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EFECTO DE LA 5-AZACITIDINA EN LOS NIVELES DE METILACION Y EXPRESION
DE GENES DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE I
MURINO EN UNA LINEA H-2" (LR.4).

RESUMEN

El papel de la metilacién en la regulacién de genes del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (CPH) clase I es ain poco claro. Para una gran variedad de genes, la
metilacién de secuencias de ADN correlaciona de manera inversa con su expresién. Sin
embargo, para genes de clase I se ha reportado que se expresan tanto en ADN hipometilado
como en hipermetilado. Estas diferencias ain no se han aclarado, ya que los distintos
resultados reportados se deben a la localizacién de las regiones analizadas, y se ha visto que
las variaciones observadas dependen del tipo celular utilizado. Se ha afirmado que las
regiones hipometiladas estan localizadas en la regién 5° del gene expresado, mientras que la

hipermetilacién puede darse en la region 3" no traducida.

En base a que existen variaciones en cuanto a la expresién de moléculas del CPH yla
relacion con niveles de metilacion, se decidié estudiar los niveles de metilacién de una linea
celular deficiente en la presentacion de antigenos por las moléculas del CPH clase 1 pensando
que estas células (LR.4) mantuvieran niveles de hipermetilacién en estos genes. Al observar
que las regiones 5° de estos genes se encontraban hipermetiladas, entonces se intenté ver el

efecto de la incorporacion al ADN del analogo de la citidina (5-Azacitidina).

RESULTADOS:

Se muestra que con un tratamiento de 5-Azacitidina (10mM durante 3 dias) es
suficiente para que al digerir el ADN con enzimas sensibles a metilacion (Mspl) ¥ su
isoezquizémero (Hapll), observar y comparar los patrones del ADN v con esto notar una

disminucion de las secuencias metiladas en los genes clase 1 en la regién 57,

Xvit



Al analizar los transcritos de los genes clase I se observa que en las células tratadas
con 5-Azacitidina también se incrementa la expresion del mensajero para estos genes y estd
expresion se mantiene hasta 30 dias después del tratamiento.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Al principio de 1960 se determind que existian dos clases diferentes de linfocitos. Los
linfocitos B, responsables directos de la respuesta inmune humoral y los linfocitos T, que

median la respuesta celular (Tkuta, K., 1992).

La mayoria de los precursores de los linfocitos T son producidos en la medula 6sea.
Posteriormente, las células comprometidas en esta via de diferenciacion migran al timo en
donde tienen lugar una serie de cambios en la expresién génica que conducen a las etapas
finales de ia misma (Benveniste, P., e al.. 1990). En base a sus propiedades funcionales se les
ha clasificado en dos grandes grupos: linfocitos T cooperadores (CD4+: ThQ, Thl y Th2) v
linfocitos T citotoxicos (CD8+: LTC) (Monaco, J.J. 1992). El primer grupo es fundamental en
la orientacién y regulacién de la respuesta inmune a fravés de la sintesis de citocinas
(Openshaw, P., er al. 1995). La funcion primordial de los linfocitos T citotéxicos consiste en
identificar y destruir células infectadas por virus o transformadas (Suh, W-K., er al. 1994). Es
importante sefialar que la especificidad de estas funciones no esta fotalmente restringida a
cada una de estas poblaciones ya que es posible encontrar células CD4+ con actividad

citotoxica y células CD8+ que secretan interleucinas.

Otro grupo importante de linfocitos T se diferencian fuera del timo. La funcion de esta
poblacion de células T estd relacionada en un buen ntimero de casos con el reconocimiento de
superantigenos y la vigilancia inmunolégica responsable de la eliminacién de agentes

infecciosos de origen bacteriano (Henderson, R.A., ef al. 1992),

Los linfocitos B se originan y diferencian en la médula 6sea. En forma similar a lo que

ocurre con los linfocitos T, es posible clasificarlos en base a sus propiedades funcionales,



algunas determinadas por el tipo de inmunoglobulina que secretan, IgM, IgG ete., o por el
estadio de diferenciacién y funcional de las mismas, tales como: células pro o pre B, células

de memoria o células plasmaticas.

Una diferencia importante entre estas dos grandes poblaciones de linfocitos, T y B,
radica en la forma en que reconocen determinantes antigénicos. Los linfocitos T 1o hacen a
traves de una de dos variedades de receptores localizados en la membrana plasmatica: TCRaf
y TCRy8, asociados con el complejo CD3. El reconocimiento antigénico esta restringido por
productos del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) que en el casa de las células
CD4+ corresponde a las moléculas de clase II, en tanto que las moléculas de clase 1 son
responsables de presentar antigenos a los linfocitos T CD8+ (ver més adelante). Los linfocitos
B por el contrario, pueden reconocer al antigeno en su forma nativa mediante las

mmunoglobulinas de superficie (Barber, L.D. y Parham, P., 1993).

La especificidad del reconocimiento de antigenos esta determinada por la presencia de
repertorios extensos de receptores de las células T o B. El origen esta diversidad esta
determinado genéticamente y se caracteriza, entre otras cosas, por que solo un tipo de receptor

es expresado por cada clona de linfocitos en condiciones normales.

Como se discutirdi mds adelante, en condiciones de neoplasia o de algunas
enfermedades que afectan al sistema inmune, alteraciones en la expresion de moléculas del
CPH, de los co-receptores CD4 o CD8, o de las moléculas asociadas al Receptor de Células T

{TCR) pueden alterar la eficiencia de los sistemas de vigilancia mmunolégica.



ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DEL CPH MURINO

Por la naturaleza experimental de este trabajo la discusion de productos del CPH del
ratén (H-2) se restringira a las moléculas de clase I y a algunas de sus interacciones con otras

proteinas relevantes en la presentacién de péptidos antigénicos.

La moléculas de clase 1 estdn codificadas por genes localizados en una regién del
cromosoma 17 en el raton (Hood, L.,1983). Tres de ellas, K, D y L son productos expresados
en la mayoria de las células nucleadas. Otras moléculas relacionadas, agrupadas como Qa o
Tla (Hood, L., ef al. 1983; Pan-Yung , T. J. y Baldwin, S.A., 1993; Singer, D.S. v Maguire,
JE., 1990 vy David-Watine, B., e al. 1990), tienen una distribucién restringida atin cuando
guardan extensa homologfa y propiedades funcionales con K, D y L (Pan-Yun, T.J. y

Baldwin, S.A., 1993) Figura 1).

CROMOSOMA 17

LOCI K AP Ao EB EBEa Complemeto D LR Qa23 Tl Qa-l
<+ % ~  d————— -

CLASE I 1 i I
COMPLEJO - HZ >
REGION T i B TR R s PR T i

Figura 1. Mapa genético del CPH clase I murino (Hood, L., ef al.1983).

Las moléculas de clase I son estructuras diméricas constitnidas por una cadena pesada
o codificada por wno de los distintos genes localizados en el CPH y por la B2m, una molécula

de menor tamafio codificada en otra regidn del genoma. En un extremo de este dimero, en una



cavidad formada por la cadena pesada se encuentra un péptido derivado de la degradacion de
proteinas intracelulares. La presencia de estos tres componentes determina la conformacion
estable del complejo y su transporte adecuado a la superficie celular (Fremont, D.H., er al.
1992; Bjorkman, P.J., er al. 1987).

Cada gen de clase I esta dividido en 8 exones presentando una organizacién
exon-intron caracteristica. E! primer exon codifica la secuencia lider. Los exones II-IV
codifican para los dominios extracelulares (o, 0, y @3). El exon V para dominio
transmembranal, mientras que la region intra-citoplasmica y la region 3'NT estn codificados

por los exones VI-VIIT (Figura 2)(Bjorkman, P. y Parham, P., 1990).

Secuencias
Reguladoras Transmembranal
3 o, a, i 3'NT
Secuencia lider Citoplasmico

Figura 2. Estructura exon -intron de ios genes del CPH clase L. ( Abbas, A K, er al. 1994).
3'NT: regién no trasucida localizad en el extremo 3'.

A diferencia de los genes que codifican para la cadena pesada, el que codifica para la
Pom se localiza en el cromosoma 6 del raton (Hood L., er al. 1983 Singer, D.S. y Maguire,
I. E. 1990; David-Watine, B., er al. 1990). La estructura del gen consiste en 4 exones, de los

cuales uno de ellos contiene la mayor parte de la informacién correspondiente a la proteina

(Hood, L., er al. 1983).

Desde el punto de vista estructural se pueden reconocer varias regiones en la cadena
pesada. El extremo distal estd formado por los dominios O ¥ Oy, que muestran una gran
variacién alélica; el dominio s, muy conservado, interacciona con la Bym; una regién

tfransmembranal, y una cola citoplasmica (Figura 3). Los dominios o y o, forman una



plataforma compuesta por hojas P-plegadas (donde cada dominio aporta cuatro hebras)
delimitada por o hélices (Figura 4). El surco resultante corresponde al sitio de unién a
péptidos derivados del procesamiento de proteinas de origen endégeno, algunos de los cuales
pueden ser antigénicos (Bjorkman, P.J., er al. 1987). Debido a la variacidn alélica, el surco
restringe el numero de péptidos que pueden ensamblarse en cada una de las moléculas; sin
embargo, esta capacidad de aceptar un nimero variable de péptidos permite a cada alelo
presentar mas de una molécula a la poblacion de células T (Jardetsky, J.S., et al. 1991; Falk,
K., et al. 1991). La interaccién del dominio o, con la Bym es fundamental en la conformacion
de las moléculas de clase I (Fremont, D.H., et al. 1992); sin embargo es importante sefialar
que algunas moléculas como H-2L° y H-2D" pueden llegar a la membrana sin estar asociadas

a fm (Williams, D.B., ef al. 1989; Sege, K., et al, 1981).

REGION DE
UNION AL
PEPTIDO

L T I T T I T T TR

REGION SEMEJANTE
A
IMUNOGLOBULINA

e e R T I T T~ =
REGION
TRASMEMBRANAL

L a e st T TR TN T Lo P S T L e T Y e e ae
e

REGION CITOPLASMICA

C

Figura 3. Diagrama esquematico de Jas moléculas clase 1 del CPH (Abbas, AK., et al
1994).



Figura 4. Patron del doblamiento de las moléculas clase I del CPH visto de la parte
superior de la molécula (Abbas, A.X., e al. 1994; Bjorkman, P.J. y Parham, P, 1990).

Al utilizar métodos cristalograficos, que confieren una mayor resolucién en el analisis
de moléculas, se demostré la existencia de compartimentos en el seno del surco de unién a
péptidos. Para los moléculas clase 1 se definieron 6 compartimentos a los que se les denominé
con las letras A-F. Los compartimentos A y F corresponden a los extremos proximal y distal
del surco, son los més conservados y determinan que la cavidad esté cerrada Como
consecuencia de esta conformacion el tamafio de los péptidos que pueden ser ensamblados por
una molécula de clase I estd limitado a 8-20 aminoécidos. Los compartimentos B,C,DyE
son polimorficos y son fundamentales en la seleccion de péptidos (Figura 5) (Fremont, D.H.,

ef al, 1992; Matsumura, M., ef o/ 1992; Engelhard, V.H., 1994},
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B

COO-

NH,’

Figura S, Interaccion del péptido con moléculas clase I A) representecion de la
conformacion de un pépido y localizacién de la cadena lateral. B)Representacion
esquematica de la orientacién de la cadena lateral (Matsumura, M. ez al. 1992).

Los péptidos que de manera predominante se unen a molécula clase I tienen una
conformacién B extendida, mientras que los que lo hacen con menor frecuencia tiene una
conformacién de o hélice (Barber, L.D. y Parham, P. 1993). La conformacion B extendida
permite un mayor nimero de puentes de hidrégeno entre ¢} surco y la cadena principal de los
peptidos, mientras que las conformaciones de o hélice el ntimero de interacciones se ve muy
reducido (Fremont, D.H., er al 1992). Sin embargo, en ambas conformaciones se sigue
manteniendo la misma orientacién debido a que las interacciones del péptido con las
cavidades A y F que permiten una unién especifica y de alta energia (Figura 6) (Matsumura,
M., et al. 1992). Los extremos amino y carboxilo terminal de los peptidos interaccionan con
cavidades localizadas en los extremos del surco de unién de la molécula clase I. La unién
entre cllos es fuerte, muy estable e involucra primeramente a los dtomos que forman las
cadenas laterales de las proteinas clase 1 y la cadena principal de 4tomos del péptido
antigénico (Parham, P. 1992, Barinaga, M. 1992). La interaccién a este nivel se logra por la
formacién de puentes de hidrdgeno entre los sitios A y F que son los sitios de unién de alta
afinidad. Se ha demostrado que la adicién o deleccion de aminodcidos en el extremo amine o
en el extremo carboxilo del péptido disminuye la eficiencia de la unién con la molécula de

clase 1. También se determiné que para la unién de alta afinidad es mds Importante |a
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insercién del extremo amino del péptido en el compartimento A, que la del extremo carboxilo

en ¢l compartimento F (Fremont, D.H., et a/. 1992; Barber, L.D, y Parham, P. 1993). Cuando

los péptidos son de gran tamafio, el péptido ancla sus extremos terminales en la cavidad A y

en la cavidad T quedando la parte central del péptido abultada y expuesta directamente a las

interacciones con el receptor de células T (Figura 7A) (Parham, P. 1992; Matsumura, M., et

al. 1992). En la parte central del péptido, donde el contacto con las moléculas clase T es

menor, la interaccion se estabilizan mediante moléculas de agua que hacen puentes de

hidrogeno con los antigenos péptidicos (Barber, L.D. y Patham, P. 1993).

Puentes de
Hidrégeno con
CPH

Puemes%
Hidrégeno con
CPH

Figura 6. Diagrama de la conformacién de un péptido nonamético en el sitio de unién de
las moléculas del CPH. En lineas punteadas se muetra el abultamiento hpotético de los
péptidos de mayor tamafio que se unen a moléculas del CPH clase I {(Parham, P. 1992).



A) B)

‘Cad
Cadena Cadena « (?]azzallﬁ
pesada de Clase I
Clase [

Figura 7. Representacion esqumatica de: A) un péptido nonamérico ocupando el sitio de
union a moléculas clase I del CPH y B) un péptido de 15 residuos ocupando el sitio de
union de moléculas clase II del CPH (Barber, L.D. y Patham, P, 1993).

Como comentario es importante mencionar que los péptidos que se unen a moléculas
clase II son de mayor longitud (12-22 aminodcidos), lo hacen en una conformacion extendida,
de manera que los extremos amino y carboxilo no sirven de anclaje lo que permite que el
péptido se extienda hacia afuera por ambos lados del surco de unién (Figura 7B) (Barber, L.D.
y Parham, P. 1993). El que las moléculas clase 1I presente cadenas o y 8 separadas (Figura 8)
permite fa union de péptidos de mayor tamafio, donde una sola unién del residuo peptidico
antigénico con un residuos de CPH clase I es importante y no se requieren de otro tipo de

interacciones de alta afinidad (Matsumura, M., ef al. 1992).
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Regidn de unidén
al péptido
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Region citoplamica C  C

Figura 8. Diagrama esqumaético de las moléculas clase 11 del CPH (Abbas, A K., et al,
1994).

SINTESIS Y ENSAMBLE DE PEPTIDOS A MOLECULAS DE CLASE!I

La mayoria de los péptidos ensamblados en moléculas de ciase J son productos de
degradacion de proteinas intracelulares. Aquellos que tienen propiedades antigénicas
provienen de proteinas portadoras de mutaciones, con cambios post-traduccionales o bien
codificadas por un genéma extrafio, i.e. virus (Henderson, R.A., ef al. 1992; Suh, W-K., et al
1964).

Para la degradacion es importante que las proteinas sean modificadas por el
polipéptido ubiquitina en el extremo amino terminal. La ubiquitina actiia como una sefial que
facilita el reconocimiento por el proteasoma o complejo multicatalitico (Figura 9). Esta
estructura se encuentra conformada por un nlmero variable de subunidades (20-30) v sus
actividades enzimdticas le confieren un pape! central en las reacciones de depuracion de la

célula (Monaco, J. 1993). Es importante sefialar que al menos dos subunidades estin
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codificadas en el seno del CPH (LMP: Low Molecular mass Polipeptid Complex); sin
embargo, la induccién de mutaciones en estos genes no altera sus propiedades funcionales

(Figura 10) (Monaco, J.J. 1993)

Figura 9. Representacion esquematica estructural del complejo multicatalitico, modelo
basado en datos obtenidos por microscopia electrdnica . Compuesto de 4 anillos donde cada
uno contien 6 unidades que rodean aun canal central. A) vista de frente; B) vista de la
parte superior (Orlowski, M. 1990).

K Mimpeirap O A E DL
CLASE: 1
I B 0 ¢ |
|
B o LMP TAP Cadena pesada
Figura 10. Representacién esquematica de la organizacién genetica del CPH (Germain,
R.N., 1994).

Algunos de los productos de degradacion de proteinas por el proteasoma son
transportados y ensamblados en moléculas de clase 1. Para que esto sea posible es necesario
que se cumplan una serie de reacciones que descritas esqueméticamente permiten que: (a) las
proteinas sean degradadas en péptidos que tengan la longitud y secuencia apropiadas para ser

ensamblados en el surco de las moléculas de clase I (Henderson, R.A., ef al. 1992); (b) los



péptidos resultantes deben ser transportados al RE por medio de moléculas localizadas en la
membrana del mismo conocidas como Proteinas transportadoras de antigenos peptidicos
(TAP, y TAP,) (Neefjes, J.J., et al. 1993). Estas moléculas son complejos heterodiméricos
pertenecientes a la familia de transportadores ABC (Higgins, C.F., 1992F). Alteraciones
genéticas en uno de los genes conduce a la expresion de moléculas vacas (sin péptido) en la
superficie que no son reconocidas por anticuerpos monoclonales o LTC especificos v (c) en el
seno del RE se lleve a cabo el ensamble en presencia de calnexina, una molkécula que actia
como chaperona (Figura 11) (Jackson, M.R. ef al. 1994; Sub, W-K., er al. 1994; Jackson,
MR, ef al. 1993).

L o= .

«s Peptiodos 8-9a.a,

" %’} Transportadores

if clase I doblada Tap1-Tap?2
(3dominios)

A p88/Calnexina
clase [ no doblada Q
(3 dominios)
Proieasoma
P B2m E

Figura 11. Representacién equemdtica del ensamblaje y transporte de las moléculas clase 1
del CPH (Jackson, M.R. y Peterson, P.A. 1993).
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CAPITULO NI

DEFICIENCIAS O DEFECTOS IMPORTANTES PARA LA
EXPRESION DE MOLECULAS CLASE I DEL CPH

DEFICIENCIA EN 2m

La mayor parte de la evidencia experimental ha relevado que la unioén entre la cadena
oy la f2m es indispensable para la conformacion apropiada v en el ensamble en la membrana
plasmética. Sin embargo, tanto en condiciones normales como en células portadoras de
mutaciones en f2m se han detectado cadenas o en la membrana (Elliot, T., ef al. 1992). En
esos casos, sin embargo, las caracteristicas moleculares son atipicas y no son reconocidas por
anticuerpos monoclonales o LTC especificos (Smith, M.H. y Barber, B.H. 1990). Por otro
lado, debido a los cambios conformacionales la unién de péptidos no es eficiente, pero puede

ser detectada (Suh, W.K., eral. 1994, Jackson, M.R., e al. 1993).

DEFICIENCIAS EN GENES TAP

Los péptidos que se unen a moléculas clase I del CPH provienen de proteinas
degradadas en el citosol (Morrison, L.A., et al. 1986; Moore, MW, ef al. 1988; Hunt, D.F., er
al. 1992; Goldberg, A.L. y Rock, K.L. 1992) y son transportados al lumen del reticulo
endoplasmico (RE) por medio de un heterodimero TAP1-TAP2 (Yewdell, J.W. y Bennink,
JR., 1992). La proteina heterodimerica estd formada por dos polipéptidos homdlogos
codificados por los genes TAP1 y TAP2 que se localizan en la region del CPH clase 1I
(Bahram, S., e al. 1991; Beck, S., ef al. 1992; Monaco, 1.J., 1992).
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CAPITULO I

METILACION

La regulacién de la expresion de genes en eucariontes se logra medianie un gran
numero de mecanismos y a diferentes niveles. Uno de los factores importantes en este proceso
es la metilacion de los residuos de citosina en la regién 5. Esta modificacion se presenta casi
exclusivamente en la secuencias que contienen CpG (citosinas unidas a guanina por medio de
un enlace fosfodiester). Secuencias con estas caracteristicas se encuentran en el ADN de todas
las células de los mamiferos, con una distribucién no aleatoria en el genoma, sino en
pequefios cimulos localizados en regiones especificas, que se conccen como Islas CpG.

(Jones, P.A. y Buckley, J.D. 1990).

La metilacion es una consecuencia del reconocimiento de secuencias especificas por la
enzima ADN-metiltransferasa, que transfiere un grupo metilo obtenido de! donador S-
Adenosil metionia (SAM) a residuos de citosina o adenina (Posfai, J. ef al 1989). La
nomenclatura de los residuos metilados se basa en la posicién del carbono o grupo animo
donde se adiciona el grupo metilo, Juego se agrega la palabra metil y finalmente la base que lo
recibi6. Generalmente se pueden distinguir 3 tipos de ADN -metiltransferasas: las que metilan
el carbono 5 de la citosina, aguellas que metilan el nitrégeno del carbono 4 de la citosina o
aquelias que metilan el nitrégeno del carbono 6 de la adenina; lo que permite que las bases
metiladas sean: S-metilcitosina (SmC), 4-N-metilcitosina (4ANmC), 6-metiladenina (6NmA)
o 6-metilcitosina (6NmC) (Lauster, R., ef al. 1989). El ADN de la mayoria de los organismos
contiene una o mas bases metiladas. En los vertebrados del 3 al 6 % del ADN muestra SmC,
pero este valor disminuye conforme se desciende en la escala evolutiva, de manera que los
insectos y los eucariontes unicelulares presentan niveles poco detectables de SmC. En

contraste, la plantas tiene un 30% de sus citosinas metilades (Adams, R.L.P, 1990). Las
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bacterias tienen como blancos de metilacion tanto la adenina como la citosina (Bestor, T., ef
al. 1988).

Las regiones que contienen 5mC pueden ser identificadas por medio de dos técnicas.
La primera consiste en la utilizacion de enzimas de restriceién que permitan discriminar entre
secuencias CpG metiladas o no. El segundo método consiste en la secuenciacién del genoma,
esta técnica por su naturaleza quimica, es capaz de distinguir residuos de citosina metilados v
no metilados. Al utilizar cualquiera de estas técnicas se demostré que existe una relacién
inversa enire la metilacion del ADN y la expresién de un gen determinado. De manera que
casi todos los genes especificos de un tejido son activos, estdn desmetilados. Por cl contrario,
estos mismos genes se encuentran metilados en tipos celulares diferentes en donde su

expresion no es requerida (Cedar, H. y Razin A. 1990).

FUNCION DE LA METILACION

La metilacion de secuencias del ADN afecta la transcripeion de genes, principalmente
por la alteracién de la interaccion de ADN-proteina, lo que se refleja como un cambio

conformacional en la cromatina (Jones, P.A. y Buckley, J.D. 1990).

En la mayoria de los genes de células encariontes superiores la 5SmC generalmente se
encuentra incluida en la secuencia reguladora gue actia en cis 6 en alguna regién del gen
donde pueda modular la transcripcién, de manera que pueda prevenir la unién de factores que
acttian en cis (Stallings, R. L., ez al 1989; Cedar, H. y Razin A. 1990). Sin embargo, para los
genes del CPH clase I se ba reportado que estos pueden expresarse tanto en ADN
hipometilado como en hipermetidado (Le Bouteiller, P. 1994, Estas diferencias atm no se han

aclarado, ya que los distintos resultados que se han reportado se deben a la localizacién de las



regiones que se han analizado y se ha visto que las variaciones observadas dependen del tipo

celular estudiado.

La interferencia de la metilacion de la citosina para la regulacién de la expresién de
genes es mds importante cuando las secuencias metiladas se encuentran en la regién 5° que en
la region 3°(Eden, S. y Cedar, H. 1994; Singer, D.S. y Maguire. J.E. 1990). Se han propuesto
dominios hipometilados localizados en la regién 5' del gen expresado, mientras que la

hipermetilacién puede darse en la region 3 no traducida (Singer, D.H. y Magnire, J. 1990).

Para poder explicar la relacién que existe entre la metilacién de las islas CpGyla

represion transcripcional se han propuesto dos modelos:

1) Modelo directo: postula que para que se reprima la transcripeidn los factores
transcripcionales deben, al momento de unirse al ADN, reconocer a una isla CpG metilada
como equivalente a una mutacioén. Inicialmente se propuso este modelo debido z la gran
cantidad de factores transcripcionales descritos, muchos de los cuales parecen ser sensibles a
la metilacién. Sin embargo, se ha demostrado que este modelo de inhibicién de Ia

transcripcién solo tienen un efecto minimo en la misma (Boyes, J. y Bird, A. 1991).

2) Modelo indirecto: esta propuesta se basa en la existencia de proteinas nucleares con
capacidad de unirse al ADN metilado. La unién de estas proteinas al ADN inhibe la
interaccioén con los factores transcripcionales. En este modelo las proteinas nucleares actian
como inhibidores secundarios, ya que el primario es la metilacion del ADN (Boyes, 1. y Bird,
A.1991).

La presencia de proteinas que interactuen con ADN metilado se ha demostrado en

base a lo siguiente:



(a) La proteina MDBP?2 fue identificada en asociacién con la histona Hi (Tate, P. y
Bird, A., 1993). La unién a sitios metilados no era clara ya que esta molécula puede unirse
también a secuencias TpG y en consecuencia su relevancia en la regulacion de la transcripcién
no pudo ser determinada con precision. Una prueba convincente de su papel fue obtenida al
encontrarsele unida al ADN metilado en la regién promotora del gen de la vitelogenina de

gallina (Campoy, F.J., et al. 1995; Santoro, R., er al. 1995; Strom, R., ef al. 1995).

(b) Otra protefna de unién a ADN metilado es MeCP-1. Esta proteina se une al menos
a 15 dinucledtidos 5-CpG (donde la citosina es 5-mC). La consecuencia de esta union es la
inhibicién de la transcripcidén (Boyes, J. y Bird, A. 1991). Existe una correlacién entre la
afinidad de MeCP-1 y el grado de inhibicién de la transcripeion. Se sabe que MeCP-1 tiene ia
capacidad de inhibir la transcripcion tanto in vitro como in vivo. Las funciones que parece
llevar acabo MeCP-1 al unirse al ADN metilado son: mantener inaccesible el ADN a la
degradacién por ADNasas y la inactivacién del gen mediado por la unidn de MeCP-1 a islas
CpG metiladas localizadas en la region promotora (Boyes, J. y Bird, A. 1991). El grado de
inactivacion del gen depende del nimero de 5-mCpG. Cuando el nimero de CpG metilados
es bajo, la inhibicién del transerito es atn baja y se puede inducir la expresion del transcrito
en presencia de activadores fuertes en frans. Por el contrario, en genes con una alta densidad

de CpG metilados la inactivacion génica es estable (Boyes, J. y Bird, A. 1991).

(¢} Existe otra proteina nuclear semejante a MeCP-1 llamada MeCP-2, que se une al
ADN cuando las islas CpG estdn metiladas. La localizacién de MeCP-2 es dispersa a través
de todo el genoma, tal y como ocurre con los sitios de ADN metilados. En base a 1a secuencia
de aminoacidos se considera una proteina bdsica (rica en: lisina y arginina, prolina y serina)
que presenta una secuencia especifica con capacidad de interactuar con el surco menor del
ADN de forma B. El segundo grupo de aminoacidos que contiene pertenecen al consenso
SPKK (serina, prolina, lisina, lisina), lo que permite su al surco menor del ADN en la zona

rica en AT (adenina-timina). Estas estructuras de unién al surco menor del ADN son
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inesperadas, ya que en el surco mayor se localizan las base metiladas. Hasta ahora no se sabe
si la presencia de estas secuencias es importante para la especificidad de unién de MeCP-2 al
ADN metilado. Se ha propuesto que una de las funciones de MeCP-2 es la capacidad de

descompactar la cromatina cuando el ADN esta metilado (Lewis, J. D., ez al. 1992).

Las diferencias entre MeCP-1 y MeCP-2 se relacionan con la especificidad con que se
unen al ADN metilado. MeCP-1 requiere al menos 12 CpG metiladas para formar un
complejo, mientras que MeCP-2 se une a 1 CpG metilado. La unién de estas proteinas al
ADN hemimetilado es débil comparado con la unién a ADN metilado simétricamente (Lewis,
J.D., etal 1992).

El descubrimiento de proteinas que se unen a ADN metilado da la posibilidad de que
tales proteinas sean las responsables de los efectos biologicos de la metilacién. A nivel
molecular los efectos més obvios son la estructura de la cromatina v la transeripeién (Lewis, J.

D., et al. 1992).

DEAMINACION DE LA CITOSINA Y 5-METILCITOSINA

Los residuos de citosina de los pares de dinucledtidos CpG sufren mutaciones en una
proporcion elevada si se compara con las mutaciones que tienen lugar en otras bases. Estas
mutaciones incluyen tanto residuos dentro como fuera de la secuencia blanco para la
metilacion del ADN . Los aitos fndices de mutacién se deben a la transicién de citosina a
timina. En general se presupone que la transicién a timina es una consecuencia de la
deaminacién de la citosina en el carbono ~4. La citosina no metilada también puede sufrir una
deaminacion y su transicion es a uracilo, en lugar de a timina (Wysynski, M., ef al. 1994;
Laird, P. W. 1996).
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La transicién de citosina a timina cuando el residuo de citosina no estd metilado es
mucho menor que cuando Ia citosina estd metilada. Sin embargo, el indice de transicion no es
suficiente para explicar la presencia de un 40% de mutaciones cuando existe una deaminacion
de la 5-mC. Estas diferencia se atribuyen principalmente a que existe un mecanismo de
reparacién mas eficiente cuando se trata de la presencia de! uracilo en una hebra de ADN, de
manera que el uracilo, es reconocido y removido de manera preferencial, ya que el ADN no
presenta uracilo como base pirimidica, mientras que la deaminacién de S-metilcitosina genera
timina, la cual no es corregida (Figura 12)(Razin, A, y Riggs, A.D. 1980). La reparacion por
1a excisién de residuos de uracilo incorporados al ADN es realizada por la accién de la ADN-
glicosidasa del uracilo. Ademés de esta enzima existe la ADN glicosidasa que se dedica a la
remocién de bases (uracilo y timina) cuando esas presentan como par a la guanosina

(Neddermann, P. y Jirieny, J., 1994).
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ultimo tiene la capacidad de inducir la transformacion celular y ser un agente hipometilante,
capaz de activar la expresion de algunos genes que pueden estar silenciados por la metilacion.

Independientemente de sus caracterfsticas quimicas, todos los agentes hipometilantes son

t0xicos para las células.

La 5-Aza es un andlogo de la citidina y a diferencia de esta altima, posee un 4tomo de
nitrégeno en lugar de uno de carbono en la posicion 5 (Figura 13). Por tal razén la accion
metilante de la ADN-metiltransferasa es inhibida por cuestiones estéricas. El mecanismo de
inhibicién involucra la formacién de un enlace covalente entre el nucledfilo de la enzima
catalitica y la posicion del carbono 6 reactivo de la 5-Aza, la cual es reemplazada por la

citosina en los sitios de metilacién (Santi, D.V., er al. 1984; Razin, A. v Riggs, A.D. 1980).

A) B)
NHgo NH2
N”- , N~ lN
HOCHgo HOCHga
OH CH OH OH

Figura 13. Estructura quimica de la A) Citidina y B) 5-Azacitidina..
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Figura 12. Muestra las reaciones deaminacion que puede sufrir la citosina asi como la 5-
metilcitosina (Laird, P. W. 1996).

AGENTES HIPOMETILANTES

Desde hace varios afios se tiene evidencia de que la carcinogénesis quimica puede

Interferir con sistemas de metilacién del ADN (Riggs, A.D. y Jones, 1983).

Dentro de los carcindgenos quimicos utilizados in vitro como agentes hipometilantes
se  encuentran:  ¢€steres de  forbol < (PMA),  etil-metil-sulfonato (EMS),
N-metil-N'-nitro-N-Nitrosoguanidina (NTG) vy la 5-Azacitidina (5-Aza). Este dltimo
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CAPITULO 1V

ANTECEDENTES - OBJETIVOS

HIPOTESIS

ANTECEDENTES

En base a los reportes que existen de la relacién que hay entre la metilacion y la
inactivacion de genes y pensando en que ésta pueda ser una del las pautas que nos lieve ai
conocimiento mas especifico de la linea de células LR.4 (H-2), se pensé que estos genes
pudieran estar hipometilados, por lo que el presente trabajo tiene la finalidad de estudiar los

niveles de metilacién en células tumorales murinas LR.4 derivada de la cepa murina DBA/2.

Este trabajo de investigacion se orienta al estudio de niveles de metilacién en una linea
celular tumoral (LR.4) y tendran como base los experimentos realizados por Nava, G. y.

colaboradores (1992).

El que LR.4 no expresara transcrito de estos genes nos llamé la atencién y retomando
datos de la bibliografia, se decidi6 investigar el nivel de metilacién del ADN de la linea
celular LR 4, asf como el papel de la metilacién en la expresion de moléculas clase I del CPH
debido a que existen articulos en los cuales se demuestra que existe una relacién entre
metilacion e inactivacion del gen y la relacién inversa, hipometilacién y activacion, aunque

también existen excepciones a esta regla.
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Para determinar si la metilacion es el tnico factor involucrado en la ausencia de
transcrito de los genes del CPH clase I, las células LR.4 fueron tratadas con 5-Azacitidina, la
cual se caracteriza por ser un agente quimico hipometilantc y se observd la tolerancia que

tienen estas células a este tratamiento quimico.

OBJETIVOS GENERALES:

Este trabajo tiene como finalidad:
a) Estudiar los niveles de metilacion en células tumorales murinas de la linea celular LR 4. v

compararlos con los niveles de metilacion de un tejido normal de la cepa DBA/2.

b) Estudio a nivel molecular del efecto de la 5-Azacitidina en una linea tumoral murina LR 4

¢} Determinar si la metilacion es el tinico factor involucrado en la ausencia de transcrito para

genes del CPH clase I en la linea celular LR 4.

HIPOTESIS

Pensando que existe una relacion directa entre la ausencia de transcritos de los genes
del CPH clase I e hipermetilacion de estos mismos en la linea LR.4 al tratar estas células con
un agente hipometilante analogo de la citidina (5-Azacitidina) e incorporarse al genoma de

estas células, podremos observar una modificacion en los niveles de metilacién.
St el tratamiento con 5-Azacitidina modifica los niveles de metilacién en las células

tratada, entonces esperamos poder inducir la expresion transcripcional de estos genes sin

alterar la viabilidad celular, debido a que este agente hipometilante es altamente téxico.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTO CON 5-Azacitidina
LINEA CELULAR

Se utilizd la linea celular tumoral murina LR 4 derivada de L5178Y (Nava, G., et al.
1992). LR.4 fue aislada por su capacidad de crecer a través de baireras alogénicas. La
caracterizacion inmunolégica reveld por citometria de flujo que no expresa CD4, CD8, CD25
y moléculas clase I del CPH in vitro e in vivo (Verastegui, E., es al 1997). El andlisis
genético mostrd que LR.4 es portadora de distintas alteraciones que se manifiestan por la
ausencia de ARNm especificos: (a) deleciones en B,m e IAg; (b) extensa metilacién de los
genes de clase 1, y {¢) arreglos no productivos en la subunidad o del Receptor de células T
(TCR). La causas responsables de la ausencia de transcritos para 1A, IE, e IE; no han sido

determinadas (Nava, G., e al. 1992).
CEPAS MURINAS

Se utilizaron ratones hembras de 4 y 8 semanas de las estirpes endogamicas C57BL/6)
(H-2% y DBA/2 (H-2% para crecer intra-peritonealmente la linea celular LR.4. Como
controles se usaron ratones DBA/2 virgenes. Los animales fueron criados en el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M. y usados posteriormente en el

vivario del Instituto Nacional de Cancerologfa.
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PROPAGACION Y CRECIMIENTO DE LR.4

LR.4 fue propagada in vivo en la cavidad peritoneal usando in6culos que variaron

entre 10* y 10° células por ratén.

Las c€lulas se cultivaron in vifro en medio RPMI 1640 suplementado con: 10% Suero
Fetal Bovino, ImM L-glutamina, 1% de aminoécidos esenciales, ImM Piruvato de Sodio,
2mM glutamina, 1% fungizona y 100 mg/ml estreptomicina (Todos obtenidos de Gibco). Las

condiciones de cultivo fueron: 37 °C y una atmésfera himeda con 5 % de CO,.
TRATAMIENTO DE LA LINEA CELULAR LR.4 CON 5-Azacitidina

Se trataron 1x10° células/mi de la linea LR.4 con 10 mM de 5-Azacitidina durante 3
dias. Al tercer dfa fueron lavadas con 6 ml de medio Dulbeco sin suero y con antibidticos,

centrifugadas durante 5 minutos a 1200 rpm y resuspendidas en RPMI 1640 suplementado.

A partir de este momento el medio fue cambiado cada tercer dfa. A los 7 y 30 dias
después del tratamiento se tomaron células para analizar los cambios inducidos por el
tratamiento con 5-Azacitidina (a nivel de ADN y ARN).

ANALISIS DE ADN

PURIFICACION DE ADN GENOMICO

Para la purificacion de ADN extraido de la linea celular LR.4 o del bazo de ratones
DBA/2 se utilizo Ia técnica descrita por Sambrook, J., er al. (1989). Este procedimiento
consistié en: (a) incubar las células o el tejido durante 90 min. en una solucién de extraccién

{10 mM Tris-HC1 pH 8, 0.1 M EDTA pH 8, 20 mg/m! ARNasa pancreatica en 10mM Tiis

31



pH 7.5y 15 mM NaCl, 0.5% SDS). Posteriormente se adicioné Proteinasa K 0.1mg/ml y la
mezcla de reaccidén se incubd por 18 h a 50 °C. Subsecuentemente se efectuaron dos
extracciones con fenol saturado con 0.1 M Tris pH=7.8 y 0.1% 8-Hidroxiquinolina seguida

de una extraccion final con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (50:49:1).

ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION Y DIGESTION DE ADN

En general, las muestras de ADN (30 pg) fueron digeridas con 1 unidad/ug de
enzimas de restriccion que reconocieran 6 nucledtidos y que en su mayoria fueran C y G
(EcoRI o Kpnl). Aprovechando las caracteristicas del mapa de restriccién, la bisqueda de

alteraciones en el gene de la B,-m fue analizada con BamHI.

Para establecer los sitios de metilacién de los genes clase I se utilizaron dos enzimas:
la primera es una enzima de restriccion (Mspl) que efectia corte sobre la cadena en las
secuencias -CCGG- independientemente de que la citosina se encuentre o no metilada. La
segunda enzima de restriccion (Hapll) reconoce la misma secuencia -CCGG-, pero
Unicamente realiza su corte si no se encuentra metilada la citosina (Laboratorios Amersham

International Aylesbury, UK.).
La digestion del ADN se hizo segiin la metodologia descrita por Sambrook, J. vy

colaboradores (1989) utilizando las siguientes endonucleasas: Bam HI, Eco RI, Hap II, Kpn 1
vy Msp 1.
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PROPIEDADES DE LAS ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION USADAS
EN ESTE TRABAJO

*BamHI: 5°-G/GATCC-3’. Obtenida de Bacillus amyloliquefaciens.

*EcoRI: 5°-G/AATTC-3".  No corta cuando 3’A o C es N6 metiladenina o 5-metilcitosina.
Obtenida de Escherichia coli RY13.

*Hapll: 5°-C/CGG-3". No corta si 3°C es 5-metilcitosina o cualquier C es 4-metilcitosina.
Obtenida de Haemophilus parainfluenzae.

*Kpnl: 5°-GGTAC/C-3". No corta cuando 3" es 5-metilcitosina. Obtenida de una cepa de
Klebsiella pneumoniae.

*Mspl: 5°-C/CGG-3’. No corta si 5°C es S-metilcitosina pero corta cuando 3°C es

5-metilcitosina. Obtenida de Moraxella sp. 3416.

ELECTROFORESIS

Después de la digestion enzimética del ADN se agregd a cada mezcla de reaccién
buffer de muestra a una concentracion final de 10% (0.25% Azul de Bromofenol, Eastman
Kodak Co., 0.25% Xilen-cianol, Sigma Chemical Co., 15% Ficoll tipo 400, Pharmacia Fine
Chemicals) y se corrieron en un gel de agarosa 0.8% con 0.01% Bromuro de Etidio (10
mg/ml, Sigma Chemical Co.). El experimento se realizé en una cdmara BRL Modelo H5
(Bethesda Research Laboratories, Life Technologies, Inc.) a 20 volts (Fuente de poder:
Bio-Rad, modelo 250/2.5) en Buffer TBE 1x [Stock TBE 5x: 0.45 M Tris (Merck), 045 M
Acido Bérico (Merck) y 20mi EDTA 0.5 M pH=8 (Sigma)].
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DESNATURALIZACION Y TRANSFERENCIA DEL ADN A UNA
MEMBRANA

El ADN fue desnaturalizado durante 1 hr. [1.5 M Cloruro de Sodio (NaCl) (J.T.
Baker), 0.5N Hidréxido de Sodio en lentejas (NaOH) (MERK)], seguido de una incubacién
en solucion neutralizante [1 M Tris-HCI pH 7.4, 1.5 NaCl)] (Sambrook, J., ef al. 1989).

Posteriormente las muestras de ADN fueron transferidas por capilaridad a wna
membrana de nitrocelulosa reforzada con nylon (Sambrook, J., ef al. 1989) utilizando una
solucion de SSC 10x.

Terminada la transferencia, la membrana de nitroceluiosa reforzada con nylon, se

horned a 80°C por 2 horas con el fin de fijar en ella las muestras de ADN {Thomas, P. 1980).

ANALISIS DE ARN
PURIFICACION DE ARN

En la purificacion de ARN de la linea celular LR.4 y de] bazo de DBA/2 se utiliz6 la
tecnica descrita por Chomozynski y Sacchi (1987) que consiste en la utilizacién de
Tiocianato de Guanidina Acido-Fenol-Cloroformo (4M Tiocianato de Guanidina (Sigma
Chemical Co.), 0.025M Citrato de Sodio pH 7 (Merck), 0.5% Sarcosil (Sigma Chemical
Co.) v 0.IM 2-Mercaptoetanol (Sigma, Chemical Co.), seguido de extracciones con feno!
(Boehringer Manhaime) saturado con 0.IM Tris pH 7.8 (Sigma Chemical Co.), 0.1%
8-Hidroxiquinolina (Aldrich Chemical Company, Inc.).
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ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE

En la electroforesis se utilizaron 15 ug de ARN y se mezcla ron con buffer de muestra
[Sol A: 294 ml de HEPES-EDTA 10x (0.5M Acido N- (2-hidroxietil) piperazina-N'- (2-
etanosulfénico, (HEPES) USB Co.), 0.02M Acido Etilen Diaminotetracético, (EDTA Sigma
Chemical Co.)], 706 ml Agua y Buffer de formaldehido 37% formamida: 89ml formaldehido
y 250 mi de formamida). Se corrieron en un gel de agarosa 1.2% (USB Co.) conteniendo 6%
de formaldehido (Laboratorios Laitz SA de CV), (método descrito por Sambrook, J., ef al.
1989). En una camara BRL Modelo H3 (Bethesda Research Laboratories, Life Technologies,
Inc.}. A 60 volis (Bio-Rad, modelo 250/2.5). Se utilizé buffer de corrida (37% formaldehido)
y buffer 1x HE (Stock 10x 0.5M (Acido N- (2-hidroxietil) piperazina-N’- (2-etanosulfdnico,
(HEPES) USB Co.), 0.02M Acido etilen-di-amino-tetracético (EDTA), Sigma Chemical Co.)

Terminada la electroforesis se lavo en el gel por media hora en una solucién de SSC
20x (Stock SSC 20x, 0.15M Cloruro de Sodio y 0.015M Citrato de Sodio, ambos de J.T.

Baker) manteniendo una agitacion constante.
TRANSFERENCIA DEL ARN A UNA MEMBRANA

Se transfirié el ARN por capilaridad a membranas de nitrocelulosa reforzadas por
nylon (Hybond C-extra, Amersham) de acuerdo a la técnica descrita por Thomas, P. (1980).
Con este propésito se utilizé una solucién de SSC 10x (Stock SSC 20x, 0.15M Cloruro de
Sodio y 0.015 M Citrato de Sodio, ambos de I.T. Baker).

Terminada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa reforzada con nylon, se

horne6 a 80 °C por 2 horas con el fin de fijar en ella las muestras de ARN (Thomas, P. 1980).
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CUANTIFICACION DE ADN Y ARN

Para cuantificar la concentracién de ADN y ARN, se hicieron diluciones de cada una
de la muestras de 1:100 en un volumen final de 1 ml. Cada muestra fue leida en el
espectrofotometro (Beckman DU-50) con una lampara de luz ultravioleta en 2 longitudes de

onda: 260 y 280 nanometros (nm).
A partir de las siguientes férmulas, se cuantificé la concentracién de ARN y ADN.

Para ADN: Una unidad de Densidad Optica a una longitud de onda de 260 nm., es igual a 50
mg/ mi.

Para ARN: Una unidad de Densidad Optica a una longitud de onda de 260 nm., es igual a 40
mg/ml.

La formula general para cuantificar ADN o ARN es la siguiente:
Las concentraciones de ARN o ADN son iguales a la lectura de la muestra leida a una

longitud de onda de 260 nm por el factor de dilucién y por la unidad de densidad oOptica

correspondiente a lo que se quiera cuantificar, ya sea ADN o ARN (Sambrook, J., ef af.
1989).

VALORACION DEL ESTADO DEL ADN Y ARN

Para conocer las condiciones en las que se encontraban las muestras de ARN y ADN
previamente purificadas, se tomé de cada una el equivalente en volumen a 1 ug; se les

agreg6 buffer de muestra (Azul de bromofenol 0.025% , Kodak, Xilen-cianol 0.025%, Sigma
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y Ficoll tipo 400 15%, Pharmacia) y se colocaron las muestras de ADN en un gel de agarosa
0.8%, mientras que las muestras de ARN se colocaron en un gel de agarosa 1.2% (USB Co.)
con Bromuro de Etidio 0.01%, (Sigma, 1 gramo de Bromuro de Etidio en 100 ml de agua) y
cada una de las muestras se colocc’)_ en un pozo. El gel se comid en una cémara de
electroforesis (OWL) que contenia buffer de corrida o buffer de electroforesis TBE 1x a 65
volts por una hora aproximadamente y posteriormente se observd el gel en un trans-
iluminador de luz ultravioleta con 1o que se valoré la pureza o degradacién de cada una de las

muestras (Sambrook, J., ef al. 1989).
METODOS UTILIZADOS PARA OBTENER SONDAS
CRECIMIENTQO Y COSECHA BDE BACTERIAS

En un tubo de ensaye con tapa metalica se colocan 2 m] de medio esencial minimo y
se esterilizd utilizando una autoclave. Se incub6 durante la noche a 37°C, para asegurares de
que se encontrara esteril, se dejo enfriar y se le adiciono el antibidtico adecuado junto con una
colonia de bacterias. Se incubd durante toda la noche 2 37°C. E! medio con la bacterias
crecidas se coloct en tubos de centrifuga y se centrifugé a 12,000¢ por 30 segundos a 4°C. Se

elimino el medio por aspiracion y se dejo que el botén de baterias se secara.

PURIFICACION DEL PLASMIDO

Se purifico el ADN del plasmido siguiendo Ia técnica descrita por Sambrook, J., ef al.
(1989) por ebullicién en buffer de lisis. Este método es una modificacién del descrito por
Holmes D.S. y Quigley, M. (1981)y consiste en la resuspension del botdn de bacterias
(obtenido en el método de crecimiento y cosecha de bacterias explicado anteriormente) en 350

ul de STET (0.1M NaCl (J.T. Baker), 10mM Tris-HCL pH=8 (Sigma Chemical Company,
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Inc), ImM EDTA pH=8 (Sigma Chemical Company, Inc.) y 5% TritonX-100, Sigma
Chemical Company, Inc). Se agregaron 25 pl de Solucidn de lisozima fresca (10 mg/ml en 10
mM Tris-HCL pH=8; Sigma Chemical Company, Inc) se mezclaron en el vortex por 3
segundos.

Posteriormente el tubo se colocd en agua hirviendo por 40 segundos, se centrifugé el
lisado de bacterias a 12,000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se removié el botén de
bacterias con una pipeta y se agregaron 40 pl de 2.5M acetato de sodio pH=5.2 y 420 ul
isopropanol al sobrenadante, se mezclé por vortex y se almacend 5 minutos a temperatura
ambiente. Para la recuperacion de cidos nucleicos se centrifugé a 12,000g por 5 minutos a
4°C. Se eliminé el sobrenadante por aspiracion, para asegurarnos de que el boton se secara
perfectamente se colocé el tubo en posicidn invertida sobre una toalla de papel secante de
manera que el fluido pudiera escurrir. Se eliminan las gotas que quedaron en el tubo V se
adicion6 1 ml de etanol al 70%. Se centrifugé a 12,000g por 2 minutos a 4°C, se aspird el
sobrenadante, y ¢l etanol remanente se secé por evaporacion en un tiempo aproximado de 2.5
minutos. Finalmente los 4cidos nucleicos se disolvieron en 50ul de TE pH=$ y se

almacenaron a -20°C.

PURIFICACION DE LA SONDA

Se purifico el ADN de los plasmidos que contenfan los insertos deseados. Se digirié el
ADN con las enzimas de restriccion seleccionadas y se recuperd la banda del inserto por
electroforesis. Posteriormente fue purificada usando la técnica recomendada por el fabricante
del juego de reactivos Genclean II BIO 101, que consiste en la adherencia del ADN 2 una

matriz de cristales de silice, los cuales posteriormente se lavan para recuperar ¢l ADN.
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CARACTERISTICAS DE LAS SONDAS UTILIZADAS

Se utilizaron cADNs que reconocian a los genes Clase I del Complejo Principal de

Histocompatibilidad murino con los Haplotipos H-2 K¢, 2Dy H-21.4,

El cADN de H-2 K°, corresponde a un inserto de 966.7 pares de bases (pb) que esta
limitado por la secuencia que reconoce la endonucleasa de restriccion Hind I, clonado en
pBR322. Esta sonda contiene casi toda la region codificadora del gen, la cual fue enviada por
el Dr. Philippe Kourilsky (Lalanne, J., 1983).

Fl cADN de H-2 LY, es un inserto de 4412 pb limitado por la secuencia que es
reconceida por Bam HI y Bgl II, clonado en pBR322Z y que contienc los exones: II
(corresponde a 1/3 de N), III (corresponde a C,) y IV (corresponde a C,). Donado por ¢l Dr.
D.H. Marguilies (Evans G.A., et al. 1982).

El cADN de H-2 DY, es un inserto de 320 pb limitado por la secuencia que reconoce la
endonucleasa de restriccién con Hind IT1, que contiene los exones IV {corresponde a la mitad
de Cy), V (codifica la region transmembranal), VI (codifica I,) y VIII (codifica I;), enviado
por el Dr. D.H. Margulies (McCluskey, J., ef al. 1986).

El fragmento de ADN gendémico de B,-m, es un inserto de aproximadamente 1
kilopares de bases (kpb) limitado por la secuencia de reconocimiento de EcoRI, que contiene
una parte del exon 2 (exon que codifica la mayor parte de esta proteina) (Pamnes, J.R., ef al.
1986).

El fragmento de Histona 4, inserto de 690 pb, limitado por la secuencia de
reconocimiento de la endonucleasa de restriccidn de EcoRl, fue clonado en PBR32?2

(Seiler-Tuyns, A., er al. 1981).
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MARCAJE RADIOACTIVO POR UN CEBADOR INCORPORADO AL
AZAR (RANDOM PRIMER)

El ADN de doble cadena se marc por la incorporacién de (3 2P) a-dATP (Amersham
International, U.K.), (Maniatis, T., Tritsh, F. y Sambrook, J.K., 1982.) por el método de
“Random Primer”. El método consiste en la desnaturalizacién del ADN v la unién de un
hexanucledtido que sirvié como cebador seguido de la adicién de nucledtidos frios, excepto
dATP. Se agregé aproximadamente 50 uCi de fosforo (32P) y una enzima que catalizé la
polimerizacion del ADN (Klenow de 3 a 8 unidades). El tiempo de la reaccién fue de 24 hrs. y
fue interrumpida al adicionar 2 ml de EDTA 0.5 M pH=8 y 75 ml de Tris-EDTA (10mM
Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8).

PURIFICACION DEL ADN RADIACTIVO POR CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA

En estos experimentos se usé el método descrito por Ausubel, F.M., ef al. (1987).

Para la separacién de ADN marcado radioactivamente de precursores de dNTP no
incorporados, se utiliz6 una cromatrografia en columna. Esta técnica elimina los ANTP no
incorporados por la diferencia de peso molecular. La columna se prepar0 en una jeringa de 1
ml y se puso un poco de fibra de vidrio; luego se llend con sephadex 50-300 G (Sigma, 1g por
10 ml. de TE esterilizada en la autoclave por 20 minutos) y se centrifugd 1 minuto a 1,200
Ipm. en una centrifuga Beckman TJ-6. Ya compactada la columna, se coloc la sonda de
cADN marcada con fosforo radioactivo vy se centrifugd por 3 minutos a 1,200 rpm.
Posteriormente con el contador de radioactividad, se tomé el valor en cuentas por minuto
(cpm) de la columna y del microtubo; la radicactividad se monitoreé utilizando un contador

de radicactividad (VICTORIA). Con estos valores se calculd el porcentaje de incorporacién
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de fésforo en la sonda de cADN. El microtubo que contenia la sonda se colocd en agua

hirviendo por 10 minutos y después se coloco 5 minutos en hielo.

HIBRIDACION EN FASE SOLIDA: “NORTHERN Y SOUTHERN BLOT”

PREHIBRIDACION SOBRE MEMBRANAS

Se prehibrid¢ la membrana de nitrocelulosa reforzada con nylon, durante 5 Hrs a 42
°C. Solucion de prehibridacién: 50% Formamida (Sigma Chemical Co.), SSC 6x (Stock SSC
20x, 0.15 M Cloruro de Sodio y 0.015 M Citrato de Sodio, ambos de J.T. Baker), Denhart 5x
{Stock 50 x Sclucion Denhart: 1% Ficoll tipo 400 (Pharmacia Fine Chemicals), 1%
Polivinilpirrolidona (PVP), Sigma Chemical Co.), 1% Albtmina de Suero Bovino Fraccién V
(BSA), Sigma Chemical Co.)), 0.5% Dodecil sulfato de sodio (SDS, Merk) v 100 mg/ml
ADN de Salmén (USB Co.). La técnica anterior fue descrita por Sambrook, J., er al, (1989).

HIBRIDACION

Para la hibridacion del filtro se elimind un 35% del volumen de la solucidn de

prehibridacién y se agregé la sonda marcada. En seguida, se incub6 a 42°C durante una noche.

Para evitar manchas radioactivas inespecificas en la membrana, se eliminé la solucién
de hibridacién. Hubo tres lavados: el primero de 20 minutos a temperatura ambiente con
SSC 2x (Stock SSC 20x: 0.15 M Cloruro de Sodio y 0.015 M Citrato de Sodio, ambos de J.T.
Baker), SDS 0.1% (Dodecil sulfato de sodio). Las condiciones para el segundo y tercer
lavados: SSC 0.1%, SDS 0.1% a 50°C por 20 min. en agitacion constante. Después de esto se

monitored la radioactividad de la membrana utilizando un contador de radicactividad
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(VICTORIA). Sila marca radiactiva era mayor a 50 cpm, se volvia a lavar el filtro utilizando
las condiciones del segundo lavado. Esto se hizo cuantas veces fuera necesario con el fin de

eliminar todas las manchas radioactivas inespecificas.

AUTORRADIOGRAFiA

La membrana se cubri6 con pléstico transparente delgado y se expuso a una placa de
rayos X (Kodak) de alta sensibilidad por 4 dias a -70 °C. Posteriormente se revel6 (Revelador
RP x-Omat, Kodak) por 2 minutos y medio en agitacién; se enjuagé con agua v se fij6 por

dos minutos y medio en agitacion (fijador y reforzador RP X-Omat, Kodak).

REHIBRIDACION DE LA MEMBRANA CON UNA SONDA Y
ELIMINACION TOTAL DE LA MARCA RADIOACTIVA EN UNA MEMBRANA.

Metodologia descrita por Sambrook, J., ef al. (1989) y Thomas, P.(1980).

Para tener un control de expresion (integridad de la preparacion de ARN)} se hibridd la
membrana con la sonda para histona 4, después de eliminar la sonda en la primera fase del
experimento lavando la membrana tres veces con 165 ml. de SDS 0.1% a 100 °C por un
tiempo de diez minutos en cada lavado. Ademas se mantuvieron en agitacién y con

temperatura constante.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

CULTIVO CELULAR
PROPAGACION in vivo DE LR.4

La linea celular tumoral LR.4 se inyectd intra-peritonealmente provocando un

aumento de velumen abdominal y peso en el ratdn.
TRATAMIENTO DE LR4 CON 5-Azacitidina.

Se trataron células de la linea LR.4 con 10 mM de 5-Azacitidina durante 3 dias y se
mantuvieron en cultivo, un lote de células por 7 dias y otro lote por 30 dias después del
tratamiento. Durante el tratamiento se observé que las células mostraban variaciones
morfolégicas al compararlas con el control (células cultivadas in vitro y no tratadas con 5-
Aza). Las variaciones en las células tratadas fueron: aumenté el tamafio y morfologia. Se
observaron células alargadas y ovaladas, Cuya membrana citoplasmatica presento

ondulaciones en tanto que ¢l citoplasma era vacuolado,
Se observé que el porcentaje de viabilidad de las células tratadas con el anélogo de la

citidina fue de 80% mientras que en las células contro! fue de 92.5%. Habia 3 veces mayor

numero de células en el lote control que en el de las células tratadas.
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Los periodos de recuperacién fueron de 7 y de 30 dias, tiempo que se consideré
suficiente para observar, tanto las variaciones morfolégicas de las células, como las
variaciones a nivel de la metilacion del ADN y Ja expresién del ARN mensajero (ARNm) de

los genes clase I del CPH.

ANALISIS DE ADN POR SOUTHERN BLOT

PATRON DE RESTRICCION DE LOS GENES K,L Y D CLASE 1 DEL CPH
OBTENIDO DE LA DIGESTION CON Kpn Iy Eco RI.

Uno de los objetivos de este trabajo fue conocer ¢l patron de restriccién del ADN

extraido del bazo de DBA/2 y de la linea celular LR 4.

Al digerir el ADN de estas muestras con la endonucleasa de restriceidn Kpnl e
hibridar con las sonda H-2D* y H-2K* (Figura 14) se observé que el patrdn de bandas
obtenido con ambas sondas era idéntico, 1o cual corrobord la homologia que existe entre las
regiones conservadas de los genes del CPH clase 1. Sin embargo, estas sondas solo
reconocieron a partir del tercer exon y como nos interesaba conocer el extremo 5, se utilizd
una sonda H-2L¢. Al digerir ADN con la endonucleasa EcoRI e hibridar con las tres sondas
(Figura 15) se observo que el patron obtenido con las sondas H-2D¢ y H-2K® fue idéntico,
mientras que la sonda H-2L® mostro mayor numero de bandas y, por lo tanto, mayor
informacion del gen. La sonda H-2LY nos da un mayor nimero de bandas y ademas reconoce
secuencias de la regién 5' de los genes clase I del CPH, por esta razén se utilizé para el resto

de los estudios de metilacién.
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Figura 14. ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DE LAS MOLECULAS CLASE I DEL
COMFLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIRILIDAD DE LA LINEA CELULAR
LR.4Y DEL BAZO DEL RATON DBA/2.

Se muestran 10pd de ADN purificados a partir: bazo del ratén DBA/2 y de la linea ceiular
LR.4 cultivada in vitro, digeridos con la endonucleasa de restriccidén Kpal e hibridados con las
sondas: H-2D° y H-2K". Del lado izquierdo se observan 1o fragmentos (23 Kb, 9 Kb, 6 Kb,
4Kb, 2.3 b y 2Kb) obtenidos al digerir ADN del fago % con la endonucleasa de restriccion
Hind IIL
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Figura 15. ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DE LAS MOLECULAS CLASE 1 DEL
COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD DE LA LINEA CELULAR
LR.4Y DEL BAZO DE DBA/2.

El ADN gendémico, purificado a partir del bazo del ratén DBA/2 y de la linea celular LR4 in
vitro, fué digerido con la endonucleasa de restriccidn EcoRI ¢ hibridado con las siguientes
sondas: H-2Dd, H-21.° vy H-2K®. Del lado izquierdo se muestran los fragmentos (23 Kb, 9
Kb, 6 Kb, 4Kb, 2.3Kb y 2Kb) obtenidos a} digerir ADN del fago % con la endonucleasa de
testriccion Hind I11.



DIFERENCIAS EN LOS PATRONES DE RESTRICCION DE LOS GENES
CLASE 1 DEL CPH DE CEPAS MURINAS Y LINEAS CELULARES TUMORALES,

Para demostrar lo sensible que era el método para la deteccion de fragmentos que
caracterizan a un haplotipo determinado, se digirié ADN del bazo de fatones H2-
(CS7BL/60)y H2* (Balb/c y DBA/2} y de la linea celular LR.4. Se observé que al hibridar con
la sonda H-2L® existian diferencias en los patrones de restriccion. La linea celular y ias cepas
murinas H2? mostraron el mismo patron, en tanio que en la cepa murina C57BL/6J los
fragmentos eran de diferente tamafio. Estas diferencias en el patrén de restriccion nos

permitieron caracterizar a estos dos haplotipos (Figura. 16).

Balb/c
f oean
LR4

Figura 16. ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DE LAS MOLECULAS DEL
COMPLEJO RPINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE I DE LA LINEA
CELULAR LR 4, Y DEL BAZO DE LAS SIGUIENTES CEPAS MURINAS: C57BL/6J,
Balb/b Y DBA/2.

ADN gen6mico purificado a partir del bazo de los ratones: C57BL/6I, Balb/c y DBA/2, y de
la linea celular LR.4. Los ADN de estas muestras fueron digeridos con la endonucleasa de
restriccion BamHI e hibridados con la sonda H-21.9.
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El determinar que la sonda podia reconocer cambios en el patron de restriccion fue
muy importante para los estudios de metilacién donde las variaciones del patron de restriccién

podrian ser sutiles o muy marcadas.

ANALISIS DE METILACION DE LA CEPA MURINA DBA2 Y DE LA
LINEA CELULAR LR4 Y CAMBIOS INDUCIDOS POR EFECTO DE LA
5-Azacitidina EN LA LINEA CELULAR TUMORAL LR.4

Para estudiar los niveles de metilacién de la linea celular LR4 se digiri6 ADN
genomico de la linea celular y de bazo de DBA/ {(muestra confrol) con las endonucleasas de
restriccién Mspl y Hapll y se hibrido con la sonda H-2L°. En la figura 17 del lado izquierdo
se muestran la digestién de ADN genomico con la enzima Mspl, donde el patrén de
restricciéon de todas las muestras es idéntico, mientras que en e! lado derecho de la
autoradiografia donde el ADN se digiri6 con la endonucleasa de restriccidn Hapll, se muestra
el patrén basal de metilacion de los genes clase I en el carril que contiene ADN de bazo de
DBA/2, hipermetilacién de la linea celular LR 4 ¥ la hipometilacion de la linea celular LR 4 a
los 7y 30 dias después del tratamiento con 5-Azacitidina. Los niveles de hipermetilacion de la
linea celular LR.4 se determinan observando fragmentos de alto peso molecular al digerir el
ADN con la enzima Hapll y al comparar e! patrén de restriccion con el obtenido al digerir el

mismo ADN con al enzima Mspl.
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Figura 17. ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DE LOS NIVELES DE METILACION
DE LAS MOLECULAS CLASE 1 DEL COMPLEJO PRINCIPAL. DE
HISTOCOMPATIBILIDAD DE LA LINEA CELULAR LR .4 TRATADA A LOS 7Y 30
DIAS CON 5-AZA, SIN TRATAMIENTO Y EL BAZO DEL RATON DBA/S.

Se muestra DNA genémico purificado de la cepa muringa DBA/2 y de la linea celular LR 4 in
vilre, LR.4 siete dias después con un tratamiento de 5-Azacitidina (LR4 A-7 )y LR 4 treinta
dias después de un tratamiento con 5-Azacitidina (LR.4 A-30). Estos ADNes fueron digeridos
con las endonucleasas de restriccion Hapil(lado izquierdo)y Mspl (lado derecho)(que cortan
la secuencia CCGG, donde la segunda no corta si la citosina interna estd metilado) e
hibridados con la sonda H-2L°. Los valores a Ia izquierda indican los fragmentos del ADN
del fago [ digeridos con la endonucleasa Hind I (23Kb, 9Kb, 6Kb, 4Kb, 2.3Kb y 2Kb).

La comparacion de ambos patrones de restriccion indicsd que el ADN no estaba siendo
digerido por la endonucleasa Hapll debido a la presencia de una citosina interna metilada en
la secuencia de reconocimiento -CCGG-". Al comparar el patron de restriccién del resto de
las muestras utilizando la misma endonucleasa, se observé que en las células LR 4 tratadas
con el agente hipometilante existian fragmentos de menor tamafio (aproximadamente 2 kbp),
porque la enzima estaba digiriendo las siguientes secuencias -CCGG-, en las cuales la

citosina interna habia sido reemplazada por 5-Azacitidina o por una citosina no metilada. Esto
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nos dio un pairén de restriccién con niveles de hipometilacion, en tanto que, al comparar el
patron de restriccion de las células tratadas con 5-Azacitidina con el del bazo del ratén DBA/2
cuando se habia digerido con Hapll, se observé que era idéntico, por lo que se determind que
el nivel basal de metilacién del bazo del ratén DBA/2 podia ser el adecuado para lograr la

expresion de moléculas clase I en estas células.

También fue importante notar que, al tratar células con 5-Azacitidina, no se obstruy6
la secuencia de reconocimiento de la endonucleasa al ADN. Resulté importante que con un
s0lo tratamiento de 10 mM de 5-Azacitidina, el patron de hipometilacion de la linea celular

LR 4 se mantuvo hasta 30 dias después del tratamiento.

PATRON DE RESTRICCION DEL GEN DE B,m:

Para conocer el patron de restriccién del gene de B,m se digiri6 el ADN genomico de
las cepas murinas (C37BL/6], Balb/c v DBA/2) y de la linea celular LR.4 in vitro con la
endonucleasa de restriccién Bam HI En la figura 18 se observé que el fragmento de
aproximadamente 10 kbp solo estaba presente en los carriles que contenian las muestras de las

cepas murinas y no en la linea celular tumoral.
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Figura 18. ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DEL PATRON DE RESTRICCION DEL
GENE DE B,m DE LAS CEPAS MURINAS (C57BL/6J,Balb/C Y DBA/2) Y DE LA
LINEA TUMORAL LR 4

Se muestra ADN genomico purificado a partir de la linea celular LR.4 vy del bazo de las cepas
murinas C57BL/6J, Balb/c y DBA/2 digeridos con la endonucleasa de restriccién BamHl ¢
hibridados con la sonda B,n. En el lado izquierdo se muestran los fragmentos al digerir ADN
del fago I con la endonucleasa de restriccion Hing II1.

Posteriormente este filtro se lavo e hibridé con la sonda que reconoce una region del

gen de Histona 4 (gen constitutivo), v se observa que en la figura 19 que los carriles que
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contienen ADN genémico de las cepas murinas asi como el carril que contiene ADN
gendmico de la linea celular LR.4 presentan un fragmento de 10 kpb. Con este grupo de
resultados se determind que la secuencia utilizada para el reconocimiento del gene de Bomen
linea celular LR 4 se encuentra deletada, ya que fue posible detectar [a secuencia de Bymenel

resto de las muestras.
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Figura 19. ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DEL PATRON DE RESTRICCION DEL
GENE DE HISTONA 4 DE LAS CEPAS MURINAS (C57BL/6JBalb/C Y DBA/2) Y DE
LA LINEA TUMORAL LR 4

Se muestra ADN genémico purificado a partir de la linea celular LR 4 y del bazo de las cepas
murinas C57BL/6J, Balb/c y DBA/2 digeridos con la endonucleasa de restriccion BamHJ e
hibridados con la sonda Histona 4. En el lado izquierdo se muestran los fragmentos
obtenidos al digerir ADN del fago 1 con la endonucleasa de restriccion Hind I11.
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Es importante mencionar que LR.4 muestra una delecién que incluye a la regidn de
alta frecuencia de mutaciones y que no se identifica el patrén de restriccion que corresponde
al gen normal. Lo anterior sugiere que el alelo normal se perdié o algo menos probable, que

los cromosomas tengan una alteracién idéntica.

ANALISIS DE ARN POR NORTHERN BLOT

EXPRESION DE GENES DEL CPH CLASE I
Al analizar el transcrito para genes clase I del CPH, se observé que al tratar las células
con 5-Azacitidina se indujo Ia expresion del ARNm, en tanto que en el control, células LR.4

sin tratamiento, el transcrito observado fue casi nulo (Figura 20).

Figura 20. ANALISIS POR NORHERN BLOT DE LAS MOLECULAS CLASE I(Panel
superior) y DE HISTONA 4 (Panel inferior) DEL BAZO DEL RATON DBA2, Y DE LA
LINEA CELULAR TUMORAL LR 4 EN TRES DISTINTAS CONDICIONES.

Se muestran 10ug de ARN extraidos del bazo de ratones DBA/? y de la linea celular LR 4 en
tres distintas condiciones experimentales fueron hibridados con la sonda H-2L¢, Las células
LR.4 fueron: un control sin tratamiento Y muestras correspondientes a cultivos tratados
durante siete o treinta dias con 5-Azacitidina (LR.4 A-7 v LR4 A-30 respectivamente). El
panel inferior corresponde al control de expresion en cual se usé un plasmido para Histona 4
y las mismas muestras de ARNm.
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EXPRESION DEL GEN B,-M.

Al analizar la expresion del gene de Bom de la linea celular LR.4 no se observé el
transcritos que codifica este gen, esto fue una consecuencia de la deleciéon detectadas en los
experimentos hechos con ADN extraido de linea tumoral. Por el contrario, el ARNm obtenido

del bazo de ratones DBA/2 dio una sefial positiva, tal y como era lo esperado (Figura. 21).
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Figura 21. ANALISIS POR NORHERN BLOT DEL GENE DE B,m DEL HIGADO Y
BAZO DEL RATON DBA/2, Y DE LA LINEA CELULAR TUMORAL LR 4.

Se muestran 10pug de ARN extraidos del higado y bazo de ratones DBA/2 y de la linea
celular LR.4 v fueron hibridados con la sonda Bom. LR .4, células tumorales; DBA/Z H,
higado de un ratén DBA/2 y DBA/2 B, Bazo extraido de un ratén DBA/2.
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CAPITULO VII

DISCUSION

En estudios anteriores se demostrd que la linea cefular LR.4 (Nava, G., et al. 1992) no
expresaba moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad; posiblemente porque
estos genes pudieran estar hipermetilados. Esto se demostré a lo largo de este proyecto, y se
pensé que si se alicraban los niveles de metilacion en los genes que codifican las
glicoproteinas clase 1, estas células podrian expresar moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad, siguiendo esta linea de investigacién, los resultados presentados en el
capitulo anterior describen los patrones de metilacion y los niveles de metilacién de los genes

del complejo principal de histocompatibilidad murinos de una linea celular tumoral LR 4.

Un examen de estos resultados nos permitié dar las conclusiones, posteriormente
descritas, correspondientes a la determinacion de la influencia del gen de B,m y su relacion
con la expresion de los genes del CPH clase I, junto con la determinacion de la importancia de

los niveles de metilacion en la expresion de estos genes.

CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTO DE LA LINFA CELULAR
LR.4 CON 5-Azacitidina

El tratamiento se inicié cuando el cultivo de células se encontraban en la fase
exponencial de crecimiento. El tiempo de tratamiento fue de 3 dias, lo cual es considerado
prolongado debido a que, en Ia bibliografia referente al tema (L, LH, et gl , 1970), se

demostré que 24 horas de tratamiento de un cultivo celular es suficiente para observar
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modificaciones fenotipicas en diferentes tipos celulares provenientes de estirpes murinas. Sin
embargo, Pinto, A. y Zagonel, V. (1993) proponen tratamientos de mayor duracion debido a
que la 5-Azacitidina es un agente hipometilante especifico de la fase de sintesis del cultivo
celular, de manera que la incorporacién del analogo solo se realiza durante esta fase v si los
tratamientos fueran por periodos cortos, entonces las células blanco continuarian

incorporando otras moléculas del analogo en los siguientes eventos de replicacion.

Por esta razon se prefiri¢ dar un tratamiento con mayor duracién y asi asegurarnos la
incorporacién de 5-Azacitidina al genoma de LR.4, la valoracion de la incorporacién fue

realizada en base al {inico pardmetro macroscopico con el que contabamos: las variaciones

fenotipicas.

VARIACIONES FENOTIPICAS DE LR.4

Las variaciones en LR.4 fueron observadas a los 3 dias después de los tratamientos
con el agente hipometilante 5-Azacitidina. Dichas variaciones fenotipicas incluyeron
variaciones morfolégicas asi como variaciones a nivel molecular (variaciones a nivel de la
metilacién de]l ADN y de la expresion del ARN mensajero; ARNm). Dentro de las variaciones
morfoldgicas las células tumorales exhibieron un aspecio caracteristico en el citoplasma

debido a la presencia de muitiples vacuolas, el cambio de forma, etc.

La habilidad de la 5-Azacitidina para inducir cambios fenotipicos, en la linea celular
LR.4, concuerda con los estudios realizados con lineas celulares previamente tratadas con 5-
Azacitidina: U-937 (leucemia monoblastica; Attadia, V. 1993), K562 (eritroleucemia humana;
Attadla, V., er al. 1990; Gambar, R, e al 1986), FAB-M2, FAMB-M4 y FAB-MS5
(leucemia; Pinto, A., ef ol 1984), HL60 (células promielociticas humanas, Christman, JK., et

al. 1983), eritroleucemia de Friend {Creust, P. 1982) en fibroblastos (Sanger, R. y Kovac, P.
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1982), y en otros tipos celulares descritos por Jones, P.A. y Taylor, SM. (1980), en estos
ejenplos no solo se observaron variaciones fenotipicas sino que también se modificaron los
patrones de diferenciacion celular. En el presente estudio solo nos fue posible observar las
variaciones morfologicas debido a que la caracterizacién de la linea celular LR.4 (linea doble
negativa: CD4-CD8-realizada por Verastegui, E. y colaboradores, 1997) se realizé antes de

iniciar los tratamientos con 5-Azacitidina y no después de ellos.

VIABILIDAD CELULAR

Al comparar el porcentaje de viabilidad entre las células LR.4 control y las células
LR .4 tratadas con 5-Azacitidina, se observo que existe mayor muerte celular en el grupoe que
recibié 5-Azacitidina. Esto se debe a que la 5-Azacitidina es un agente quimico téxico para
las células. Sin embargo, el 80% de la poblacién de células tratadas sobrevivieron y sélo el
12.5% de las células murieron en comparacién con el control. La muerte celular se debio
principalmente a la dosis utilizada de 5-Azacitidina, lo cual fue demostrado por Li, LH. y
colaboradores (1970), quienes observaron que al tratar la linea L1210 de leucemia linfocitica
de una cepa murina DBA/2 con 0.019 y 0.15 mg/m} de 5-Azacitidina (5x10° células/ml
durante 3 dias a 37°C), existia una muerte de] 50% ¥ 90% respectivamente, a consecuencia de
la concentracién utilizada del agente hipometilante. Los datos de muerte celular de LR.4
concuerdan con los valores anteriores debido a que la dosis utilizada en ¢! tratamiento de LR 4

fue de 0.2442 mg/ml (1x10° células/ml) durante 3 dias a 37°C.

Al tercer y altimo dia del tratamiento existieron tres veces mas células en el lote
control, que en el lote con células tratadas, lo cual indica que la incorporacion del agente
hipometilante tiene un papel importante al incorporarse en la fase S tardia y bloguear la

progresion del ciclo celular porque inhibe la entrada a la fase M. El aumento en el nimero de
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células en e control se debe al desfasamiento de la division celular entre estas células y las

tratadas.

GENES CLASE I DEL CPH

Se digirio6 ADN gendmico de LR .4 (H-2Ld) y de diferentes cepas murinas, dos de las
cuales presentaron haplotipo d (DBA/2 y Balb/c) y la otra con haplotipo b (B6) v se observo
que la sonda H-21% es capaz de reconocer tanto haplotipos by d. Posiblemente esto se debio
a que existe entre los genes clase I una alta homologia; sin embargo, los tamarios de los
fragmentos que se observaron en la Figura 16 no eran idénticos, por lo que hubo 2 bandas que
solo se reconocieron en el ADN del ratén B6. Estas diferencias indicaron que existe un
patron de restriccion diferente en los genes clase I del ratén B6 ¥ los ratones DBA/2, Balb/c y
LR 4.

Se encontrd que la sonda H-21° eg capaz de reconocer secuencias con alta homologia
entreJlos haplotipos d y b. Esto se debié a que esta sonda reconocio en estos genes secuencias
que corresponden a los exones que codifican Ios dominios extracelulares o, y o, que por ser
los encargados de unir el péptido al CPH caracterizados por su alto polimorfismo. Es decir,
son genes en los que la secuencia de nucledtidos varia con una frecuencia relativamente alta
dentro de una poblacién de individuos normales y el 1% de los individuos puede expresar un
gen que se diferencia de un gen homélogo que permanece en el resto de los miembros de una
poblacién. Esto nos indicé que la sonda que estdbamos utilizando tenia la capacidad de

reconocer secuencias homélogas en un grupo de genes con alto polimorfismo.
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VARIACIONES GENOTIPICAS.

La 5-Azacitidina tuvo un efecto genotipico en las células tumorales debido a que
modifico el patrén de restriccién de LR4. La forma en que lo hizo fue disminuyendo los

niveles de metilacién en esta linea celular.

Existen evidencias de que las lineas celulares al envejecer tienden a hipometilarse
(Wilson y Jones, 1983) a excepcién de las lineas celulares inmortales. Las modificaciones en
los patrones de metilacion observados en la figura 17 entre la linea celular LR 4 v las células
tratadas con S-Azacitidina no se debieron a un efecto del envejecimiento celular, sino a la
incorporacion del agente hipometilante al ADN. El efecto del envejecimiento se puede
descartar debido a que las células de ia linca LR.4 fueron mantenidas in vitro durante todo el
experimento como control durante 38 dias, tiempo idéntico al que se mantuvieron las células

tratadas con 5-Azacitidina,

Wilson y Jones (1993) también han reportado que las células normales diploides no se
replican indefinidamente # vitro al menos que sean alteradas por una transformacién
heredable para producir lineas celulares inmortales, El mecanismo para tal conversién
espontanea de células senescentes a células inmortales es desconocido, pero alteraciones en la
expresion de genes se involucran probablemente en este proceso y alteraciones en fos patrones
de metilacion pueden causar cambios en la expresidn de genes que puedan estar involucrados
en el envejecimiento del cultivo. Es decir, en cultivos que han sido expandidos durante largos
periodos, el porcentaje de S-metilcitosina disminuye notablemente conforme el periodo del
cultivo aumenta. En otros reportes se propone que las lineas celulares disminuyen su
metabolismo quedando solo funcionales los genes indispensables para su sobrevivencia (el
que funcionen todos los genes serfa un gasto para la célula). Ninguno de estos dos factores
afecta a LR.4 debido a que los genes hipermetilados de clase I se mantienen con igual nivel

de metilacion, tanto en las células in vivo en la cavidad peritoneal de Balb/c, como en



comparacidén con las células que son mantenidas in virro, La hipometilacion en esta linea

celular se observé a partir del tratamiento con 5-Azacitidina.

METILACION DE LOS GENES DEL CPH CLASE I EN LR.4

Los genes de mantenimiento (Bird, AP, 1986) y pocos genes tejido especificos
(Kolsto, A.B., et al. 1986; Loyd, J., et ai, 1987; Bird, A.P., 1987) contienen islas CpG en el
extremo 5. La caracteristica general de esta isla es el estado no metilado en el que se

encuentra la citosina.

Hasta ahora se le ha dado gran importancia a la correlacién que existe entre secuencias
CpG metiladas e inactivacién de los genes, asi como la correlacion contraria, en la cual la
citosina incluida en la secuencia CpG se encuentra desmetilada, lo que se relaciona con la

expresion del gene estudiado.

Al analizar los patrones de metilacién de los genes del CPH clase 1 en la linea celular
LR.4 se observd que la presencia de secuencias CpG en las cuales la C se encontraba
metilada, es decir como S-metilcitosina, correlacionan perfectamente bien con la inactividad
de estos genes. Es decir, los patrones de metilacién de la linea celular tumoral LR .4 nos
indican que, debido a la falta de expresion de las moléculas del CPH clase 1, esta linea es
capaz de crecer, desarrollarse v propagarse en diferentes cepas murinas, de manera que es
capaz de cruzar barreras halogénicas (Nava, G., et . 1992). Esta inactividad genética se debe
a la localizacion de islas o secuencias CpG localizadas en la region 5° del gene, que se
caracterizan por la presentacién de una 5-metilcitosina, v de esta manera el gene muestra un
patron de hipermetilacién como se observa en la figura 17, en cambio, en el bazo de! ratén
DBA/2, tejido en el cual la mayor parte de Ia poblacién celular son linfocitos, se observa un

patrén de hipometilacion, debido a que la citosina que forma las islas CpG no se encuentra



metilada. De esta manera las células del bazo del raton DBA/2 son capaces de expresar las
moléculas del CPH clase I. En base a esto podemos decir que los patrones de metilacion
observados en la linea celular LR .4 asf como el del bazo del ratén DBA/2 concuerda con la
siguiente regla general: que los genes que se encuentran completamente desmetilados estan
altamente expresados, y por otro lado, también existen genes parcialmente desmetilados que
presentan bajos niveles de expresién, También puede darse el caso en el que exista una
ausencia de esta en la correlacion como en el caso de los genes ApoA-1/C-UI/A-IV en donde
la hipometilacion de estos genes se presenta tanto en tejidos que los expresan como en los
tejidos que no se expresan esta familia de genes (Shemer, R., er al. 1991). De esta manera se
ha determinado la expresién genética depende del tejido estudiado, de la secuencia estudiada

asi como del gen estudiado.

EFECTOS DE LA 5-AZACITIDINA

El andlogo de la citidina provoca efectos irreversibles, mostrados hasta 20 dias
después de que el farmaco haya sido removido del medio de cuitivo de LR.4. en base a esto se
observd que después del tratamiento se detecta una hipometilacién det ADN asi como la

modulacion de la expresion de los genes del CPH clase I

MANTENIMIENTO DE LOS NIVELES DE METILACION DE LR.4
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON 5-AZACITIDINA.

El mantenimiento de los patrones de hipometilacién era de esperarse debido a que en
reportes anferlores se menciona el establecimiento de una unidn covalente (irreversible) entre
la enzima ADN-metiltransferasa y la 3-Azacitidina (que en este caso actia como un

nucledsido) y de esta manera el patrén de hipometilacion del LR.4 es el mismo a los 7 yalos
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30 dias después del tratamiento. Esto se debe a que se modifica el patrén de metilacion de la
linea celular LR.4 por la incorporacién del andlogo de la citiding, y de esta manera al
replicarse se mantendrén las citosinas no metiladas por el resto de las divisiones celulares

(Sintesis semiconservativa del ADN).

EXPRESION DE LOS GENES DEL CPH CLASE I

Un tratamiento de 3 dias con 5-Azacitidina en el cultivo de células tumorales LR 4 fue
suficiente para observar un incremento en el transcrito de los genes clase I del CPH, es decir
se indujo la expresion de estos genes, a los 7 dias después del tratamiento y la presencia del
transcrito se mantuvo hasta los 30 dias después del tratamiento. De esta nianera se corrobora
la induccién de la expresién de los genes clase | del CPH en LR 4 debido a que al investigar la
expresion de los genes que codifican para la tiroglobulina (Avvedimento, ef al. 1989) y para
la timidina kinasa (Clough, D.W., er al 1983) y en los genes de y-globina humana {Ley, T.I.,
et al. 1982) se ha observado un incremento en el transcrito de genes que previamente

mostraban ser inactivos con el tratamiento de S-Azacitidina.

Es importante notar, que e} tratamiento con 5-Azacitidina modificé los patrones de
metilacion de las células LR.4 de manera que la desmetilacion especifica de la citosinas

provoco un aumento en el nivel de expresién de los genes clase [ del CPH (figura 20).

GEN DE B, M

Como se sabia que la presentacién de peptidos endégenos por moléculas clase I en Ja

superficie celular no solo dependia de los genes clase 1, se analizo el gen que codifica la
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cadena ligera de B,-m encargada de formar un heterodimero con las moléculas clase I en el

RE y unir péptido, para presentarlo en la superficie celular a linfocitos T.

Al analizar ef gen de B,-m , se demostrd que LR.4 presentaba una deleccion en este
gen, por la cual no se obtuvieron bandas en la autoradiografia, debido a que la secuencia que
contenia la sonda era la misma que se encontraba deletada en LR.4. Para demostrar que no era
un error técnico, se hibridé ese mismo filtro con H,, ¥ se observd que en todos los carriles
estaba presente. Con esto se comprobd que la metilacién no solo era importante para la
presentacion de péptidos en la superficie celular por moléculas clase L, sino que también lo era

la deleccién que se presentd en los genes de Beta-2 microglobulina (Figuras 18 y 19).

EXPRESION DE B,-M

Al estudiar el transcrito para B,m se observé que no existia tal en la linea celular
LR.4 (Figura 21) y atn con el tratamiento con 5-Azacitidina no se modificd la expresidn de

este gen (figura no mostrada).

CARACTERIZACION DE LR.4

Se sabe que las células que se dividen en un ambiente artificial pueden disminuir sy
metabolismo, quedando sélo funcionales los genes indispensables para su sobrevivencia, ya
que el mantenerse activos genes innecesarios, la célula tendria un gasto mayor del realmente
necesario. Inicialmente se pensé que LR.4 padria haber hipometilado los genes clase I del
CPH por algin mecanismo desconocido, debido a que es capaz de crecer en cepas murinas

alogénicas (cepas murinas que presentan informacidn genética diferente). Sin embargo, se



observé que al comparar LR 4 in vifro e in vivo el patrén de restriccién de hipermetilacion fue

el mismo.

En cuanto a esto, se pensé que seria interesante ver el crecimiento de LR.4 tratada con
5-Azacitidina en cepas murinas alogénicas, pero cuando se demostré que LR .4 presentaba una
deleccién en el gen de By-m, se vio que no tenia ninguna importancia, debido a que, para la
presentacion de moléculas clase I en la superficie celular, era importante el ensamblaje de la

cadena pesada de clase I con la ligera de B,-m.

La hipermetilacién de LR.4 llamé la atencién debido a que se derivaba de una linea
celular L5178Y (segun publicacion de Nava, G. y colaboradores, 1992), moriolégicamente
heterogénea, cuyos genes clase I se encontraban hipometilados. Esto fue interesante, ya que
LR 4 fue seleccionada de estas células vy, posiblemente L5178Y estaba formada por 2
poblaciones diferentes y la poblacién que sobrevivié fue por la seleccién con

5-Bromo-2-deoxiuridina.

Existen diferencias en cuanto a 1.5178Y v LR.4, siendo la primera resistente a HAT
(contiene Hipoxantina, Aminopterina y Timidina) y la segunda sensible. Esto implica que
LR.4 tiene algtin defecto en la enzima timidina cinasa (Tk-) y/o en la hipoxantina-guanina
fosforribosil transferasa (HGPRT), Io cual es vital debido a que las células animales normales
sintetizan nucledtidos y timidilatos de novo a partir de fosforibosil pirofosfato y uridilato,
respectivamente. Esto se realiza en varios pasos, uno de los cuales involucra la transferencia
de un grupo metilo o formil del tetrahidrofolato activado. La aminopterina bloquea la reaccion
del tetrafolato, logrando inhibir la sintesis de purinas y timidilatos. Al ser estos componentes
esenciales para ¢l ADN, la aminopterina bloquea la sintesis de ADN por la via de novo. Sin
embargo, las células con este tratamiento pueden utilizar la via salvaje en la cual la purina es
sintetizada por la hipoxantina suplementada exogenamente y utilizando la enzima HGPRT. El

timidilato es sintetizado a partir de timina utilizando la enzima Tk. Este defecto en LR.4 se
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debe a que estas células no pueden utilizar Ia via salvaje para sintetizar nucleétidos y
timidilatos. Existe otro efecto sobre la enzima Tk cuando las células se someten a un
tratamiento de S-Bromo-2-deoxiwridina, en el que, al ser este farmaco metabolizada por la
Tk, forma un producto sensible a la luz que es etal. Por esta razon L5178Y, muere en
presencia de 0.1 mg/ml de 5-Bromo-2-deoxiuridina, mientras que LR4 soporta dosis

secuenciales hasta de 100 mg/mi.

También se pensé que tratar a LR.4 con 5-Bromo-2-deoxiuridina provocaria
modificaciones en el patrén de hipermetilacion, por lo que se analizé una muestra de LR.4
gue habia sido tratada hace cuatro afios y mantenida en la cavidad peritoneal de ratones de
Balb/c y muestras de LR .4 tratadas con un incremento de dosis y se demostrd que el patrén de
hipermetilacién fue el mismo en todos los lotes de LR.4 (datos no incluidos). Por esto quedd
descartado que el patrén hipermetilado de los genes clase [ fuera debido a la seleccién de

LR.4 con altas dosis de 5-bromo-2-deoxiuridina.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

1.- La linea celular posee niveles de metilacién altos en los genes del CPH clase | {genes
hipermetilados), demostrado al comparar el patrén de restricciéon con Hap II de ADN

genomico de la iinea celular con ADN gendmico del Bazo de un ratén de la cepa DBA/2.

2.- La metilacion del los genes del CPH clase I es un factor importante involucrado en la
ausencia de transcrito, Esto se demostrd al tratarse las células con S-Azacitidina, donde a los 7
dias después del tratamiento se increment6 el transcrito de los genes clase I del CPH, y este se

mantuvo hasta 30 dias después del tratamiento.

3.- Un tratamiento con 5-Azacitidina es suficiente para modificar los niveles de metilacion de
los genes clase I del CPH en la linea celular LR 4, y la hipometilacion se mantiene hasta 30

dias después del tratamiento.

4.- Una secuencia de los genes de B,-m esta deletada en la linea celular LR.4, razén por la

cual los estos genes no se expresan.

3.- La existencia de mutaciones en el gen de B)-m puede afectar la expresién de los genes del
CPH clase I en la superficie celular de LR .4, debido a que se requiere del ensamblaje de
ambas proteinas en el reticulo endopl4smico para la presentacion de péptidos en la superficie
celular, aunque existen lineas tumorales que logran la expresién del complejo
péptido-moléculas clase 1 del CPH en la superficie celular atn cuando no existe una previa
{ormacién del complejo B,-m-CPH clase 1. Por lo anterior, creemos que serd interesante
analizar y determinar posteriormente, si la causa de la ausencia de moléculas del CPH clase I
en LR.4 se debe a mutaciones en los genes de By,-m y a la hipermetilacién de los genes del
CPH clase I, 0 a ambas.
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