III). En
amboe caseos la pureza de los antigenos obtenidos se verificeo
por SDS-PAGE utilizando geles al 10 % de acrilamida. Por medio
de tipciones de nitrato de plata y de azul brillante de
Coomasie, se observo una banda protefca con una migracicshn
relativa equivalente a 45,000 Dal y una banda de 13,000 Dal

que corresponde a beta-2-microglobulina (Fig.12 y 13).

2. PURIFICACION DE gpl6o.

Para comprobar 1la pureza de la glicoptoteina gp160
obtenida por c:omatografié de afinidad en agarosa-WGA
{(Fig.14), =se lleve a cabo una SDPS-PAGE utilizando geles al
10 7. Las tinciones de Coomasie ¥y plata no revelaron ninguna

banda protefca. Sin embargo, al tefiir los geles con el
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. TABLA  III. CANTIDAD OBTENIDA DE.-ANTIGENOS. HZ2d .. ANTIGENOS
“H=2Kk-Y gp160.7 = A U
"8pléed
‘ug . m T ugl owml o ooug
o : SIS {17% 7109 "eeq)
cElulas rotas 27.000 100 20,000 . 100 47,000 100
ant{genos puros 157.5 0.58 140 0.70 187.4 0.4

157.4 ug de H-2d = 21 x 1014 moleéculas
140 ug de H-2k = 19 x 1014 moléculas
187.4 ug de gpl60 = 7 x 1014 moleculas
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reaqtivo de Schiff, aparece Vuna _sola .banda proteica de
160,000 d, aproximadamente (Carril 2,_ Fig. 14), de tal modo
que se puede decir que se cuenta.con una preparacidn muy pura
.de Ep160.

Se obtuvieron 187.4 ug de gpleo (0.4 7) a partir de
777.2 ug de membranas plasmdticas, eguivalentes a 1 x 10%
ce€lulas tumorales LPC-1 tardias (Tabla III). Esta cantidad de
gpl60 corresponde al 0.4 % de la proteina total en las celulas

LPC-1 tardfias.
3. INDUCCION DE LTC's CON MEMBRANAS PLASMATICAS.

Antes de llevar a cabo los experimentos con las proteinas
puras incorporadas a los liposomas, se realizaron algunos
ensayos de induccion de LTC's, utilizando  membranas
plasmgficas de las e€lulas P815 o LPC-1 tardfas. Se probaron
varias concentraciones de membranas a fin de determinar las
condiciones Jptimas para inducir una respuesta de LTC's con
fragmentos subcelulares. La concentracion optima para inducir
una respuesta de LTC's fue de 4 ug de membranas, que
corresponde a 1 X 107 celulas. En la figura 15, se observa que
tanto las membranas plasmaticas de cé€lulas P815 caomeo las

4
celulas enteras de la misma linea, son capaces de inducir una
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buena respuesta de LTC's (75 7% de liberacion especifica de
sisr). En cambio, las membranas plasmaticas de cé&lulas LPC-1
tardfas a=i como 1las c€lulas enteras de esta 1lfnea no son
capaces de inducir wuna respuesta de LTC's (15 % de liberacidn

especifica).

4. INDUCCION DE LTC's CON LIPOSOMAS H-2 y/o gpléo.

La incorporacidh de las proteihas a la membrana lipidica
de 1los 1liposomas ocurre al momento de prepararlos. .Para.
realizar los experimentos, se afadio siempre la misma cantidad
de antigenos H-2 puros (H-29 y/o0 H-2%)}. En cambio, la cantidad
de gpl160 fue wvariable con el fin de determinar si existe una
concentraciocn minima de 1la glicoproteina necesaria, para
alterar 1la capacidad de los antigenos H-2 clase I de inducir
una respuesta secundaria de LTC's. '

Cuando EP160 vy los antigenos H-2< Ee encuentran
incorporados en la bicapa 1l1lipfdica del liposoma en una
relacion molar 2:1, se observa una inhibicidn total en 1la
capacidad de induccioh de LTC's anti-H-29 (90 % de inhibicidn)
comparada con l& respuesta con liposomas en los que unicﬁmente

hay antigenos H-2<. En cambio cuando la relacidn molar
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 BP160:H-2 era de '1:1: la induccidn:de LTC's anti-H-2< solo fue
inhibida en un 19 %, comparada ‘& 1la respuesta generada con los

‘liposomas~H-29 (Tabla IV).

Los liposomas formados con un exceso de proteinas de
mémbréna {libres de H-2 y de gpl60) en combinacidén con
antigencs H-2< fueron capaces de inducir una respuesta
secundaria de LTC's 4n vitro tan efeciente como la obtenida
con 1liposomas que tienen unicamente antigEenos H-2< (Tabla V).
Es 1nteresante notar que si se aTiade gp160 junto con antigenos
H-29 y un exceso de proteinas de membranas no se observa
inhibicidn alguna en la capacidad inductora de LTC's anti-
H-2< por parte de estos liposomas (Tabla V), aun cuando la
relacion molar de H-2:g2p160 era de 1:2.

En resumen, en la Tabla IV, se muestra que gpl60 produce
una disminucicn en 1la capacidad inductora de los liposomas
presentadores de H-29. Se requieren dos moletulas de gpl&0 por
cada molé€cula de H-2<9, para que se produzca este efecto, a
semejanza de lo reportado en celulas enteras (37). Cuando se
utiliza otro tipe de protefna en lugar de gpl60, o cuando se
utiliza una combinacion de gpl160 y otras proteinas 1la
capacidad inductora de los liposomas H-2 se mantiene (Tabla

V).



TABLA Iv. REQPUESTA DE LTC's A LIPOSOMAS OUE TIEN’EN
INCORPORADC H-2d Y/0 gplE-O

Relacicn -~ - ° %_de liberacz.cfn

' Tipo de liposoma - H-2d/gp160/° - - ‘especifica SICr

25:1°  §i1 2 1

H-2d ' 10 43 28 ﬁ_'-"fz'z :
H-2d/gP160 o S as 25 v
He2d,/8p160 tim '~"F"“f_l AR R PN o
H-2d/gp160 | ; P
H~2d + gpl&o 30 18 5
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Con el fin de probar la especificidad de gpl60 hacia los
antIgencs H-29, se realizaron ensayos semejantes a aquellos
descrites en la Tabla IV, pero usado liposomas formados con
antfgenos H-2%. Al 1igual que en €l caso anterior, se probaron
diferentes relaciones H-2%:gpl60; 1:1, 1:2 y 1:0. Como se
observa en la Tabla\VI. tanto los liposomas que contienen
unicamente antigenos H-2%, como los que contienen gpl&0 en una
relacicn de 2 moléculas por cada moletula de H-2% son capaces
de inducir una buena respuesta de LTC's {50 % de liberacidn
espec{fica respectivamente). Asimismo, los liposomas que
presentan otro tipo de proteinas, son tambien capaces de
inducir una respuesta especifica de LTC's. Es interesante
notar que en el sistema H-2% la adicion de una gran cantidad
de protefnas de membrana, libres de gpi160 y'H—z. induce una
respuesta alogenica de menor grado (30 y 35 % de liberacion
especifica de 2 Cr, o sea 40 y 30 % menor que la respuesta

obtenida con liposomas-H-2%) que aquella obtenida en el

sistema H-2<.

Evidencia adicional al respecto de la especificidad de
gpled por H-2< se obtuvo de experimentos en los que se usaron
liposomas a los cuales se habian incorporado tanto antigenos
H-29 como antfgenos H-2%, junto con diferentes cantidades de

eplé0. Come se observa en la Tabla VII, los 1liposomas H-2<



TABLA V. RESPUESTA DE LTC‘s A LIPOSOMAS QUE TIENEN
INCORPORADO H-2d, gp160 Y/O OTRAS PROTEINAS

Tipo de liposoma °  Relacicdn % de liberacicn .
’ H-2d/gpl160/ especifica 5iCr .
otras prot. . . . o
25:1 -5l 231
H-2d/otras prot. 1:0:2 32 20 10
H-2d/gpi16é0/0otras prot. 1:1:1 35 - 22 8
H-2d/gpi60/otras prot. 1:1:4 .~ 38 25 10
H-2d/gpl60/otras prot. 1:2:4 S 32 i8 a8

Bple0 . o d:1£o'f :_' ." g S 2
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inducen una respuesta especifica anti-H-2=, La misma
especificidad se observa en el caso de los liposomas H-2%,
Como es de esperarse, los 1liposomas gue contienen ambas
- moleculas inducen una respuesta con doble especificidad. En
cambio, aqguellos liposomas que contienen H-29, H-2% y gpl60 no
son capaces de inducir una respuesta H-29 mientras que son
capaces de inducir una respuesta anti-H-2% comparable a la de
los liposomas mixtos que no contienen Epl160, Y
sorprendentemente, a mayor cantidad de gplé60, maver intensidad

de la respuesta anti-H-2%.
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TABLA. VI. RESPUESTA DE LTC's A LIPOSOMAS GUE TIENEN .

INCORPORADO H-2k Y/O gpl6&0.

Relacidn % de liberacidn
Tipo de liposoma " H-2k/gpl160/ especifica SicCr
otras prot. . Lo
. 25:1 s:1  2:1
H-2k 50° 45 38
H-2k/gP160 : L 40 30
H-2k/gp160 40 35

H-Zk/otras prot. . .
H—Zk/gpleofotras'pfdﬁf

ER160

e es . 20

28 19




'TABLA. VII. RESPUESTA DE LTC 5 A LIPOSOMAS OUE TIENEN
INCORFORADO H-2d Y/0 H-2k Y/0 gpi160.

—— e

Tipo de liposoma. Relacion H- 2d/ e de liberacion
“H- 2k/gp160 . especff;ca 5iCr.

anti-H-2k
- 25:1 5:1 2:1

H-2d

8 2 0
“H-2k 62 60 48
H-2d/H-2K . 25 63 50 44
H-2d/ﬁ42k)gpi§03- .18 51 42 20
H-2d/H-2K/gp160. -+ 11:1 - 90 85 70
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VI.DISCUSION.
1.PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS H-2 Y DE gp160.

: Pafa la purificacién de antigenos H-2 (H-29 y H-2%) se
escogieron. las ¢€lulas tumorales P8S1S (H-29) y RDM4 (H-2%)
pues ambas expresan 5 a 10 veces mas antigenos H-2 clase I que
otras 1l1lineas tumorales (78). Se obtuvieron 157 ug de antigenos
"H-2< por cada 10® ceq de membranas plasmaticas de cé€lulas PB815S
¥y 140 ug de antigenos H-2% por el mismo nuUmero de celulas
enteras RDM4 (Tabla III). lLa pureza de ambos antigenos es alta
pues no se detectaron bandas c¢ontaminantes en los geles de
poliacrilamida, aun tifendclos con nitratoc de plata que es una
tincién que permite detectar cantidades de proteina del orden
de nanogrames. Estos resultados son comparables con  los
reportados por Herrmann y Mescher (46), quienes obtuvieron 15
ug de antigenos H-2%, por cada 10® ceq de la misma linea
celular.

Por otro lade, 1la cantidad de gpl160 obtenida a partir de
membranas plasmétibas de c€lulas LPC-1 tardias, por medio de
crbmatograffa de afinidad en Agarosa-WGaA, fue de 187.4 ug por
-cada 10= células (Tabla III}). Datos anteriores obtenidos en el

laboratorio para la purificacidh de gpl60 por medio de una



74

extraccion con urea, seguida de varios pesos de purificacion
(93}, fueron los siguientes: 40 ug de gpl60 a partir de 57 mg
de proteina total presente en un extracto de urea al 1.5 M
(equivalentes a 10* celulas). Parece claro que el
procedimiente de purificaci&n de gpl60 utilizado en este
trabkajo de tesis es mas eficiente que el reportado
anteriormente; ademas de proporcionar una proteina purificada
en condiciones menos desnaturalizantes.

Cabe hacer notar que la WGA es una lectina con afinidad
poer residuos de acido sialico ¥y N-acetilglucosamina, azucares
gue se encuentran abundantemente representados en la porcidn
carbohidrato de gpl60 [(20-40 moles de acido sidlico por

molecula) {93)].

2.INCORPORACION DE LAS PROTEINAS A LOS LIPOSOMAS.

Las glicoproteinas H-2 son facilmente incorporadas a las
membranas lipidicas por medio de dialisis del détergente {ver
seccidn II1I.4), lo cual resulta en la formacidn de vesiculas
unilamelares en las cuales la mayor parte del antigeno se
encuentra en las membranas del lipeosoma (47). Experimentos de
inmunofluorescencia indirecta, en los cuales los liposomas
fueron puestos a reaccionar con anticuerpos anti-H-29,
mostraron gue los antigencs se encontraban accesibles sobre la

superficie exXterna de los liposomas {(datos no mostrados).,
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La t relaciones estequiometricas de los antigenos
(H;é:gﬁlso) ihcorporados a los liposomas, fueron de 1:1, 1:2 ¥y
i}&. Esta relaciones fueron seleccionadas considerando que una
célula LPE-1 tardia presenta una relacidn de 1:2, calculada a
péftir de las cantidades de gpl60 v de H-2 obtenidas de un
ndhéro conocido de ce€lulas LPC-1 tardfas (93). El nimero de
'molébulas. de antigencs H-2 Q EP160 utilizada en la preparacidn
de los liposomas fue calculado a partir del nimero de Avogadra
{6.0233 % 102 moleculas/mol) y del peso molecular de las

proteinas.

3.INDUCCION DE UNA RESPUESTA DE LTC's USANDO MEMBRANAS
. PLASMATICAS.

Es claro que se necesita ;n mayor numero (1 ®x 107 ceq) de
equivalentes celulares de membranas plasméticas que de celulas
P815 enteras (3 x 10%), para inducir una respuesta. Por lc que
se puede concluir que las membranas plasméticas son  menos
inmunogéhicas que las células enteras. Resultados similares
son reportados por Burakoff (66). La disminucidn en 1la
inmunogenicidad de las membranas plasméticas podria ser el
resultado de algdh tipo de alteracidn de 1las prote{nas
durante su purificacién (66). Es tambien posible que algunas
membranas se encuentren en forma de vesiculas invertidas
{inside-cut), por lo que la cantidad total de proteinas de
superficie, accesibles al reconocimiento por las celulas

efectoras, estarfa tambien disminuida.
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4, INDUCCION DE UNA RESPUESTA DE LTC's USANDO LIPOSOMAS.

Para determinar la cantidad minima de liposomas que
producen una respuesta secundaria de LTC's, se 1llevo a cabo
una titulacion utilizando diferentes cantidades de liposomas
con antfgenos H-29 o H-2%. . La cantidad minima para 1los
liposomas con H-2< fue de 1 x 10® ceq y para los liposomas con
H-2% fue de 5 x 10% ceqg. Esta diferencia se puede deberse a
que, si bien se obtienen cantidades semejantes de proteina a
partir de las c¢células PB15 y RDM4, el metodo de purificacidn y
el grado de desnaturalizacidn resultante es muy diferente
los antiéenos H-2< se eluyen mediante pH ;Eido mientras que
los antigenos H-2% se eluyen de la columna de afinidad

utilizando un gradiente de sales (ver secciones III.2.B.ii e

iiiy.

En todos los experimentos de induccicdn de LTC's se
utilizaron liposomas formados en presencia de una matriz
insoluble. 5Se ha propuesto que esta matriz insoluble promueve
la formacion de liposomas largos e irregulares que favorecen
una mayor area de contacte entre el 1liposoma vy 1la célula

respondedora, lo gque produce un aumento en su capacidad de
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contiénen antigenos H-2* v gpl160. En este Jltimo caso, se
observo gue autn la relacion de una molécula de antigenos H-2%
por _2 moléculas de gpl60, no impide que los liposomas induzcan
una buena respuesta de LTC'E anti-H-2%: 45 % de liberacion
especffica de ®=Cr (Tabla VI), que es comparada a 1la

liberacion obtenida con liposomas que solo tienen H-2%. Aunque

podria pensarse que por tener menor afinidad por H-2% se
requeriria mayor nfimero de moléculas de Brlel para
proporcionar el mismo efecte de enmascaramiento. Estos

experimentos habran de realizarse posteriormente.

La especificidad del enmascaramiento de H-2< por gpléel se
confirma con los experimentos realizados con aquellos
liposomas que contienen ambos ant{genos (H-2= y H-2%) y .gpl160.
La capacidad de estos liposomas para inducir una respuesta
anti-H-22 se ve disminuida en un 74 % cuando Egpl60 se
encuentra en una relacidn 1:2. Sin embargo, la capacidad de
los mismos liposomas para inducir una respuesta anti-H-2% no
se ve afectada, aun cuando gplé0 se encuentra en una relacion
de 1:2. Parece claro gque gpl60 no enmascara a los antigenos
H-2%, En ambos experimentos se determing la capacidad de los
liposomas para generar uha respuesta cruzada siendo esta menor
del 11 & (Tabla VII).

Resultados obtenidos con liposomas que contienen otras
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protefinas no relacienadas, ademas de H-2< y de gpl60, hacen
pensar que se requiere de una agociacion muy cercana entre
ambas prote¥nas (Tabla V). Cualqgquiera que sea la relacién
H-2<:.gpl60:otras proteinas presente en los liposemas, estos
inducen wuna respuesta alogenica secundaria comparable con la
que se obtiene cuando los liposomas contienen H-2<:gpl60 a una
relacidn 1:1 (35 % de 1liberacidn especifica de ®:*Cr, o sea
19 % de inhibicion con respecto a la respuesta generada con
los liposomas que so0lo contienen H-2<). Aun cuando la cantidad
de gp160 presente en los liposomas es equiparable a 1la
cantidad tecTica de 1las celulas LPC-1 tardias (H-2=:gp160 =
1:2) no se observa una inhibicion importante,

En este caso, cabe preguntarse cual es el grado de
homogéﬁidad de la poblacidn de liposomas obtenida a traves del
proceso de diélisis de la mezcla [H-299-gplé0-otras proteinas
de membranal. La complejidad de la mezcla ez tan grande que no
es dificil pensar gque hay un nﬁmero muy grande de poblaciones
de 1liposomas. La probabilidad de que 1la mayoria de 1los
liposomas tengan incorporados en su bhicapa lipidica los
componentes de 1a mezcla [H-29-gpl60-otras proteinas de
membrana) en las proporciones tecricas es muy baja, no siendo
este el caso de los liposomas que contienen H-29 y  gpleo
tnicamente. Si bien es cierto gque es posible gue exista una

. e
cierta hetercgeneidad en esta poblacidn de liposomas. podemos
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afirmar sin embarge, que la mayor{a de los liposomas de la
mezcla presentan ambas protefnas simultaneamente. De no ser
necesaria una interaccion directa de gpi60 con H~2 para llevar
a cabo su efecto de enmascaramiento, se podria pensar que si
se induce una respuesta de LTC's anti-H-2°9 con dos poblaciones
de 1liposomas (una conteniendo unicamente antigenos H-29 y 1a
otra en 1la gue =solo se incorporé Epl60) agregadas
simultaneamente al cultivo, (conservando la relacidﬁ H-2:8pl160
1 a 2) ge obtendrfa una inhibicidn de la respuesta anti-H-2.
Para confirmar esta posibilidad se lievo a cabo una serie
de experimentos cuyos resultados indiecan claramente gue cuando
H-2 vy gpl60 se encuentran en dos liposomas Separados no se

observa inhibicion de 1a respuesta anti-H-2 (Tabla IV).

Con el fin de determinar =i Epl160 reconoce una secuencia
de aminocacidos determinada en los ant{genos H-2D= se llevd a
cabo la purificacidn de otros antfgenos H-2= (DY K=) para
determinar =i gpl60 es capaz de enmascarar a estos antigencs,

La purificacidﬁ de estos antiéenos se hize con un
anticuerpo policlonal {Tabla II) cbtenide de un Suero
hiperinmune de ratones BALB.k anti BALB/c (H-2K anti-H-2D)
Una- vez obtenidos los antigenos H-2D (D9,K<) se incorporarén a
lipocomas Jjunto con gplé0 y se midid su capacidad de induccidn

de una respuesta secundaria de LTC's. Los resultados obtenidos
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mastraron gque los liposomas que tienen incorporado gplel v
antigenos H-éd a una relacion 1:2, no son capaces de indﬁcir
una respuesta de LTC's especificos (10 % de 1liberacion
especifica de =1Cr).en comparaciéh con los liposomas que
tienen tnicamente incorporadoe ant{genos H-2=, (63 b de

liberacion especifica de ®©=2Cr), es decir, gpl60 enmascara a

los antigenos H-29 (D9 y K<),

Estos resultados son una evidencia indirecta de que gplé&oO
probablemente reconoce una secuencia especffica en los
ant{genos H-2%. para poder llevar a cabo su efecto.

For otro lade, para determinar s1 el residuo de
carbohidratos de la mole€cula de gpl60 esta involucrado en el
enmascaramientb de H-29, se realizaran ensayos de induccion

similares a los anteriores, pero utilizandeo una gpl60 tratada

con neuraminidasa. Al respecto, se han reportado lineas
celulares inmunoresistentes como las LC1l, LCZ vy el carcinoma
mamarioe Ta3-Ha, en las que los antigenos del CMH son

enmascarados por glicoproteinas de alto peso molecular {16).
Estas glicoproteinas ricas en acido sialico, al ser tratadas
con neuraminidasa pierden su capacidad de enmascaramiento bd
por lo tanto las lineas celulares se vuelven suceptibles al

atague por LTC's (16,18,19).



Cabe mencionar que se les ha atribuido a las
glicoproteinas de la superficie celular una gran variedad de
funciones, como receptores, antigenos, asi como para
enmascarar © suprimir 1la actividad antigeﬁica. Recientemeﬁte
se ha reportado el papel de glicoprotelnas con acido siélico
en lé regulacién de la via alterna del complemento asi como
en 1la activacidn de 1la fagocitdsis (20,29). Algunas células
tumorales tienen la capacidad de modular la expresién de sus

antifzenos de superficie al entrar en contacto con anticuerpos

especificos (58).Los antigenos pueden ser desprendidos en
forma de complejos inmunes o simplemente internalizados
{16,27). De esta manera, al disminuir o desaparecer los

antfgenos tumorales de 1la superficie, las células neoplgsicas
evaden el ataque inmune del huesped (16).También se han
descrito ciertos fibrosarcomas (MC-2 y Md-1) que desprenden
cantidades considerables de antigenos tumorales gin requerir
interaccionar con anticuerpos (16,23} . Estos 'antfﬁenos
reaccionan con los LTC's y con los anticuerpos inhibiendo su
actividad 1ftica (17}, asi como tumores que tienen 1la
capacidad de pertubar 1la produccidn de interleucinas (IL-2Z,
IL-1) por macréfagos © intervenir en la disponibilidad de
estas, impidiendo la amplificacibén de 1la respuesta de 1lae
celulas T (92). Otros tipo de tumores tienen la capacidad de

expresar



83

cantidades muy pequeﬁas de antfﬁenos tumorales que no EBon
detectadas por el sistema inmune (16,58) © de producir un
factor denominadeo factor angiogenico, que inhibe la migracidn
de células del exudade peritoneal ¥ que impide la adherencia
del LTC (16,64),0 anticuerpos no citoté&icos denominados
"bloqueadores™ o "facilitadores" (38). Ciertos tumores inducen
estados de inmpunosupresidn en sus huéspedes (2,16)..mediante
la secrecion de mole€culas farmacoloBicamente activas. Unc de
los mecanismos posibles es la estimulacion de c€lulas T
supresoras que abaten la respuesta inmune (57).

Con estos antecedentes, no es dificil imaginar que 1la
glicoproteina tumoral gpl60 pueda tener otras funciones,
aparte de enmascarar a 1los antfgenos H-29, Todas ellas
enéaminadas a proporcionar un mecanismo de escape a la celula

tumoral, _permitiendole crecer Yy desarrollarse en presencia de

una respuesta inmune.

Los resultados experimentales obtenidos a lo largo de
este trabajc demuestran que gple0 enmascara especificamente a
los antigenos H-2° en la superficie de 1la céiuia LPC-1. Esto
constituye un paso importante en el estudio del comportamiento
de 1las cilulas LPC-1 vy de los mecanismos de escape a la

respuesta inmune en general, pero aun quedan otras preguntas
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por contestar con respecto a este sistema  como son :éCuales
son los factores que inducen a la celula LPC-1 a sintetizar y
acumular grandes cantidades de gpileo en su superficie
celular?. ¢ Cual es el estado inmunoldéico del raton portador
del tumor LPC-1, a lo largeo del ciclo de transplantacion?.

No se puede excluir la posibilidad de que gpl60 tenga
algﬁn efecto scobre las células de la respuesta inmune gque a su
vez rTespondan a este "estimulo” mediante la secrecidn de algun
factor soluble. Este Gltimo podria ser el responsable de
inducir en las células LPC-1 1la produccidén y acumulacidén de
EP160 en su superficie celular para defenderse de la respuesta
inmune enmascarando sus antfgenos clase 1I.

5i bien es cierto que EP160 parece enmascarar
especificamente a los antfgenos H-2< en la superficie celular,
proporciconando a las células tumorales LPC-1 un mecanismo de
escape de la respuesta inmune, datos recientes obtenidos en el
laboraterio, han demostrade que gpl6é0 pudiera tener otras
funciones bioldgicas (Gustave FPedraza. 1986, tesis de
licenciatura en Biologia. Fac. Ciencias, U.N.A.M.}.El disponer
de un anticuerpo espec{fico policlonal anti-gplé6od permitié
identificar la pretenciz de gplé0 no so0lo en cotros mielomas
H-2< sino que tambi€n en c€lulas normales de ratones de
diferentes haplotipos (H-29 y H-2%)}. La glicoproteina tumeoral

Epl60 se encuentra presente en la superficie de células de
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bazo estimuladas con LPS (linfocitos B) mas no en celulas de
bazo estimuladas con Con A (linfocitos T) o timocitos. En
medula osea, fue posible contar un porcentaje alto
(aproximadamnete 30 %) de células positivas para gpi60. Mas
interesante aun fueron 1los resultados obtenidos al examinar
cortes de embriones de ratonh BALB/c de 17 dias para
identificar 1la presencia de gplé60 ya que se observo una fuerte
positividad en muchos tejidos, principalmente en aquellos
derivados del ectodermo. Estos datos son  preliminares pero
demuestran claramente que gpl160 ho es una glicoproteina-
Unicamente presente en 1la superficie de las c&lulas tumorales
¥ que podrfa intervenir en diferentes funciones bicldgicas a

lo largo de la ontogenesis y diferenciacidn celular.
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