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RESUMEN

15178Y es una linea tumoral de origen linfoide, derivada de
un ratén DBA/2 (haplotipo d). De ésta se aislaron dos clonas:
IR.4 y LW.1. Una de ellas LR.4, posee la capacidad de crecer a
través de barreras alogénicas. Como en esta linea, se han repor-
tado tumores en los que estd disminuida o cesada la expresidn de
sus moléculas de histocompatibilidad clase I, alterando su reco-
nocimiento por el sistema inmune., Con el propdésito de determinar
cuales eran las causas de este defecto en LR.4, se analizaron los
transcritos para las moléculas b2m y clase I del CMH mediante
“Northern", encontrandose carencia de ambas.

Mediante hibridaciones tipo "Southern", no se encontraron
mutaciones aparentes en los genes clase I. Sin embargo, los
niveles de metilacién de los mismos se encontraron elevados,
particularmente los de las secuencias CCGG. La expresicn de los
mismos no pudo ser inducida por el agente hipometilante S-Aza.
Estos datos sugieren la existencia de otros mecanismos, ademis de
la metilacién, que regulan la expresién de los genes clase I,

En estas lineas tumorales, LR.4 y LW.1l, también se indagé su
posible grado de diferenciaci6én, mediante el andlisis de los
genes o, B y 7 del Receptor de Antigeno de la Célula T. Por
dltimo se investigé la posibilidad de discriminar a estas células
de estirpe comin, mediante el uso de electroferotipos proteicos
en dos dimensiones.



INTRODUCCION

EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (H-2) DEL RATON.

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) del ratén
esta localizado en una regién del cromosoma 17 que codifica por
lo menos para tres clases de genes (Fig.l) (1).

En los genes clase I, se han definido dos categorias:

Una que corresponde al complejo H-2, con miembros evolutivamente
muy conservados (2) y a su vez extremadamente polimérficos.
Estos codifican para moléculas de la superf1c1e celular llamadas
antigenos de transplante, denotados K, D y L, los cuales funcio-
nan como elementos de restriccién en reacciones citotéxicas hacia
células modificadas o infectadas por virus, asi como en’ ensayos
de rechazo a transplantes.

La otra categoria esta localizada en el complejo Qa/Tla, sus
genes poseen un bajo grado de polimorfismo y codifican para
moléculas de superficie. Estos estan estructuralmente relaciona-
dos a los antigenos H~2, pero difieren en su distribucién tisular
y posiblemente en su funcién (3).

Los genes clase II (Ir) codifican para las moléculas Ia, las
cuales tienen una distribucién celular restringida, primordial-
mente a células B, macréfagos, células dendriticas, de Langerhans
y del epitelio tfmico, jugando un papel critico en la presenta-
cién de antigeno a las células T ayudadoras/inductoras.

Los genes clase III poseen algunos componentes del comple-
mento (4). Los genes ubicados en la regién S (C4, C2 y factor B)
estan relacionados y/o involucrados en la activacién clésica o
alterna de C3. Ademas de estos, se encuentran los genes que
codifican para la proteina Slp y para la enzima 21 hidroxilasa
(cl,c2). A pesar de conocer la localizacién y funcién de estos
genes, el significado de la relacién o unién de estos entre si,
como con miembros de otras regiones del CMH se desconoce.

Debido a que las moléculas clase I del CMH son . elementos
trascendentales en la aceptacién o rechazo de trasplantes, el
presente anilisis se centra en el estudio de estas moléculas,

MOLECULAS CLASE I DEL CMH

. Las moléculas clase I que mas se han caracterizado son los
antigenos H-2 del ratén. Estas moléculas son glicoproteinas de un-
peso molecular aproximado de 45 Kd, las cuales son ancladas en la
superficie celular de casi todas las células. Estas protefnas se



erncuentran asociadas en forma covalente o no covalente con la
betaZ-microglobulina (b2m), un polipétido de 12 Kd, codificado
por un gen localizado en el cromosoma 2 del ratén (3-5).

La glicoproteina de 45Kd esta formada por tres dominios
extracelulares llamades N, Cl y C2 respectivamente; una regién
transmembranal y una intracitoplédsmica. Por datos bioquimicos y
de cristalografia, se sugiere que la molécula de b2m se encuentra
asociada con el tercer dominio extracelular de la molécula clase
I (6), como se presenta en la Figura 2.

RECONOCIMIENTO DE ANTIGENO/H-2 POR LTCs

El reconocimiento por linfocitos T citotéxicos (LTCs) de
células alogénicas asi como de antigenos extrafios, es mediado por
moléculas clase 1. Los determinantes que reconocen los LTCs
aloespecificos son aquellos intrinsecos de las moléculas H-2,
mientras que los LTCs antigeno especifico, deben reconocer a la
vez el determinante inmunogénico exdégeno y los determinantes de
la molécula clase I.

A pesar de la abundante informacién disponible sobre la
estructura primaria de los antigenos H-2, los mecanismos molecu-
lares por los cuales las moléculas clase I actuan como blancos
estructurales para los LTCs, son poco conocidos.

Ultimamente se han hecho progresos mediante el andlisis de
la estructura primaria de los antigenos «clase II y de
oligopéptidos inmunogénicos a un haplotipo particular. De este
modo se han encontrado los residucs aminodcidos que interactuan
con el antigeno de histocompatibilidad, y los que interaccionan
con el receptor de antigeno de la célula T (RACT) (9).
Recientemente Ajitkumar et al.(117), han deducido las
interacciones que el RACT establece con la molécula clase I y el
antigeno. Independientemente, Guillet et al. (10) han encontrado
semejanzas entre las seecuencias de la molécula inmunogénica y
las moléculas clase 1II, proponiendo que el fragmento
inmunogénico compite con una secuencig endégena del ‘de la
molécula clase II, de tal forma que esta alteracién es reconocida
por el receptor para antigeno de ia celula T. Por esta fuente de
datos, Guermain (11) a su vez propone que los antigenos clase I y
los LTCs actuan de una forma anédloga.

GENES CLASE I DE CMH

A partir de la construccién de sondas moleculares, -fué
demostrado que los genes clase I pertenecian a una familia de
genes relativamente grande. En los ratones BALB/c, esta familia
comprende aproximadamente 36 genes, 7 de los cuales estan locali-



zados en las regiones H-2K y H-2D, mientras que los restantes
estan en las regiones Qa y Tla (1,12,13).

En el ratén, varios genes clase I han sido completamente
secuenciados; algunas de sus caracteristicas estructurales se
muestran en la Figura 3. La organizacién exonintron de estos
genes es muy similar; cada uno esta dividido en ocho exones,
algunos de los cuales se correlacionan precisamente con los
dominios de los pollpéptldos clase I, El primer exon codifica
para la secuencia lider, mientras que el 20, 3o y 4o exon
codifican para los dominios N, Cl y C3; el 5o exon codifica para
la region transmembranal y el 6o, 70 y 80 lo hacen para la
citoplésmica (Fig. 3).

Al iqgual que muchos genes descritos en organismos eucarion-
tes, los que codifican para moléculas clase I del CMH, poseen en
las fronteras de sus intrones las secuencias GT/AG, la regién
promotora con "cajas" CCAAT y TATA en el extremo 5' del codén de
iniciacién (Fig.4) y, un sitio de poliadenilacién (AATAAA) 3' del
coddén de terminacién (7,14).

Estos genes poseen secuencias particulares (Fig. 4). Una de
ellas es la secuencia amplificadora (enhancer) que regula la
expresién de estos genes y que funciona de una forma ambivalente,
reprimiendo la actividad promotora en células no diferenciadas
(embrionarias) y potenciando su expresion. en células
diferenciadas (16). La otra es una secuencia de respuesta a
interferén, la cual eleva la accién del "amplificador", cuando a
las células se les estimula con interferén «, B o ¥ (15,17).

Debido a la gran homologia que guardan los miembros de esta
familia, la  estrategia utilizada para detectar dgenes
particulares, ha sido el uso de sondas especificas para la parte
3' no codificadora de los RNAs mensajeros. El andlisis de las
secuencias nucleotidicas de la regién 3' no traducida (exon 8) de
clonas de ratén, ha revelado que esta puede ser dividida en en
dos subregiones (Fig. 5). Parte de estas subregiones contienen
secuencias que son especificas para varios loci clase "I,
incluyendo H-2D, K, L, Q10 y 27.1. La regién 3*' no codificadora 1
(NC1), contiene aproximadamente 300 nucleétidos, de las cuales
solo el 10-15% son caracteristicos de un locus. La regién 3' no
codificadora 2 (NC2), esta compuesta de una o dos unidades de 100
y 170 nucle6tidos respectivamente. En contraste a NC1l, mas del
50% de esas unidades NC2 son caracteristicas de varios loci (Fig,
$). Rsi cada subregién contiene secuencias locusespecificas,
pero NC2 tiende a tener una mayor proporcién de las que tiene NC1
(29-31).

En el caso de querer identificar diferentes genes con una
sola sonda, se utilizan aquellas que poseen fragmentos del extre-
mo. 5' (Fig.3) (29).



DIVERSIDAD EN LOS GENES CLASE I

De las hipétesis que se han generado tratando de elucidar
el o los mecanismos involucrados en el proceso de diversificacién
de los genes clase I,la de Nathenson parece ser la mas convincen-
te (18).

Esta hipétesis propone que en el proceso evolutivo de estos
genes, los eventos de duplicacién asi como la acumulacién de
mutaciones puntuales Jjuegan un papel importante. No obstante,
estos hechos no pueden explicar el que los productos de una
regién no sean mas semejantes entre si, de lo que son con los
miembros de otra regién. Tomando esto en consideracién, junto con
los patrones de substituciones vistos en los mutantes de las
moléculas H-2Kb, Nathenson propone que el mecanismo que puede
resolver este proceso de diversificacién es la conversién génica
(19,20).

Los genes involucrados en esta conversién génica residen en
las regiones K y Qa, siendo miembros de la primera los aceptores,
y de la segunda los donadores, derivandose de aqui la idea de que
los genes Qa pudieran servir entre otras cosas como un reservorio
de genes donadores (21,22).

Aunque solo hay unos cuantos genes en las regiones K y D, sus
productos pueden ser muy diversos; tal diversidad se puede gene-
rar durante el proceso de maduracién de sus RNAs mensajeros
(procesamiento alternado), o bien, por modificaciones
postraduccionales: glicosilacién, fosforilacién y/o uniones de
dcidos grasos (23-25).

Es dificil elucidar el papel biolégico que juegan las pro-
teinas de clase I derivadas de la traduccién de RNAs mensajeros
que son producto de un procesamiento alternado (26,27). La alte-
racié en la porcién amino terminal de las moléculas clase I
podria efectivamente incrementar el repertorio de estas
glicoproteinas, y su capacidad para el reconocimiento de células
transformadas. Dado que la funcidén intracelular de las moléculas
clase I es desconocida, es prematuro especular como este
procesamiento alternado en la regién carboxilo terminal podria
afectarlas. Los intentos para descubrir la funcién de este
dominio, no han dado claridad a este aspecto. Sin embargo el

papel funcional del dominio citopldsmico continua. sin

esclarecerse (28).

EXPRESION DE MOLECULAS CLASE 1

Los moléculas clase I del CMH se expresan en la mayoria de
la células del organismo adulto, pero no en la superficie de los
6vulos ni en las células no diferenciadas de algunas 1lineas
derivadas de carcinoma embrionario. Su expresién es estimulada
por los interferones o, B y ¥, por lo menos en parte a nivel



de transcripcién. Similarmente, b2m no es expresada en células de
carcinoma embrionario y es positivamente regulada por interfe-
rones. No obstante estas caracteristicas similares, su sintesis
sigue una activacién diferente durante el desarrollo embrionario,
por lo que no es claro si hay algun mecanismo regulador comin,
que controle la expresién de ambas (25).

Varios estudios han mostrado evidencia sugestiva de que la
expresién de los antigenos clase I en la superficie celular esta
controlada por la expresién de b2m, de una manera andloga al
control que'ejercen las cadenas pesadas de 1nmunoglobu11nas sobre
la expresién de las cadenas ligeras (31). Sin embargo Tanaka et
al. (32), utilizando células trofobldsticas, detect6é que la ex-
presi6én de moléculas de clase I y b2m es reducida, pero que los
niveles de esta udltima son mayores, sugiriendo un mecanismo de
control -independiente para cada molécula. De la misma manera
Potter et al.(33), Fraser et al. (34), al igual que el grupo de
Flavell (35), cuestionan el requerimiento de b2m para la expre-
sién de los antigenos clase I, pues utilizando lineas celulares
deficientes en b2m, pudieron detecar moléculas H-2 en la super-
ficie de éstas.

Recientemente se ha detectado un factor de actividad positi-
va que funciona en trans, y que se une a las secuencias anplifi-
cadoras de los promotores de los genes clase I y b2m; lo cual
sugiere un mecanismo similar para la activacién de dichos genes.
No obstante, sigue sin resolverse como se da la activacién de
éstos en diferentes etapas del desarrollo embrionario (36-38).

EXPRESION GENICA Y METILACION

Es posible que en 1la regulacién de la expresién génica de
los metazoarios superiores intervengan diversos factores. Aunque
la regulacién de la transcripcién es un campo de la 1nvest1gac16n
de gran auge, aun no se conocen con pre51c16n los mecanismos que
la gobiernan. Sin embargo, se sugiere que las interacciones
proteicas en el extremo 5' de los genes, constituyan elementos
importantes en este proceso(40).

Los mecanismos por los cuales algunos genes son expresados
selectivamente en células diferenciadas, estan poco
comprendidos. Sin embargo, uno de los factores criticos en la
expresién génica, parece ser la estructura de la cromatina;
genes transcripcionalmente activos estan aparentemente
confinados, a dominios de la cromatina en los cuales 1la
estructura del DNA se encuentra en configuracién relajada o
relativamente extendida. Esta configuracién relajada se
caracteriza por una incrementada sensibilidad a la digestién con
DNasa I, hipometilacién'y posiblemente, por una unién diferencial
de proteinas cromosomales (41,98,99). Tambien se ha demostrado



gue genes gque estan siendo activamente transcritos, generalmente
contienen un menor nuimero de dinucleétidos CG metilados, en
comparacién de aquellos que se encuentran inactivos (42).

Mediante técnicas de hibridacién y utilizando enzimas que
reconocen la misma secuencia (isoesquisémeros), en los que esta
involucrado este dinucleétido, se ha podido demostrar que
aquellos genes due se estan transcribiendo, muestran un
decremento o ausencia de metilacién, en sitios que estan
metilados cuando estos mismos genes estan inactivos, Los sitios
metilables que son criticos para la transcripcxén parecen estar
en las regiones promotoras de la transcripcién (103-104).

Experlmentalmente, también se ha podido demostrar esta rela-
cién. Mediante el uso del andlogo nucleosidico 5-azacitidina --
el cual contiene un nxtrégeno en lugar de un carbono en la posl—
cién 5, y por lo tanto es incapaz de ser metilado por la enzima
DNA metil transferasa--, en conjuncién con células
indiferenciadas de ratén, se ha podido inducir la expresidén de
genes que originalmente se encontraban reprimidos (42).

EXPRESION DE LAS MOLECULAS CLASE I Y CANCER

Como se ha discutido previamente, la expresién de las molé-
culas clase I confiere a las células la habilidad de funciénar
como blancos de los LTCs. Por tal motivo se ha considerado que
las células que han perdido la expresién de las moléculas clase
I, son potencialmente neoplésicas (44). Sin embargo tal concepto
parece circunstancial y controversial.

La posibilidad de que la disminucién de la expresién de las
moléculas clase I pueda correlacionarse con un estado oncogénico,
se ha sugerido por estudios con células infectadas con adenovi-
rus. Células de rata transformadas por adenovirus 12 (Adl2),
presentan una reduccién en la expresién de los antigenos clase I
y son oncogénicas en animales singénicos e inmunocompgtentes. Por
el contrario, células transformadas con Ad5 expresan antigenos de
histocompatibilidad y no tienen potencial oncogénico (43,57).
control negativo de la expresién de estas moléculas en el sistema
Adl2 esta asociado con el producto de la regién Ela del virus
(44). Estos mismos datos se han encontrado en modelos experimen-
tales humano y murino (43,45). Por otra parte, utilizando células
humanas y miembros de casi todos los subgeneros de adenovirus,
Paabo et al. (46) han mostrado que en los subgeneros B,C,D y E,
la glicoproteina E19 se asocia en el reticulo endoplé&smico ' con
los antigenos clase I nacientes, lmpldlendo su transporte a la
superficie celular (47); mientras que los virus del subgénero A
(Ad 12) carecen de tal efecto, pero lo reemplazan a través de la
disminucién especifica de los niveles de RNA mensajero para estos
antigenos.



Recientemente se ha reportado la obtencidn de células que
fueron transformadas por adenovirus 2 o 5, las cuales expresaban
niveles bajos de proteinas clase I y que eran comparables con
aquellos presentes en células transformadas por Adl2. Sin embargo
estas células transformadas con Ad5 o Ad2 fueron incapaces de
inducir tumores cuando fueron inyectadas en animales singénicos
(48). Por lo anterior es posible concluir que las alteraciones
fenotipicas inducidas por Ad2, 5 o 12 son diversas y consecuente-
mente resulta dificil establecer una correlacién entre los
niveles de expresién de moléculas clase I y la transformacién
maligna.

La disminucién en la expresién de los antigenos clase I en
otros tipos de células tumorales, tambien ha sido documentado,
encontrandose resultados contradictorios. En el caso de linfomas
espontaneos derivados de ratones SJL/J, se ha detectado una
correlacién inversa entre los niveles de expresién de las
moléculas clase I y la agresividad (eficiencia de crecimiento y/o
capacidad metastdsica) de los tumores (49). En este caso se ha
demostrado de una manera directa, al transfectar células carentes
de moléculas clase I con los genes H-2Kk, Kb o ambos, generando
un fenotipo que provoca la eliminacién de su capacidad metasté-
sica o el rechazo total del tumor (50,51).

Apoyando estos resultados y fortalecidos aun mas por ser de
datos clinicos, se ha detectado la correlacién en tumores colo-
rectales, en linfomas de células B y en cancer de células peque-
flas del pulmén, una baja expresién de antigenos de histocompati-
bilidad clase I (HLA), y una alta malignidad de los tumores (53-

- 54},

Contrastando con estos resultados, se han reportado casos en
los cuales al seleccionar clonas deficientes en la expresién de
moléculas clase I (H-2-), y compararlas con clonas H-2+ --tomando
como parémetro su capacidad en inducir tumores--, se observé que
las clonas H-2- son incapaces de generar tumores, mientras que
aquellas H-2+ muestran un crecimiento tumoral progresivo (54,55).



. OBJETIVO

Dadas las caracteristicas de la linea tumoral LR.4, de
crecer a través de barreras alogénicas, y por ende, la falta de
alguno de los marcadores que la definen y/o identifican, el
presente trabajo tuvo como fin:

1).~- Establecer a nivel molecular, alguno de los factores
que determinaban su capacidad de crecer en ratones de diferente
haplotipo.

2).- Debido a que las lineas LR.4 y LW.l1 fueron derivadas de
la linea tumoral LS5178Y, pero presentaban caracteristicas
diferentes, se decidié realizar el anédlisis de los genes que
codifican para varias de las subunidades que forman el receptor
de antigeno de la célula T. Esto con el propésito de conocer la
relacién entre ambas lineas (clonalidad), asi como para determi-
nar el grado de diferenciacién de las mismas.

3).- Por los factores mencionados anteriormente, se indaga-
ria la posibilidad de caracterizar ambas lineas celulares
mediante electroferotipos en dos dimensiones de las proteinas
intracelulares de éstas.



MATERIALES Y METODOS

Lineas Celulares. L5178Y es una linea celular aislada por I.
Parr (60) de un ratén DBA/2 (haplotipo H~2d) mediante el trata-
miento con con metilcolantreno. LW.1l es una mutante de L5178Y,
seleccionada en nuestro laboratorio por su resistencia a 8-
azaguanina posterior al tratamiento .con etilmetanosulfonato.

LR.4, es una sublinea de L5178Y, en la cual se ha detectado
la deficiencia en la expresién de antigenos de
histocompatibilidad H~2 (E. Escanddn, tesis de postgrado), y que
fue seleccionada en el laboratorio por su resistencia a 5-
bromodeoxiuridina.

EL4, fue establecida a partir de un cultivo de tejidos
derivado de un linfoma inducido en un ratén C57Bl/6 (H-2b) con
9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (87).

Es necesario hacer notar que estas lineas celulares son de
estirpe linfoide, y que poseen el antigeno Thy-1.2 (Tabla I).

8180, es un adenocarcinoma aislado de una hembra de ratén
suizo (87). Su haplotipo se desconoce; sin embargo, se sabe que
transcribe genes clase I, no as{ B2m (Barrera. R. et al,
manuscrito en preparacién).

Mantenimiento y/o Propagacién de las Lineas Tumorales. Las
lineas celulares se mantuvieron mediante la inoculacién del tumor
en la cavidad peritoneal de ratones singénicos ( LW.1l en DBA/2
EL4 en C57Bl/6 y LR.4 en BALB/k. El inéculo varié entre 1-5 x 10
células crecidas en suspensién en la cavidad peritoneal de un
ratén.

Cultivo de Células. Las células se cultivaron en en una
atmosfera humidificada con 5% de C02 a 37 C. El medio de cultivo
usado fue RPMI 1640 pH7.2, suplementado con suero bovino fetal
(10%), aminodcidos no esenciales. (100uM), - glutamina - (20mM),
.dextrosa (2.5g/1), anfotericina B y estreptomicina (S0ug/ml).

Tratamiento con 5-azac1tiglna. ‘pas células LR.4, al
alcanzar una densidad de 8x10° - 2x10°, fueron crecidas en
presencia de 10uM del andlogo 5-azacitidina (61) durante 3 dias,
posteriormente se lavaron con RPMI 1640 y se transfirieron a
medio de cultivo libre del agﬁlogo. Se cosecharon las células al
llegar a una densidad de 1x10 células/ml,

Marcaje Celular con >°[S] Metionina y Preparacién de los
Extractos Proteicos. Los cultivos con una densidad de 0.3 -
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0.7x10° células/ml (fase de crecimiento logaritmico), se cosecha-
ron y lavaron en PBS; se resuspendgeron en RPMI 1640 libre de
metionina, a una densidad de 1x10 células/ml. El medio de
cultiyo se suplementé con 10% de suero bovino fetal y 100uCi/mi
de ([°°S] metionina, con una actividad especifica de 1140
Ci/mmol. EL cultivo se incubé durante 7 horas a 37°C con
agitacién esporddica. Se cosecharon las células y se lavaron 3
veces en PBS a 4°C; el precipitado celular se resuspendié en
500ul de solucién de sonicacién (61). Posteriormente se
rompieron las células en un bafio sonicador, detectando la ruptura
al microscopio, con azul de metileno. Los fragmentos celulares,
sus sobrenadantes resultantes, se centrifugaron a 2000g/10
min.,12000g/10min. y 100000g/60min, respectivamente.

El sobrenadante final se almacené a -70°C. hasta el momento
de ser utilizado en ;} anélisis electroforético. Se cuantificé la
incorporacioén de [°°S] metionina a proteinas, de la siguiente
manera: en un filtro millipore de 0.45um, se aplicé Sul del
sobrenadante final, se agregé 1lml de acido tricloroacético (TCA)
al 25%, mas 0.5ml de la mezcla alcalina de lavado; posteriormente
se lavé el filtro con TCA al 8%, se secd y se cuantificé en
contador de centelleo.

Electroforesis de Proteinas en una Dimensién. E1 gel concen-
trador se hizo al 4% y el resolutivo al 10% de acrilamida. Las
muestras se corrieron a 20mA/gel, hasta que el colorante llegara
a la interfase del gel concentrador y el resolutivo, despues a 30
mA/gel. Todos los experimentos fueron realizados bajo las mismas
condiciones (reactivos, tiempo, temperatura, etc.). Los geles
fueron calibrados con marcadores de peso molecular en el rango de
14400-200000 daltons. El gel se fijé en una mezcla agua/metanol
(7:3) durante 15-30 minutos, secado y puesto a exponer a placas
de rayos X. Para cada gel, se aplicé, una cantidad constante de
isétopo incorporado a proteina (1 x .10 cpm).

Electroforesis de Proteinas en Dos Dimensiones. La electro-
foresis en poliacrilamida en dos dimensiones, fue realizada de
acuerdo al método de O'Farrell (63), con modificaciones mini-
mas., El gel de la primera dimensién contenia 5% de anfolinas.
(pH 3-7; Bio-Rad). Las anfolinas generaron un rango de pH de 5-8,
determinandose éste con electrodo de superficie, a intervalos de
0.5cm.. Los electrolitos de la primera dimensién no fueron
desgasificados. El isoelectroenfoque fué formado durante 18hr. a
400V (7200 Vvhr.).La segunda dimensién se realizé de la misma
manera que los geles de una sola dimensién.

An4&lisis de Electroferotipos en Dos Dimensiones. El criterio
de identidad de un punto en el gel de una linea, con respecto al
de la otra, fue la abilidad de localizar el punto en cuestién y
los puntos circundantes en ambas placas de rayos X, sin descuidar
las variaciones producidas por el tiempo de exposicién de las
mismas.
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Bacterias,

€600 F thi thr 1 ;__ tonA supE lambda™ (65). Esta cepa

fue utilizada para 'E‘ arla con el plémido pMHC-1,

JM101 supE thi (lac-proBABj [F' traD proAB laclgZ] (74).
Esta cepa fue utilizada para la transformacién con los plamidos
C1432, pBR-mus-hi-H4-Hinf, XP400, pHC2 y RBL-5.

MC1051 araD (ara leu) lacX galU galK hsr hsm’ stra (75).
A esta cepa se le transformé con pJSB.

Sondas Moleculres

1) pMHC-1, es un cDNA derivado de un linfoma de ratén BALB/c, que
corresponde al gen H-2Ld y comprende del codén 66 al 286 (14). La
sonda fue clonada en pBR322 en el sitio Pstl y obtenida mediante
el uso de la enzima HaplI.

2) Cl432 es un fragmento de DNA dgendmico derivado de ratones
€57B1/6 que contiene los exones 7, 8 y la regién no traducida
correspondiente a los genes 06 y 08 (64). Este monitor fue
clonado en puCl8 en el sitio 8stI y escindido con Sacl.

3) pJSB es el nombre dado en el laboratorio para una sonda gens-
mica del gen b2m. Esta fue aislada de una linea mieloide de ratén
BALB/c; y contiene la secuencia del 20 exén y la regién 5' del 20
intrén, del sitio SacI al sitio KpnI (8). Esta sonda fue clonada
en pBR322 y fue obtenida mediante el uso de las enzimas EcoRI 'y

KpnI.

4) pBR-mus-hi-H4-Hinf es un monitor gendmico que contiene 1la
secuencia 5' del gen que codifica para la histona H4 (73). Este
fragmento fue clonado en pBR322 y escindido con EcoRI.

5) RBL-5 es el vector que contiene un cDNA, con la regién
constante de de la cadena  del RACT de ratén; de 800 bases de
longitud, y clonado en el sitio PstI de pBR322 (115).

6) pHC2 es un plésmido que porta un cDNA de la regién constante
del gen que codifica para 1la subunidad « del RACT. Poseé 370
bases, y esta clonado en el sitio EcoRI de puCl2 (116}.

7) XP400 es un monitor con un cDNA que contiene la secuencia 3'
de la regioén contante del gen ¥ del RACT. La sonda consta de 400
bases y esta clonada en el pldsmido pGEM en los sitios Xbal-Pstl

(72).

Amplificacidon y Purificacién de Plé&smidos. Se tomé una
colonia bacteriana transformada con el plasmido correspondiente,
y se crecié durante la noche a 37°C en medio de cultivo infusién
cerebro-corazén. Se inocularon 1000ml de medio con el cultivo
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anterior, anadlendoles el antibidético correspondiente, y se
incubaron a 37°C durante 8hr con agitacién vigorosa. Las
bacterias se cosecharon por centrifugacién a 5000rpm a 4°C por
30min. en el rotor GS3, el paquete céluar se resuspendié en 18ml
de solucién TE. Se lisaron la células agregéndoles 36ml de
solucién sosa-SDS, se dejé en hielo por 10min., y se precipité
el DNA cromosémico junto con los fragmentos celulares con 7ml de
solucién de acetato, manteniendose en hielo por 15min; se
centrifugé a 16,000rpm 30min. en el rotor S$S34. Al sobrenadante
se le precipité a temperatura ambiente con 0.6 volimenes de
2-propanol durante 20min., y se centrifugé a 10,000rpm por
3omin. en el rotor SS34. El1 precipitado se resuspendi6é en
solucién TE, y se traté con RNasa (100ug/ml) a temperatura
ambiente y durante 1 hr., se extrajo con fenol, fenol/cloroformo
y cloroformo/alcohol .isoamilico. A la fase acuosa se le
agregaron 2 volumenes de etanol y se precipit6é el DNA a -20°C.
La pureza e integridad de los plésmidos, se analizé en geles de
agarosa al 0.8% en solucién TBE con 0.5ug/ml de bromuro de
etidio.

Esta fraccién enriquecida de plasmido, fue digerida con las
enzimas correspondientes para purificar el fragmento de DNA que
serviria de minitor molecular.

Transformacién Bacteriana. Para la introduccién de los pléas-
midos en sus hospederos bacterianos, se utilizé el método de
cloruro de calcio, tal como lo describe Maniatis et al. (65).
Este consiste en crecer la cepa bacteriana en fase logaritmica,
concentrarla vy resuspenderla en solucién de cloruro ' de
calcio/-Tris, a 4°C y durante 12-16hr. Posteriormente el DNA
(plésmido) se les agrega y se exponen a cambio térmico (42°C),
durante 2min. Se suplementa la suspensién con medio de cultivo, y
finalmente se siembra en medio selectivo.

Purificacion de Sondas. Se digirieron los pldsmidos con las
enzimas apropiadas, y se separaron los fragmentos mediante elec-
troforesis en agarosa de bajo punto de fusién, se tifio el gel con
bromuro de etidio y se visualizé el DNA mediante luz ultraviole-
ta. Se separé la banda correspondiente al monitor molecular, a
esta se le agragaron cinco volumenes de solucién TE y se disolvié
el gel a 65°C durante 5min. Se extrajo el DNA en tres ocasiones
con fenol, fenol/cloroformo y cloroformo/isoamilalcohol JTespec-
tivamente; a la fase acuosa final se le precipité a -20°C, con
dos volumenes de etanol y 0.1M de NaCl final. Se centrifugé a
16,000rpm por 30min./ 4°C, y al precipitado resultante se le
resuspendlé en un volumen minimo de _.solucién TE. La
consentracién final del DNA se cuantificé mediante el método de
bromuro de etidio (65).

Marcaje de Sondas. El1 DNA de doble cadena se marcé mediante
una- modificacién de la técnica de "Nick Translation" por el
método de Meinkoth y Wahl (70); o bien, por el método de "Random
Primer" (65,71).
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El marcaje por "Nick Translation" se realizé de la siguiente
manera: en un vial se depositaron 500-400ng de DNA, desoxinu-
cle6tidos trifosfatados: dTTP,dGTP y dCTP (dNng), 20uM; solu-
cién de nucleétidos NT 4X, 6ul; DNasa 100pg, [~ “P) 4ATP 20ucCi,
DNA Pol. I 4-6U y aforé a 24ul. Se incubé la solucién a 14°C
durante 3hr.; se paré la reaccién con 1lul de SDS al 10% y 1lul de
EDTA 0.5M; se le agregaron 100ul de TE, y se separ6 el DNA
marcado de la marca libre, mediante cromatograffa en sephadex G-
50.

En el marcaje tipo "Random Primer", se utilizé el siguiente
protocolo: en un vial de 0.5ml. se colocé el fragmento de DNA a
marcar (100ng.) con 1.25ug. de los hexanucleétidos al azar en un
volumen final de 7ul. Se hirvié esta mezcla por 2min. y se colocé
en hielo. Posteriormente, a esta mezcla se le agregaron 2 OuM de
dNTPs, 10u1% de so}gcién RH 2.5X, 1lul. - del fragmento Klenow (3-
8U) y 20uCi de ["°P] dATP; se aforé a 25ul. y se incub6 a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se detuvo la reaccién por
la adicién de 2ul. de 0.5M de EDTA pHB. Se separé el DNA marcado
de la marca no incorporada de igual forma que el proceso de Nick
Translation.

Como paso final y previo a la hibridacién molecular, el DNA
marcado se-desnaturalizé calentadolo a ebullicién en bafio maria
durante 10min., enfriandose rapidamente en hielo para prevenir su
renaturalizacién, y aplicandose posteriormente a la solucién de
hibridacién. ‘

Extraccion, Transferencia e Hibridacién del RNA, E1 RNA ce-
luar fue preparado por el método de LiCl/Urea de Auffray y
Rougeon (68). Se obtuvieron las células tumorales propagadas en
ratén, y se lavaron 3 veces en PBS. Al paquete céluar se le
agregaron 10 volumenes de una solucién 3M LiCl/6M Urea, y se
homogenizé durante 45seg. a 4°C.; posteriormente se guardé a -20°
C. durante 12hrs para precipitar los &cidos nucleicos. La
suspensién se centrifugd 20min., a 16K/g y 4°C, se desechd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 8 vol. de una
solucién de acetato de sodio, SDS y heparina. A esta mezcla se
le extrajo dos veces con fenol saturado con TE , a la fase
acuosa resultante se le agregé un volumen igual de un solucién
4M Licl/8M Urea, se mezclé y se dejé durante la noche a -200C,
Nuevamente se centrifugé la mezcla bajo las mismas condiciones
que la anterior; el precipitado se disolvié en 7 vol. de una
solucién de Tris-SDS; se extrajé con fenol, fenol-clofoformo y
cloroformo-isoamilalcohol. Al = final, a esta fase acuosa,
enriquecida en RNA, se le precipité con dos volumenes de etanol.
El precipitado se resuspendié en un volumen minimo de agua
tratada con dietilpirocarbonato y se cuantific6é espectro-
fotométricamente (260nm de L.O.).

Para el andlisis del RNA, este se separ6 mediante electrofo-

resis en agarosa en presencia de formaldehido (69), y se trans-
firié a papel de nirocelulosa de la siguiente manera: el gel se
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prepar6é al 1.1% de agarosa, 1X de solucién Hepes-EDTA vy
formaldehido al 6% final, siendo la solucién de corrida la misma
que la del gel. La muestra (1l0ug) se concentré (por
precipitacioén con etanol), se le agregé 9.2ul de
formaldehido/formamida mas 4.8ul de solucién A. La mezcla se
calenté a 70°C por 10min. y se enfrié inmediatamente en hielo, se
le agregé 3ul de solucién de aplicacién y se corrié a 60V.. Al
finalizar la corrida, el gel se sumergié en una solucién SSC
20X, a temperatura ambiente por 30min. Se transfirié el RNA a un
filtro de nitrocelulosa con SSC 10X mediante capilaridad tal
como lo indica Perbal (70).La hibridacién con cualquiera de las
sondas fue en sgluci6n de hibridacién con formamida al 50%
durante 20hr y 42°C. Los lavados se realizaron de la siguierite
manera: primero, un lavado a temperatura ambiente, con SSC 2X y
0.1% de SDS, durgnte 30min.; posteriormente, tres lavados mas

con SSC 0.1X a 50 C, y durante 30min., cada uno.

Extraccién, Transferencia e Hibridacién del DNA. Las células
contenidas en el liquido de ascitis se lavaron tres veces con
PBS; posteriormente, a las células del precipitado final, se les
1lis6 agregando 10 volimenes de mezcla litica e incubando a 5$0°C
durante 3hr. Se extrajé el DNA tres veces con fenol y a la fase
acuosa resultante, se le dializé en solucién TES. La muestra ya
dializada, se traté con 100ug/ml de RNasa a 37 grados centigrados
por 3hr, y posteriormente el DNA se extrajé (2x) con
fenol/cloroformo. Finalmente, se dializé contra TE, y se cuanti-
ficé por espectrofotometria (65).

Para el andlisis del DNA, se digirieron 10ug con endonuclea-
sas de restriccién, a una concentracién de 2U/ug de DNA, 37 C y
-durante 12-16hrs. El producto de la reaccién se aplic6é a un gel
de agarosa al 0.8% en TE y con 0.5ug/ml de bromuro de etidio; se
corrieron las muestras a 30-40V. Al finalizar la corrida, se
midio 1la distancia migrada por los marcadores moleculares
(lambda/HindIII). Previo a la transferencia, y como forma de
desnaturalizar al DNA, esté se sumergié en solucién
desnaturalizante durante lhr, despues se sumerdgié en solucién
neutralizadora durante otra hora. El1 DNA se transfirié a’ un
filtro de nitrocelulosa mediante capilaridad con SSC 10X, tal y
como se hace con el RNA, -
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RESULTADOS

ANALISIS DE LOS RNAm DE LAS MOLECULAS CLASE I Y b2m,

Los factores que pudieran afectar la expresién o reconoci-~
miento de los antigenos clase I del CMH podrian ser:

(a) La mutacién o represién de los genes clase I y/o h2m
(8,17,33,84).

{b) El secuestro intracelulér de alguna de estas moléculas
(47,108).

: Para determinar si la falta de expresién de las moléculas

clase I de CMH, se daba a nivel de traduccidén o transcripcién, se
fraccionaron mediante electroforésis los RNAs totales de las
lineas tumorales LW.l, LR.4 y EL4, y de RNA de higado de ratén, y
por hibridacién molecular, se estudiardén sus mensajeros.

Como se muestra en la Fig. 6a, a diferencia de las otras
lineas, LR.4 carece de mensajeros para la proteina b2m. El RNA
tambien fué hibridado con una sonda de cDNA del gen H-2Ld, la
cual contiene secuencias altamente homdlogas a todos los genes
clase I del CMH (3,14). En las lineas de control de la Fig, 6b
(W, D, Ey C) se observé una banda que corrié aproximadamente en
la posicién del RNA ribosomal 18S, el cual es del tamafio esperado
para el mensajero de las moléculas clase I. En la linea LR.4 (R),
no se detectaron transcritos para estas moléculas. La posible
fragilidad de los mensajeros se descarté mediante la hibridacién
con el monitor para la Histona H4 (Fig. 6c). La falta de mensaje-
ros para las moléculas b2m y clase I del CMH indicaba que el
problema no era a nivel de traduccién, por lo gque se decidié
analizar los genes clase I del CMH. .

EXAMEN DE LOS GENES CLASE I DEL CMH

Una posible explicacién sobre la falta de expresién de los
antigenos clase I del CMH, serian aberraciones cromosémicas tales
como inserciones o deleciones. Para determinar si esto habia
ocurrido, se analizaron los genes clase I del CMH, mediante.
transferencia de DNA a soporte solido (Southern), sin descartar
que con este método, solo se observarian mutaciones gruesas.

Se extrajo DNA de alto peso molecular de las lineas LW.l y

LR.4, asi como de higado de raton DBA/2. El 4cido nucleico se
digirié con diferentes enzimas de restriccién, y ya inmobilizado,
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se hibridé con con la sonda del gen H-2Ld (Fig. 7). El patrén de

" hibridacién en la linea LR.4 fué indistinguible del generado por

el tejido normal de ratén y de la linea LW.l1, los cuales si
expresan moléculas clase I del CMH. No obstante que este monitor
no puede identificar especificamente las regiones codificadoras
de los genes Kd, Dd y Ld, demostré que no habian ocurrido muta-
ciones mayores en los genes clase I que hibridaron con nuestra
sonda.

Aunque este tipo de anadlisis en la linea LR.4 no detectd
aberraciones dentro o alrededor de los genes clase I del CMH,
pequefias mutaciones podian explicar la falta de expresién de
estas moléculas. .

Los resultados anteriores sugerian que los genes clase I de
LR.4 no tenian mutaciones; o que si las tenfan, la sensibilidad
del método usado no permitia detectarlas. En consecuancia, no fué
posible explicar la falta de transcritos para molélas clase I del
CMH. Sin embargo, en forma independiente, R. Ocadiz y V. Ortega,
identificaron deleciones en la regién del cromosoma 17 que codi-
fica para los IAs {comunicacién personal). Con el propésito de
explorar con mayor detalle la integridad del CMH en su extremo
3', se hicieron hibridaciones DNA-DNA, usando una sonda
especifica para los genes Q4, 06 y 08 (Cl1432), localizados en el
extremo telomérico del cromosoma. La hibridacién con C1432° no
mostré pérdida ni polimorfismo para estos genes en las muestras
analizadas (Fig. 8).

NIVELES DE METILACION EN LOS GENES CLASE I DEL CMH

Otras posibles causas que podian modular la expresidn de los
genes clase I del CMH serfan los factores epigenéticos, dentro de
los cuales se encuentra la metilacién del genoma.

En este grupo de factores, se ha considerado que la
metilacién del DNA (40-41), juega un papel importante en la
regulacién de la expresién génica. Por tal motivo, se decidid
analizar los niveles de metilacién, en los genes clase I/H-2.

Debido a que en los eucariontes, solo la citosina se metila,
y que por lo general forma parte del dinucledstido CG (58), el
genoma fué estudiado mediante el andlisis por digestién, con la
endonucleasa de restriccién sensible a metilacién, Hap II, y su
isoesquizomero, Msp I, las cuales reconocen la secuencia CCGG.
También se usé la enzima Hha I, que digiere el DNA en la secuen-
cia GCGC, cuando la citosina interna no estd metilada. Mediante
la digestién de de los DNAs con estas endonucleasas y su
hibridacién con la sonda para genes clase I, se evalué el estado
de . metilacién de estos genes.

Los DNAs obtenidos de las fuenes antes citadas, fueron

digeridos con las enzimas MspI, HapII y Hhal, y analizados por
hibridacién en soporte sélido, con la sonda del gen H-2Ld.
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Tal como se muestra en la Pig. 9, después de la digestién
con MspI, el patrén de restriccidén. de los genes clase I fué
semejante en los dos derivados de L5178Y, LW.l y LR.4 (carriles
lo y 20). Sin embargo, el patrén generado por la enzima HapII
fué diferente entre ambas lineas. En la linea LW.1l (20 carril),
se observé una gama de bandas de hibridacién en un rango aproxi-
mado de 20 Kb a 2 Kb. Por lo que se refiere a LR.4 (40 carril),
el numero de bandas fué menor y el peso molecular mayor. Como
control, se digirié en paralelo, el DNA de la linea $180 con las
mismas enzimas. El patrén de restriccién fué distinto al de las
otras dos lineas (carriles 50 y 60); no obstante, la gama de
tamafios fué similar a la observada en IW.l. Las diferencias
encontradas entre IW.1 y S180, pudieran ser consecuencia de las
variaciones en los niveles de expresién observadas en diferentes
tipos de tejidos (79).

En las digestiones con Mspl vy Hapil, se encontraron
fragmentos de hibridacién de alto peso molecular y de poca
resolucién. Para simplificar el an&lisis de estas bandas, se
hicieron digestiones dobles usando MspI o Hpall y EcoRI. Este
tipo de andlisis revel6é nuevamente la similitud que existe en
los patrones de restriccidén entre LR.4 y LW.1 al ser digeridos
con MspI, Mspl y EcoRI o EcoRI (Fig. 10, carriles 1-3 y 6-8). En
el caso de la digestién con HpaIl, esta hibridacién mostré con
claridad, el mayor grado de metilacién en LR.4 (comparar los
carriles 5 y 10). En el caso de las digestiones dobles con
HapII-EcoRI, IW.I generd mayor nimero de bandas (carril 9),
mientras que LR.4 mostrd un patrén de restriccién similar al de
EcoRl, pero con una mobilidad ligeramente mayor (carriles 3 y
4).

Este tipo de experimentos se repitio, empleando las enzimas
HapIll y HhaI, pero utilizando como control DNA de esperma de
ratén, el cual se ha reportado que estd altamente metilado (86).
En estos experimentos, se corroboraron los datos antes obtenidos
en LW.1 Y LR.4 con HapII (Fig. 11). Sin embargo, al digerir estos
DNAs con la enzima Hhal, se observé un patrén de restriccidén
idéntico (carriles 2 y 3). Los resultados obtenidos con el DNA de
esperma de ratén fueron muy interesantes, pues el patrén generado
por la enzima HaplI, fué diferente al de LR.4, .que no expresa
moléculas clase I, y semejante al de IW.l1 que si expresa
moléculas clase I (carriles 4-6). Por otro lado, la restriccién

“hecha con Hhal, generé un mayor mnimero de bandas hibridables, y

el tamafio de las mismas fué diferente al de las lineas tumorales
(carriles 1-3). Estos datos indicaban, que las secuencias detec-
tables con nuestra sonda , y sensibles a la digestién de la
enzima HapII son las mismas en LW.l1 y esperma; mientras que
aquellas sensibles a Hhal difieren, quizd por las diferencias de
estirpe celular.

EL aumento en los niveles de metilacién en la regién de los
genes clase 1 del CMH podria estar directamente relacionado con
la falta de expresion de genes que codifican para moléculas de
clase I. Es importante seflalar que las secuencias CCGG son
frecuentes en el extremo 5'del gen H-2Ld y posiblemente en otros
miembros de esta familia génica (113).
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TRATAMIENTO CON 5-AZACITIDINA

Para determinar si la metilacién del DNA, era la causa
determinante de la falta de expresién de los antigenos clase I
del CMH, se trataron la células LR.4 con el nucleésido 5-Aza, que
inhibe la enzima DNA metiltransferasa, que actua sobre los
residuos de citosina en el DNA de eucariontes (42).

Las células LR.4 fueron tratadas con 5-Aza (10uM) durante
72h y posteriormente, subcultivadas en ausencia del andlogo. Para
probar si 5-Aza disminuyé los niveles de metilacién en LR.4, el
DNA de ésta, se extrajo y se digirié con la enzima HapII, al
igual que el de las lineas LW.1 y LR.4 sin tratar. Estos DNAs
fraccionados e inmobilizados en soporte s6lido, se hibridaron con
la sonda H-2Ld. En este experimento (Fig. 12), se comprobé que la
linea tratada con 5-Aza disminuyé sus niveles de metilacién, pues
el patrén generado fué similar al de LW.1.

Para determinar si al hipometilar el genoma de LR.4 se
inducia la expresién de los genes clase I del CMH, se analizaron
por "Northern" sus transcritos. En la figura 6c (dltimo carril)
se muestra que los genes clase I/H-2, no se expresaron en la
linea LR.4 ‘tratada con 5-Aza. Por lo tanto, la reduccién en los
niveles de metilacién, inducida por el andlogo 5-Aza, no fué
suficiente para activar la expresién de los genes clase I en
LR.4.

ANALISIS DE LOS GENES o, 8 y ¥ DEL RACT EN IW.1 Y LR.4

Con el objeto de caracterizar con mayor detalle a la célula
LR.4, se analizarén los genes que codifican para las subunidades
a, By 7 del RACT.

Se realizaron anédlisis tipo "Southern" con DNA digerido con
varias enzimas, de las lineas LR.4, LW.l1 y de higado de ratén
DBA/2, usando como sondas de hibridacién cDNAs de las regiones
constantes a, 8 y ¥ (Fig. 13)

En el caso del gen «, se detecté que LR.4 lo mantenia en
forma germinal, mientras que en LW.1 se detectSé la ausencia
parcial o total de las bandas, lo cual indicaba posible rearreglo
genémico (Fig. 13a, Taba II).

Para el gen B, no se encontré rearreglo en LW.l, pues su
patrén de hibridacién fué idéntico al de higado; llamativo fué el
hecho que en LR.4 no hubo material hibridable (Fig. 13b y Tabla
II). La falta de deteccién de bandas de hibridacién no fué
producto de degradacidén del DNA, pues estos filtros se hibridaron
con otras sondas, corroborandose la presencia e integridad del
material analizado.
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: Por lo que respecta al gen y, LW.1l mostrd ausencia de bandas
de hibridacidén, y solo en la digestién con Pstl se detectdé una de
ellas. En LR.4, al digerir con EcoRI se observé un patrén en
forma germinal; sin embargo, con las otras enzimas, el tamafio de
los fragmentos fué difernte al de la forma germinal (Fig.l3c y
Tabla II). '

En conclusién, encontramos que LR.4 tenia deletados los
genes de la subunidad , en linea germinal los de a y rearregla-
dos los de 7. LW.1l tuvo en linea germinal 8, y rearregados a y 7.

CARACTERIZACION DE POLIPEPTIDOS INTRACELULARES DE LAS LINEAS
TUMORALES .

Con el fin de comparar las proteinas intracelulares de las
lineas tumorales de origen linfoid%sLM.l y LR.4, las células
fueron incubadas en presencia de [~ “S)metionina y analizadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS . La Fig.
14 muestra patrones polipeptidicos muy similares en las lineas
IW.1 y LR.4. Sin embargo, se observaron diferencias dependiendo
del tiempo de marcaje; las diferencias fueron detectadas en una
misma linea o entre las distintas lineas investigadas. A pesar de
esto , la resolucién gque brindaba esta metodologia era restringi-
da, debido a que proteinas diferentes pudieran comigrar al ser
separadas por peso molecular exclusivamente.

Por lo tanto se decidié incrementar el nivel de an&lisis,
mediante electroforesis en dos dimensiones por el procedimiento
de O'Farrell (63), que permite la obtencin de geles de mayor
resolucidén.

Los electroferotipos en dos dimensiones de los polipéptidos
de las lineas LW.l y LR.4 se muestran en las Fig. 15. Se encon-
traron 10 polipéptidos diferenciables entre las lineas (Tabla
I111). El aspecto mas relevante de la comparacidén polipeptidica
entre las lineas, fué la ausencia en LW.1 de los polipéptidos 2,
3, 4, 5y 10.

Dentro de las diferencias encontradas en estos 10 polipépti-

dos, 5 de ellas mostraron variaciones cuantitativas y 5 varia-
ciones cualitativas.
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DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que la linea tumoral
LR.4, no expresa determinantes antigénicos clase I en su superfi-
cie , y que este hecho , por lo menos en parte, es el responsable
de que la linea crezca en ratones de diferente haplotipo.

En el andlisis de los transcritos, se encontré que LR.4 no
contenia RNAm para moléculas clase I del CMH, ni para b2m. Los
datos seflalaban, que posiblemente la expresién defectuosa de las
moléculas clase I en LR.4 residia a nivel de transcripcién. Esta
caracteristica hacia a esta linea interesante, ya que hasta
ahora, los datos bibliogrdficos indicaban la falla en la expre-
sién de una molécula o de la otra, pero no de ambas (8,17,33-
35,44-46).

Mediante el andlisis de "Southern", no pudieron detectarse
mutaciones aparentes en los genes clase I, pues utilizando varias
enzimas de restriccién, no se observaron cambios con respecto al
tamafio de los fragmentos. No obstante este aspecto, no se pudo
descartar la presencia de mutaciones que no fuesen detectables
por el método usado.

Estos datos sugerian que LR.4 podia tener defectos en los
mecanismos de requlacién, dando como resultado la represién de
los genes clase I y/o b2m. Tales defectos podian deberse a: (a)
mecanismos que actdan en trans (activadores especificos o repre-
sores que regulan la transcripcién); (b) mecanismos que actdan en
cis (tales como mutaciones en regiones reguladoras, generando
fallas en la transcripcién o provocando degradacién ré&pida del
mensaje); (c) factores epigenéticos que influyan en la transcrip-
cién de estos genes; y (d) una combinacién de estas alternativas.

La primera de estas posibilidades se descartd, ya que en
experimentos de fusién entre las células LR.4 y EL4.4, no se pudo
inducir la expresién de los antigenos de histocompatibilidad
clase I derivados de LR.4, expresandose exclusivamente los de
haplotipo b, derivados de EL4 (E. Escadon, comunicacién perso-
nal). Estos hallazgos sugerian que los elementos que actdan en
trans, no eran los responsables absolutos, de la falta de
expresién de las moléculas de histocompatibilidad clase I.

Con respecto a la segunda posibilidad, se detectaron altera-
ciones en algunos sitios de restriccién del gen b2m (V. Ortega
y R. Ocadiz, comunicacién personal); lo cual parece ser Un evento
comin (8), ya que sa ha encontrado en el seno de este gen, una
regién de alta frecuencia de mutacién (59, 88). Esta
caracteristica por s{ misma, podria generar la falta de deteccién
celular de 1la linea tumoral en cuestidén, no obstante, no
esclarecia el hecho de la falta de expresién de las moléculas
clase I. Debido a limitaciones tecnoeconémicas, no se indagé la
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poéible existencia de mutaciones puntuales en los genes H-2K, D
o L. Por lo tanto se abordé la tercera posibilidad.

Como se aprecia en la Fig. 1, se han detectado 7 genes clase
I en el complejo H-2, haplotipo d. Si considerédramos (de manera
aleatoria) que 3 fueran pseudogenes, y conociendo que 1% tasa de
mutacién en linfocifos malignos es de 4.17X10 (89),
necesitarfamos 2.97X10° células, para encontrar una clona que
tuviera mutados los 4 genes restantes, lo cual es poco probable.
Tomando en consideracién estos datos se pensé que el defecto en
la expresién de los genes clase I, se debia a factores
epigenéticos, tales como la metilacién de sus genes (40-42).

Mediante el uso de los isoesquizémeros Hpall y MspIl, al
evaluar el grado de metilacién que guardan los genes clase I, se
pudo detectar que en todos los casos estudiados, (LW.1l, LR.4 y
$180) los fragmentos de restriccién generados por la enzima Hpall
y especificos de genes clase I, fueron de mayor peso molecular
que aquellos generados por MspI. Tal situacién puede comprenderse
sl consideramos que: (a) la mayoria de los genes clase I corres-
ponden al complejo Tla, de los cuales se les conoce producto
proteico solo a unos cuantos, mientras que otros son pseudogenes
(7); y (b) muchos de estos genes restringen su expresién a célu-
las T (91). Por tal motivo, si tomamos en consideracién la
correlacién que se ha establecido entre la expresién génica y su
grado de metilacidén (58), resulta congruente encontrar tal patrén
en los tamafios de los fragmentos de restriccién. En terminos
generales, los datos indican que el CMH del ratén se encuentra
altamente metilado.

En el caso especifico de la linea LR.4, es evidente que el
nivel de metilacién es mayor al de los otros casos analizados
(LW.1, y S180). Esta caracteristica genética de la linea LR.4
se demostré al detectarse un nimero menor de bandas y un mayor
peso molecular de las mismas, al digerir el DNA con la enzima Hpa
II. Tal aspecto esta intimamente relacionado con las secuencias
CCGG reconocidas por las enzimas antes mencionadas, ya que al
digerir el DNA con la enzima HhaI, no se pudo hallar polimorfismo
en los patrones de resticcién entre las lineas LR.4 y LW.1
(Fig.16 B). Tales datos sugieren que la desmetilaci6én en el
dinucleétido CpG en los genes clase I, se da en secuencias espe-
cificas, y que si hay metilacién en las secuencias que reconoce
Hhal, estas no estan involucradas en la requlacién de la expre-
sién de los genes H-2K, D Y L.

Conociendo que los genes clase I se encontraban hipermetila-
dos y qué posiblemente los factores de activacién en trans no
eran los responsables de la falta de expresién de estos
antigenos, se decidié tratar a las células LR.4, con 5-Aza y de
esta manera desmetilar el DNA, para tratar de inducir la

expresién de los genes H-2. Sin embargo, posterior al
tratamiento con 5-Aza, no se encontré seflal positiva para los
RNAm de los genes clase I. Esto nos indica que la condicién
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estricta de. hipometilar al DNA, no es suficiente para la
activacién génica, sino que requiere de- otros factores.

En otros casos en los gque se ha analizado la relacién meti-
lacién/expresién génica, los resultados indican que la
hipometilacién estd& ligada con la expresién de los genes clase 1
(94-96), tal como en nuestros resultados. No obstante estos
hallazgos, la evidencia indica que intervienen otros factores. A
este respecto, Alberti y Herzenberg (97) han reportado datos
similares al nuestro., Ellos mencionan que el tratamiento con
5-Azacitidina en células de trofoblasto carentes de antigenos
H-2, no induce la expresifén de estos antigenos, pero si es capaz
de inducir tales antigenos en células L transformadas con este
DNA; lo cual no es posible con el DNA de células no tratadas.

Keeney et al. (84.85) utilizando sublineas del linfoma S49,
indican que la falta de expresién de estas moléculas es de una
manera locus especifica, y que probablemente no es el resultado
de la metilacién, ya que el agente desmetilante 5-Aza no tuvo
efecto en la expresién de los antigenos clase I en estas
sublineas.

En oposicién a estos datos, Tanaka et al. (92) demostraron
que dicha relacién es inversa, sefialando que la activacién del
gen H-2Kb estd ligada con el incremento en la metilacién del DNA.
Sin embargo, esta correlacién parece ser exclusiva de este gen.

. Estos datos nos sefialan que la ausencia de expresién de los
antigenos H-2 en la linea linfoide LR.4 no se debe a mutaciones
evidentes en sus genes, ni a la falta de factores de activacién.
Sabemos que los niveles de metilacién en esos genes son elevados,
pero no si la metilacién en estos genes y en otros ya reportados,
sea la causa o el efecto de la represién génica. En los avances
que se han realizado para conocer los mecanismos de la requlacién
de lo los genes, se ha encontrado entre otros aspectos que: (a)
el estado de condensacién de la cromatina esta relacionado con la
transcripcién génica (99); (b) que los elementos de las regiones
promotoras de los genes (IRS, TATA y CAAT box) regulan la
transcripcién  (15,16,31,32,47,76-78); y (c) que factores
difusibles que actuan en trans, pueden influir en la regulacién
génica (36-38,100-102).

Es por esto que se considera que la multiplicidad de elemen-
tos que actuan en c¢is, en combinacién con factores que actuan en
trans, determinan de fondo el nivel de expresién de los mismos
(76).

Si a lo anterior se suman los datos en que la metilacién
interfiere en la interaccién de los factores de activacién con
los elementos de regulacién (36,37,100), se puede especular, que
la. falla en la expresién de los antigenos clase I/H-2 en la
linea tumoral LR.4, se debe a la falta de factores de activacién,
y a la metilacién de sus elementos reguladores.
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Como un aspecto particular e interesante, fueron los datos
obtenidos al analizar lo genes clase I 'del CMH, en las lineas
LR.4, LW.1l y en esperma de ratén. Se utilizé el DNA de esperma,
dado gue se encuentra altamente metilado, con excepcién de los
genes constitutivos y los de expresidn especifica, ambos .- en su
regién promotora (86). Al examinar los genes clase I con la
enzima Hapil se encontr$ que el patrén de restriccidén en LW.1 era
indistinguible del de esperma; por otro lado, el patrén generado
por la enzima Hhal fue diferente en nimero y tamafio de las bandas
efitre el DNA extraido de esperma o de las lineas celulares LW.l y
LR.4. Con estos datos se corroboraba una vez més que los niveles
bajos de metilacién no son la causa de la actividad
transcripcional. Si bien la metilacién en las secuencias CCGG
estfn relacioadas con la expresién de moléculas clase I en IW.1 y
LR.4, esta caracteristica no se puede extrapolar a todo tipo
celular ni a diferentes etapas de diferenciacin o
especializacién. Asi también, los patrones generados por las
diferentes enzimas usadas, al comparar esperma con las lineas
tumorales, pueden ser consecuencia de la diferenciacién celular
y/o de las interacciones DNA-proteinas (protaminas),
importantes en la condensacién del nlcleo de esperma (86,99).

Los hallazgos con esperma respecto a la metilacién y la
expresion génica, aunque preliminares, establecen directrices
para estudios posteriores, dirigidos a analizar de una manera mis
profunda las secuencias involucradas en metilacién y su relacién
con- genes constitutivos y tejido especifico, asi como el papel
que puedan jugar estas secuenc:.as/reglones hipometiladas en la
activacién génica durante procesos de diferenciacién.

Por lo que corresponde al andlisis de los genes del RACT, se
encontré que LW.l poseia rearreglos en en RACT ¥ ¥ &, y en linea
germinal fA; LR.4, con los genes: rearreglados para RACT 7, en
linea germinal « y deletado 8.

Sabemos que durante el desarrollo murino, los primeros genes
del RACT gque se rearreglan son los 8 y ¥, entre los dias 14 y 15
de edad fetal. - Aproximadamente un dia después se empieza a
rearreglar el gen de la subunidad «, pero con una expresidén muy
baja (105,106). En animales adultos, se ha detectado que en
células T inmaduras hay sbundante expresién de los genes que
codifican para las subunidades 8 y 7, mientras que” la expresidn
de « es muy baja (106-107). Si consideramos exclusivamente estos
datos, se pensarfa que la linea LR.4 se derivé en etapas muy
tempranas del desarrollo del ratén que la gener6; o bien, que se.
obtuvieron de células T inmaduras, dado que no se observs
rearreglo de los genes de la subunidad «.

Al igual que en estas células inmaduras, entre el 0.5% y 10%
de los linfocitos T maduros expresan receptores ¥5 en su superfi-
cie. Ya que la localizacién preferencial de estas células se
encuentra en los epitelios (107), se ha sugerido que estos
linfocitos tienen un papel en 1la diferenciacién celular
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epitelial, o como la primera linea de defensa en este tejido
(108-110). Por tal motivo, también es factible que la linea LR.4
corresponda a células T maduras, cuya distribucién topogréafica
principal fueran los tejidos epiteliales.

En el caso particular de LW.1l, es mds dificil deducir su
estado de diferenciacién. El hecho de que en esta linea se haya
rearreglado o sin haber ocurrido el arreglo en g, puede indicar
gque no hay una restriccién en el orden de rearreglo de las
subunidades del RACT; o bien , que la condicién de neoplasia
fuera la causante de tal situacién. Cualquiera que sea el caso,
es aventurado establecer si 1IW.1 se derivé de células T
inmaduras, o con compromiso a expresar el RACT af o 73.

Por los diferentes patrones de rearreglo en las subunidades
de RACT entre las lineas LR.4 y IW.1, se deduce que éstas no
comparten el mismo origen; sin embargo, el dato mas relevante,
fué hallar en la linea celular LR.4, dafios en varios de los genes
que codifican para moléculas involucradas en la comunicacién
celular y en la deteccién de antigenos extrafios.

Los experimentos disefiados para profundizar en la caracteri-
zacién de las lineas celulares LW.l, y LR.4 nmediante el an4li-
sis de proteinas solubles en geles de dos dimensiones permitié
identificar cambios en los patrones electroforéticos que sugieren
diferencias en la expresién génica de las células en estudio. En
este proceso se lograron identificar 10 protefnas que
diferenciaban las lineas entre si (Tabla III). Sin embargo,se
debe considerar, que la carencia o la’ presencia exclusiva de
alguna de las proteinas, pudiera ser el efecto de modificaciones
de las mismas, provocando cambios en el peso molecular y/o el
punto isoeléctrico, generando la migracién de esas proteinas a
posiciones distintas de las nativas.

Las moléculas que difieren entre las lineas analizadas,
puede ser -consecuencia de que las células neopldsicas se aislaran
en distintas etapas de su diferenciacién (24); a la obtencién de
éstas, mediante diferentes agentes carcinogénicos (60, 87); a'la
progresién tumoral de las mismas (118); recambio metabélico,
procesamiento postraduccional o regqulacién a nivel de transcip-
cién o traduccién (62); o a la combinacién.de algunas de éstas.

Estos resultados, se pueden considerar como datos que enri-
quecen la informacién que se tiene, sobre las caracteristicas
fenotipicas de las lineas establecidas en cultivo; y sobre todo,
que las células, aun siendo de una misma estirpe, y tener un aito
grado de coincidencia en sus patrones proteicos, pueden ser
individualizadas.

Los datos asi obtenidos nos dan informacién valiosa sobre
las células estudiadas; no solo sobre caracteristicas
particulares de su genotipo, sino tambien de su fenotipo. Con
este andlisis se puede especular sobre el comportamiento bildégico
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de células tumorales carentes de antigenos de histocompatibilidad
clase I, como en el caso de la linea LR.4.

A este respecto, existen estudios en los cuales la habilidad
de formar tumores, o la agresividad de los mismos, parece estar
inversamente correlacionada con la expresién de los antigenos
clase I (111.119),.Sobre este tema, la linea tumoral K36.16 ha
sido estudiada en detalle. Estas células no expresan antigenos
H-2Kk y son resistentes a LTCs in vitro (114), siempre forman
tumores en ratones AKR inmunocompetentes. Hui et al (51) trans-
fectaron estas células con el gen H-2Kk para rescatar su expre-
sién., Estas células transfectadas, en contraste con las paren-
tales, fueron incapaces de inducir tumores en ratones inmunocom-
petentes. Los datos demostraron la relevancia biolégica del
antigeno Kk, en el control del crecimiento tumoral en ratones
AKR., No obstante, la falta de rechazo de la linea K36.16, puede
ser la consecuencia de la incapacidad del hospedero de responder
inmunologicamente contra el tumor en el contexto H-2Dk (112),
que si expresa la linea.

Otro ejemplo es el sarcoma T10. Wallich et al. (50) utiliza-
ron una clona metastdsica de este (IE7), carente de antigenos H-
2K. A esta la transfectaron con los genes H-2Kk y H-2Kb para
restaurar la expresién de los mismos. La expresidén de cualquiera
de las moléculas Kb o Kk en la superficie de las células IE7,
resulto en la pérdida de su potencial metastdsico., Es posible
que en caso de IE?7, las moléculas H-2D no puedan actuar como
elementos de restriccién para su reconocimiento por células T.
En contraste, un "posible" antigeno tumoral en IE7,..pudiera ser
reconocido eficientemente en el contexto H-2K, dando como
resultado la eliminacién o el control del tumor.

Contrastando con las observaciones anteriores, Karre et
al.(54-56), han mostrado que las células tumorales. linfoides
carentes de antigenos H-2, son menos malignas en hospederos
singénicos, en comparacién con células que si presentan dichos
antigenos. Ellos sugieren que las células asesinas naturales
(NKs) son efectoras del rechazo, en un sistema de defensa adapta-
do para detectar la falta o la reducc16n de las moléculas clase I
del CMH. .

Una propuesta alternativa a este modelo, es la expuesta por
Ostrand-Rosenberg et al.(81,82). Este grupo tiene como modelo
experimental a células de carcinoma embrionario. En su sistema,
estos tumores son rechazados cuando son inoculados en hospederos
inmunocompetentes, no obstante que no expresan antigenos clésicos
de hlstOCOmpatlbllldad. Los estudios de transplante con esas
células, sugieren que el rechazo es mediado por moléculas clase I
del CMH. Estas células transcriben genes alélicos a la regién
Qa/Tla. Por tal motivo, ellos especulan que los antigenos Qa/Tla
pudieran haber evolucionado para servir como elementos de res-
triccién en el reconocimiento de antigenos tumorales de origen
~embrionario.
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Todos estos datos demuestran la complejidad del sistema
inmune en los procesos de control y eliminacién de. células
neopldsicas o transformadas. Ahora existe evidencia de que la
supresién de las moléculas clase I del CMH, son las responsables
del escape de algunas células tumorales de la deteccién inmune
(111). En conclusién, la linea tumoral LR.4, al igual que otras
que son deficientes en la expresitén de moléculas clase I puede
ger el resultado de la expansién clonal de células que evaden. el

sistema inmune.
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"FIG. 1,- MAPA DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN EL
RATON, MOSTRANDO LOS GENES PRESENTES EN EL HAPLOTIPO H-2d.

CLASE |

FIG. 2.- DIAGRAMA QUE ESQUEMATIZA LA ORGANIZACION EN DOMINIOS DE
LAS MOLECULAS CLASE I DEL CMH. b,m ES b MICROGLOBULINA; LAS
RESTANTES LETRAS GRIEGAS INDICAN LOS DOMINIOS INDIVIDUALES DE LOS

ANTIGENOS H-2; M ES MEMBRANA.
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FIG. 3.- ESTRUCTURA DE LOS GENES CLASE I, INDICANDO LA
~ ORGANIZACION EXON-INTRON, LAS SECUENCIAS CAAT Y TATA EN EL

EXTREMO 5' NO TRADUCIDO; . LA REGION NO CODIFICADORA 1 (NCl) Y LA

REGION NO CODIFICADORA 2 (NC2), EN EL EXTREMO 3' NO TRADUCIDO.
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FIG.. 4.- ELEMENTOS REGULADORES DE LA REGION PROMOTORA DE LOS
GENES CLASE I, SRI, SECUENCIA DE RESPUESTA A INTERFERON.
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FIG. 5.- COMPARACION DE LOS EXTREMOS 3' NO TRADUCIDOS DE GENES DE
LAS REGIONES K, D, L y Qa DEL CMH DEL RATON,~

FIG. 6.- ANALISIS DEL RNA. DIEZ MICROGRAMOS DE RNA TOTAL,
EXTRAIDO DE LINEAS TUMORALES Y DE HIGADO DE RATON, FUERON
FRACCIONADOS  MEDIANTE  ELECTROFORESIS Y  TRANSFERIDOS A
NITROCELULOSA. a) FILTRO HIBRIDADO CON UNA sggna ESPECIFICA PARA
b2M (pJSB), LA CUAL FUE MARCADA CON MEDIANTE “NICK
TRANSLATION". b) FILTRO HIBRIDADO CON UNA som)a QUE RECONOCE
GENES CLASE I (pMHC1l) LA SONDA® FUE MARCADA POR “NICK
TRANSLATION". c) FILTRO HIBRIDADO CON LAS SONDAS QUE APERECEN EN
EL EXTREMO IZQUIERDO DEL PANEL, MARCADAS POR "RANDOM PRIMER, W,
ILW.1; R, LR.4; E, EL4; D, HIGADO DE DBA/2; C, HIGADO DE C57bl/6;
5, LR.4 TRATADA CON 5-AZA.

31



Ll
55

FIG. 7.- ANALISIS POR “"SOUTHERN" DEL DNA GENOMICO DE LW.l, LR.4 E
HIGADO DE DBA/2, MONITOREADO CON pMHCl. EL DNA FUE DIGERIDO CON
LAS  ENZIMAS Eco RI(E), Kpnl (K) Y Xbal (X); FRACCIONADO POR
ELECTROFORESIS EN AGAROSA Y TRANSFERIDO A NI%%OCELULOSA.
HIBRIDADO CON LA SONDA INDICADA, MARCADA CON P] POR EL
METODO DE "RANDOM PRIMER". LOS ESTANDARES DE PESO MOLECULAR

SON EN KILOBASES.

-
[}

|
I

FIG. 8.- ANALISIS POR "SOUTHERN" CON DNA GENOMICO DIGERIDO CON

KpnI E HIBRIDADO CON LA SONDA ESPECIFICA DE LOS GENES Q6 Y (8.
CARRIL 1 LW.1, CARRIL 2 LR.4 Y CARRIL 3 HIGADO DE DBA/2.
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FIG. 9.- ANALISIS DE METILACION DE LOS GENES CLASE I MEDIANTE
"SOUTHERN" 10 ug DE DNA DE LAS LINEAS LW.1 (1), LR.4 (2) y S180
(3) FUE DIGERIDO CON LAS ENZIMAS HaplI (h) O MspI (m). TRANFERI-
DO NITROCELULOSA E HIBRIDADO CON LA SONDA pMHC-1, TAL COMO EN LA
FIG. 7. EL PANEL INFERIOR CORRESPONDE AL CONTROL DE DIGESTION, EN
EL'CUAL, EL FILTRO FUE HIBRIDADO CON LA SONDA QUE IDENTIFICA EL
GEN DE LA HISTONA H4.
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’ FIG. 10.~ PERFILES DE METILACION DE LOS GENES CLASE I MEDIANTE
DIGESTIONES DOBLES. EL DNA DE LAS LINEAS TUMORALES, SE DIGIRIO

CON LAS ENZIMAS Mspl, EcoRI-MspI, EcoRI, EcoRI-HapII Y HapII,
COMO" SE INDICA EN LA FIGURA. EL MATERIAL FUE PROCESADO TAL COMO

EN LAS FIGURAS 7 Y. 9.
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U FIG, 11.-

COMPARACION CON EL DNA DE ESPERMA,
_ INDICADAS FUE DIGERIDO CON LAS ENZIMAS Hhal Y HaplII. SE ANALIZO

fi3l:
e o

ANALISIS DE LOS NIVELES DE METILACION EN LW. 1, LR. 4 EN
EL - DNA DE LAS CELULAS

MEDIANTE "SOUTHERN" CON LA SONDA pMHC-1.
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FIG, '12.- EFECTO DEL TRATAMIENTO CON 5-AZA EN LOS NIVELES DE
METILACION DE LA LINEA LR.4. LR.4 FUE TRATADA DURANTE 3 DIAS CON
10ug DE 5-AZA. EL DNA DE ESTA Y DE LAS LINEAS SIN TRATAR LW.1l Y

LR.4' SE DIGIRIO CON LA ENDONUCLEASA HapIlI Y ANALIZADOS
POR "SOUTHERN" LOS GENES CLASE I.
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FIG. 13.- ANALISIS POR "SOUTHERN" DE LOS GENES A, B, Y G DEL
RACT. 10 ug DE DNA/ CARRIL DE LAS LINEAS IW.l (W), LR.4 (R) E
HIGADO DE DBA/2 (D) FUERON DIGERIDOS CON LAS ENZIMAS EcoRI (E),
Kpnl (K), PstI (P) O XbaI (X). (a)EL DNA DIGERIDO FUE FRACCIONADO
POR ELECTROFORESIS TRANSFERIDO A FILTROS DE NITROCELULOSA E
HIBRIDADO CON LA REGION CONSTANTE DEL GEN « DEL RACT. (b)
HIBRIDADO  CON LA REGION CONSTANTE DEL GEN £ DEL RACT. (c)
HIBRIDADO CON LA REGION y DEL RACT.  LAS SONDAS FUERON MARCADAS
CON [""P] POR "NICK TRANSLATION".
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FIG. 14.- ELECTROFORESIS EN EL GEL DE POLIACRILAMIDA EN UNA SOLA
DIMENSION. LAS LINEAS CELULARES SE MARCARON METABOLICAMENTE A 4
Y 6. (') HORAS Y LISADAS POR SONICACION. LAS MUESTRAS FUERON
REDUCIDAS POR EBULLICION EN 2-MetOH PREVIO A LA ELECTROFORESIS EN
POLIACRILAMIDA AL 10%. IW.l (1), LR.4 (2).
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FIG. 15.,- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES BIDIMENSIONALES DE
EXTRACTOS CELU&?RES DE LAS LINEAS TUMORALES LW.1l (A) Y LR.4 (B),
MARCADAS CON (S} METIONINA DURANTE 7 HORAS. EN AMBOS CASOS,
SOLO LAS PROTEINAS DIFERENCIABLES ESTAN = MARCADAS. IEF,
SEPARACION POR ISOELECTROENFOQUE. SDS, SEPARACION POR PESO

MOLECULAR. a, ACTINA.
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TABLA I. MARCADORES DE LAS CELULAS USADAS EN ESTE ESTUDIO

Linea Antigenos Cepa en que
se propaga
H-2d H-2b Thy 1.2
.1 + - + Balb/c
LR.4 - - + Balb/k
. EL4 - + + C57b1/6

5180 ? ? ? - C57bl/6

TABLA  III. POLIPEPTIDOS CUYAS VARIACIONES FUERON MAS CONSPICUAS
EN  EL ANALISIS DE LOS ELECTROFEROTIPOS DE LAS LINEAS TUMORALES

Polipéptidos Lineas P.M. aprox.
- LW.1 LR.4 :
T o T TR
2 - + 20
3 - + 20
4 -~ + 27
5 - + 28
6 : ot o + » .34
7 + ++ 37.5
'8 ++ ; + 38
9 + ++ T
10 - + 46
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TABLA II. SUMARIO DEL TAMANO DE LOS REARREGLOS GENOMICOS DE LOS
GENES a, 8 y 7 DEL RACT

Enzima ILW.1 DBA/2 LR.4 Gen
3.5 3.5 '
EcoRI 3.2 F.G.
. 2.8
3.7
Kpnl N.D. 3.4 F.G. o
3.8
3.2
PstI - 2.9 2.9 F.G.
2.2 2.2
2.0 2.0
3.0
EcoRI F.G. 2.1 -
KpnI F.G. 5.2 - <]
Xbal F.G. 1.7 -
. 3.2
EcoRI N.D. 2.7 F.G.
KpnI N.D. 3.4 3.3 7
3.6
PstI 3.4 3.4
3.1 3.1
N.D. No se detectd banda de hibridacién.

F.G. = Forma germinal.
= Deletado.
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APENDICE

Solucidén de Sonicacién.- 5mM MgCl,, 5mM CaCl,, 100mM Tris pH
7.5 y 1lmM PMSF. :

Mezcla Alcalina de Lavado.- 1IN NaOH, 1.8% HzOE y 1% Met.

Solucién Reductora-SDS, .-62.5mM Tris pH6.8, 8mM 2-MetOH y 3%
SDS. .

Solucién CaCl, -Tris.- 50mM CaCl |y 10mM tris pH 8.

TE. 10mM Tris pH 8 y 1lmM EDTA.
Solucidén Sosa~-SDS. 0.2N NaOH y 1% SDS.

Solucién de Acetato .- 3M CH,COXK y 11.5% CH,COOH.

TBE. 85mM Tris base, 89mM H,BQ, y 0.2mM EDTA

PBS.-.- 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 4.3mM NaZHPO‘ y 1.4 mM KHZPO
pH 4.

4

Solucién Acetato-Heparina.- 10mM CH:'COZNa pH5, 0.5% SDS vy
100ug/ml heparina. ’ :

Solucion Tris-SDS.- 10mM Tris pH 7.5 y 0.5% SDS.
Solucion HEPES-EDTA.- 50mM Hepes pH 7.8 y 1lmM EDTA.

Solucién A. - 294ul de solucién Hepes-EDTA (10X) mas
706ul HZO.

 Formaldehido-Formamida.- 89ul formaldehido (37%) y 250ul
formamida.
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Solucion de Aplicacién.- 322ul de solucién A, 5mg azul de
bromofenol, 400mg sacarosa, 178ul formaldehido y 500ul formamida.

SSC 20X.- 3M NaCl y 0.3M Citrato de Na pH7.

Denhart 50X.- 2% ficoll 400, 2% polivinilpirrolidona (PVP),
2% albumina de suero bovino (BSA) y 0.2% NaN,.

Mezcla Litica.- 0.5M EDTA pH 8, 100ug/ml proteinasa K'y 0.5%
sarkosil.

TES. 10mM Tris pH 7.5, 10mM NaCl y 1lmM EDTA.
Solucién Desnaturalizadora. .- 1.5M NaCl y 0.5N NaOH.

Solucion de Nucleétidos..- dCTP, dGTP y ttp 1l0mg/ml (en
agua), ajustando a pH7 con 50mM de Tris base.

Solucion RH 2.5X.- 500mM Hepes, 12.5mM MgCl,, 28.8mM 2-
MetOH, 125mM Tris-HCl pH8 y lmg/mlBSA.

Solucion NT 4X.- 200mM Tris-HCl pH7.5, 20mM MgCl, y 20mg/ml
BSA.
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