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INTRODUCCION

Caracteristicas generales de las células neoplidsicas

La palabra "neoplasia" se refiere literalmente a un nuevo crecimiento
celular.

Resulta dificil describir de una manera concisa las propiedades de una
neoplasia. Las neoplasias han sido definidas como "masas anormales de teji-
do cuyo crecimiento excede el de los tejidos normales, es independiente de e
1llos, vy que ébntinﬁa con los mismos excesos aln despu@s de la desaparicidn
del estimulo que le generd". (Benacerraf, 1981). A esta pérdida del fendme
no de inhibicidn por contacto (Ponten, 1973; Eisen, 1980) habia que agregar
otra caracteristica de las células cancerosas: su capacidad de perder, en
grados distintos las propiedades de las células diferenciadas a partir de

. v
las cuales se originaron: pérdida de localizacién, alteraciones morfoldgicas,
cromosémicas y bioquimicas. En algunas ocasiones ocurre una regresidn hacia
patrones caracteristicos de la vida embrionaria, aunque lo contrario ocurre
también) o sea que las células tumorales puedenvadquirir nuevas propiedades
~cuyés consecuencias metabdlicas son tan indeseables como la pérdida de sus ' ¥

S

~ funciones normales.

Las neoplasia§ difieren mucho unas de otras: se generan a partir de di-
ferentes tejidos dife;enciados y los agentes causales pueden ser de varios
tipos {quimicos, fisicos o virales) y estas diferencias se traducen en com-
portamientos distintos en lo que se refiere a evoluéién, capacidad de crear
metdstasis (Fidler, 1975), malignidad y respuesta a posibles agentes antican

Cexrosos.



Es probable que muchos de los factores que regulan el crecimiento desme
surado de las células tumorales y su capacidad de invadir otros tejidos se
encuentrémn localizados en la superficie célular. Se han escrito cientos de
articulos comparando la superficie de c@lulas normales y cancerosas. Se han
encontrado diferencias en practicamenté todos los componentes ée la superfi-~
cie celular, tritese de proteinas, antigenos, glicoproteinas, glicolipidos,
colesterol, actividades enzimaticas, contenido de aziicares, etc. Pero prac-
ticamente enjningﬁn caso se encontrd funcidén alguna para estas alteraciones.

y alin menos alguna correlacidén con el crecimiento tumoral.

Entre los antigenosvmembranalés mias estudiados se encuentran las glico-
proteinas pués desempefian miltiples funciones: pueden estar directamente in
volucrados en las interacciones celulares entre cé%ulas inmﬁnes (Ags de his-
tocompatibilidad clase II) o bien entre células inmuﬁes y células tumorales
infectadas por algiin virus (Ags de histocompatibilidad clase I). Los recep-.
to£es para él Fc de Inmunoglobulinas son también glicoproteinas, mientras
que otras protéinas de este tipo intervienen en los procesos de sécresién o’

!

de internalizacidn celular. Se han descrito algunas glicoproteinas de c&lu-

las tumorales y que parecen intervenir directamente en los mecanismos de es-

‘cape de estas células (Codington, 1975; Celis, 1979 a, Robbins, 1975).

Antigenos de superficie de células normales y neoplisicas.

Se han descrito mas de 40 loci que codifican para determinantes alo-
génicos de la membrana de linfocitos (McKenzie, 1979).

Estos estudios han permitido identificar a las diferentes sbpobla -~
cioneé funcionales de linfocitos, los cambios Que presenta una cé&lula

linfoide a lo largo de su diferenciacidn, el polimorfismo genético que




tiene como consecuencia la variabilidad estructural de la superficie celular

y el examen de ciertos tumores en comparacidn con las células normales.

Los Ags identificados hasta el momento se han clasificado en:
- aquellos relacionados con el MHC (Major histocompatibility complex) .

~ aquellos que son caracteristicos de un tipo celular.

El complejo principal de histocompatibilidad, denominado HLA en humano
(cromosoma 6) y H-2 en el ratdn (cromosoma 17), estd formado por un grupo
de genes relacionados entre si responsables entre otras funciones de la regu
lacidn de la respuesta mediaéa por anticuerpos y de la expresién de molécu-
las de superficie involucradas en interacciones celulares (Klein, 1979;

Shreffler, 1975; Hood, 1983).

a. Antigenos de histoconpatibilidad

_ El conjunto de genes del MHC se ha clasificado de la siguiente manera:

Los genes de la clase I, que codifican para dos tipos de antigenos:.a- '

quellos codificados por las regiones K, Dy L, asi como Qa-2 y Tla (Soloski, -

-1981). Los productos génicos de las regiones K, D y L del MHC son glicopro -

téinas de 45 000 daltones sumamente polimdrficas que se encuentran presentes
en la superficie de todas las células de ratdén, (los eritiocitos de humano -
no tienen antigeos de histocompatibilidad). En general van asociadas en forma
no covalente a una proteina de menor peso molecular (12 000 daltones) denomi

nada B-2-microglobulina (Klein, 1981).

\
Ios genes de la clase II corresponden a la regidn I del MHC. Esta re-



gidén consta de 5 subregiones llamadas I-A, i-B, I-J, I-E e I-C. Las caracte
risticas de los productos génicos de la clase II son las siguientes: son he
éerodimeros compuestos de una cadena o{ y una ﬁg. El peso molecular de las
cadenas < es de alrededor de 30 dOO y el rango de peso de las cadenas Cses
de 27 000 a 29 000 daltones. La diferencia del peso molecular de las cade-
nas se debe a diferencias en glicosilacién. Estas moléculas estén involucra
das en la regulacidn de las funciones de las células T ayuda (Th), supre-
sidn (Ts) © para el reconocimiento de un antigeno extrafio en conjunto con la
identificacién de lo propio en la superficie de otras células T, de macrdfa-
gos o de células B. También parecen estar involucrados en la estimulacidn

de la diferenciacidén de las células B. (Hood, 1983, Klein 1981, 1983).

Por Ultimo, los genes de la clase III contienen la informacidn de algu-
. 3
nos componentes de activacidn de la cascada de complemento: C4 que consta

de la proteina sérica y de la proteina ligada al sexo (Klein, 1979).

" Se ha observado que para las reacciones de’ayuda.mediadas por iinfoci—',
tos T, la-activaéién'de macréfagos vy la hipersensibiliaad retardada és.neée—“-
sario que eétén expresados productoé génicos correspondientes a la clase II
del MHC (Zinkernagel, 1978). Mientras que la citotoxicidad mediada por lin-
focitos T no se produce si no éstén expresados los productos H-2K y H-2D del
MHC (clase I), en la célula que provocd el estimulo (Shearer, 1977; Bevan,

1978, Zinkernagel, 1979).

b) Antigenos de diferenciacidn.

Lok

‘Ademas de los productos del MHC, se han identificado Ags de superficie’

‘ caracteristicos de ciertos tipos celulares. La mayoria.de los marcadores
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" El antigeno PC
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icKenzie, 1979; Ahmed, 1982).

:n tener una funcidn en la interaccidn con cé&lulas Th y

los genes que codifican para la cadena pesada de Ig

.
' v

-1 es un antigeno de diferenciacidn de las.cé&lulas B que

"sevexPresa en células pLaSmétidaS'en las etapas tardias de diferenciacidn. -
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ing, 1978), Recientemente se han identificado dos antige
n que apérecen en las células precursoras de linfocitos

e anticﬁerpos monoclonales. Se les llama Aa4.1 y Gf1.2

- + - - -
irece ser que una célula pre-B AAR4.1 se diferencia a cée-~




N 4 . _
lula B GF1.2 , sIgM . (McKearn, 1984)., Aun faltan por caracterizar muchos
Ags de superficie de los linfocitos B que ayuden a elucidar los mecanismos
de regulacidn, funcidn y diferenciacidn de este tipo celular tanto normal

como transformado.

c) Antigenos tumorales:

Préhn, Floey, Main y Klein (1960} probaron la existencia de Ags tumora-
les especificos que podian ser reconocidos por el huésped para su defensa.
Observaron ademdas, en su sistema experimenﬁal, que los Ags eran especificos
para cada tipo de tumor, o sea la immunizacidn de'un rétén_con un sarcoma no
impide que otro tipo de tumor se desarrolle en el ratén, sin embargo el sar-
coma se rechaza.

»
P

Los antigenos tumorales pueden ser de origen viral o résultar de alguna
] ‘ ‘
mutacidn producida por agentes quimicos o fisicos:
-~ Los antigenos de 6rigen viral son moléculas cbdificadqs’por genes del Vi-  3
. rﬁs; que sé eﬁcuentran incorporédos ai genomé éelﬁlar.' SSn 195 miémosieh‘
iéualquier tejido o tipo ceiﬁlar‘en el que se éxpreéén.i.Un ejemplo ae”eéte
tipo de Ags éon‘los‘relacionados con el virus de la 1eucemié murina que codi
fica para particulas presentes en la superficie de los linfocitos T. Estos
Ags virales pueden llegar a expresarse bajo ciertas condiciones como el tra-
tamiento. de las cé&lulas con factores quimicos o radiaciones.
- BAgs que aparecen cuando la cé&lula ha sufrido alguna mutacidn:
Estos Ags, a diferencia de los virales, son caracteristicos de cada tumor;

habiendo diferencias entre dos tumores derivados del mismo tipo histol8gico

y producidos por el mismo agente quimico. Pueden ser macromoléculas que se




expresan normalmente en tejido embrionario y que no se reconocen como pro-
pias en el animal adulto por haber desaparecido antes del desarrollo del sis
tema inmune. Entre los antigenos embrionarios identificados se encuentran
la A~fetoproteina, que es caracteristica de hepatomas y teratoblastomas de ]
vario (Abelev, 1971; Coggin, 1974), y el antigeno carcinoembrionario (ACE).
El ACE es una glicoproteina de 180 kilodaltones que contiene un 65% de carbo
hidratos por molécula, y que estd presente en neoplasias humanas de origen

gastrointestinal (Gold, 1965; Shively, 1981).

Ademds de los Ags embrionarios hay autores que proponen la existencia
de Ags especificos del tumor. Estos Ags son moléculas que normalmente se ex
presan en la superficie de las c¢€lulas, pero que han sufrido una mutacidn

~

(Natori, 1977; Rusell, 1979).

Respuesta antitumoral:

/

En la literatura estd bien fu@dﬁmentédo‘ei_bbncépfo;éegﬁﬁ'éi éuaiylaé;:f{
células neopléasicas tienen‘antigéhés dé‘suéerficié difefeﬁtes a los'presen—"
tes en células normales y que &stos antigenos tumorales pueden inducir una
respuesta del sistema inmune dei huésped. En los iltimos afios sé ha centra~
do la ateﬁcién en el estudio de la naturaleza de.esas respuestas antitumora-

les,

La respuesta antitumoral se lleva a cabo principalmente por linfocitos

T citotdxicos (LTCs), células asesinas naturales, macrdfagos activados y ¢é-




lulas asesinas. Ademds se ha sugerido la existencia de una constante vigi-
lancia inmunoldgica sobre los tejidos de los individucs y que se encarga de

eliminar células mutantes gque pudieron aparecer (Burnet, 1970; 1971).

Las célﬁlas asesinas o nulas son cé&lulas linfoides que carecen de anﬁi—
genos de superficie caracteristicos de las células T o B. Estin involucra-
das en las reacciones de citotoxicidad celul;r mediada por anticuerpos (Ac). -
El Ac se adhiere al Ag de superficie de la célula neoplésiéa y es este comple
jo el que reconoce la célula asesina para lisar a la célula tumoral (Bena-

cerraf, 1979; Eisen, 1980).

Los macréfagos activados también tienen actividad antitumoral. El pro-
ceso de activacidén de los macrdfagos requiere de la interaccidn de estas cé-
. L4

lulas con linfocitos T sensibilizados o con factores producidos por ellos ac

tualmente conocido como Ilv(MAF) (Fidler, 1976). La lisis de la célula neo-

. plésica solo se lleva a cabo si hay una interaccidén directa entre la célula

blanco y el macrdfago y por la liberacidn de un factor litico por el macrdfa:

go  (Johnson, 1980; Adams, 1981).

Las células asesinas naturales constituyén una subpoblacién de células
linfoides que se caracterizan por carecer del antigeno de superficie Thy-1 vy
de las células T, del receptor para inmunoglobulinas (Ig). Se encuentran
principalmente en el bazo y en la sangre, Tienen una actividad citolitica
espontinea en contra de algunas células tumorales o normales, la cual puede

aumentarse por interferdn (Heberman, 1979a; 1979b). En humanos, la lisis pa




rece involucrar a antigenos de superficie de las cé&lulas asesinas naturales

que son sensibles al tratamiento con proteasas como la tripsina, la quimio-

tripsina y la papaina (Hiserodt, 1983; Fast, 1983).

Dentro de las reacciones mediadas por células con actividad antitumoral,
la mds importante es aquella mediada por LTCs. En este tipo de reacciones,
la respuesta se induce cuando aparece una alteracidén en la superficie celu-

lar de tal modo que la célula ya no es reconocida como "propia" por el siste

. ma inmune. El reconocimiento de la cé&lula extrafia por los LTCs se lleva a

cabo por la identificacidn tanto del neoantigeno, como de los productos H-2K
y H-2D del complejo principal de histocompatibilidad gin que se sepa realmente
si hay uno o dos receptores involucrados en el proceso (Zinkernagel, 1979).
Se ha reportado recientemente la identificacidén del posible receptor de las
. L4
células T (Acuto, 1983; Kappler, 1983 ) : se ha propuesto que es un he

terodimero formado por una cadena¢{ de 49- 51 kilodaltones y una cadena @de

43 'kilodaltones. Estas subunidades estan asociadas no covalentemente a una

molécula monomdrfica de 20 -~25 kilodaltones (Acuto, 1983; Kappler, 1983).
LOs'LTCs‘lisan a la célula extrafia en formavautﬁnama,‘unidiréccional y sin o

. dafiar a células circundantes.

Evasidn de la respuesta inmune:

A pesar de que las células tumorales sean capaces de inducir una respues:

inmune en contra de ellas mismas, suelen evadir esta respuesta. lLa evasidn

de la respuesta inmune se refiere a los mecanismos por los cuales una cé&lula
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neopldsica se defiende de las diferentes reacciones inmunoldgicas, para de-
sarrollarse y crecer en un ambiente que estd encargado de destruirla. Entre

los mecanismos mediante los cuales las células tumorales evaden la respues—

ta inmune se han propuesto:

1) La inmunosupresidn del huésped debida a la liberacidn de factores solu-

bles por la célula neoplasica (Hellstr8m, 1970; Hellstrdm, 1974) .

2) La escasa antigenicidad tumoral que presentan algunaskcélulas, ocasiona

gue se despierte una respuesta inmune lenta y poco eficaz (0l1d, 1965; Klein,

1973) .

3) ILa capacidad que tienen algunas células neopldsicas de desprender o in-

ternalizar antigeno membranal cuando éste reacciona con el anticuerpo (Es--

mon, 1976).

4) El enmascaramiento superficial de determinantes antigénicos tumorales -
. L . '
o de productos del MHC para impedir la interaccifn de los LTCs con sus recep

tores membranales. Se han sugerido diferentes formas de enmascaramiento de

los antigenos de superficie de cé&lulas neopldsicas:

".a) Por un mecanismo de cargas, como por ejemplo la presencia de-

' una carga negativa en la superficie celular que repela a cualquier mol&cula

que pueda tener esta misma carga. Se ha observado que algunas células neo-

plasicas estdn cargadas negativamente debido a la presencia de residuos de

dcido sidlico (Sharer et al, 1977; van Beek et al, 1973).

b) Por la produccidn intrinseca de la célula neopld3sica de gli-
coproteinas que cubran antigenos reconocibles, como la epiglicanina presen
te en las células TA3~H (Codington, 1975) o gpl160 que se encuentra en el -

mieloma LPC-1 (Celis et al, 1979a).
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" ANTECEDENTES

Estudios previos muestran que el mieloma 1PC-1 adquiere periodicamea-
te una resistencia a la 1iéis por LTCé.o por anticuexrpos y éomplement§ (=
Celis et al, 1979a, b; Hale et al, 1979).

;

El mieloma LPC-1 crece en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c en
forma de ascitis. Las células tumorales obtenidas de la cavidad peritoneal
de ratén 3 dias después de la inoculacidn ( células tempranas) son suscep-
tibles a la lisié por LTCs o por anticuerpos anti H—é y complemento cuando
se prueban en un ensayo de citotoxiciad. Sin embrago las células LPC-1 re
colectadas 12 a 14 dias después de ser trasplantado el tumor (c2lulas tar-

dias) se muestran resistentes a la lisis inmune (Celis et al, 1979a). Pa-
[3

L

ralelamente a esta resistencia las células LPC-1 tardias adsorben 6 a 10 ve

ces menos anticuerpos anti H-2d que las células tempranas (Hale et al,;1979).

Estos cambios en el comportamiento de las células LPC-1 podrian expli-
carse por una disminucidn de la sintesis y expresidén de los antigenos del -

MHC, H-2K y H~2D, o porque estos antigenos estdn cada vez menos accesibles.

Estudios comparativos de 1as'superficies de las células tempranas y -
tardias muestran que la aparicidén del fenotipo resistente correlaciona estre
chamente con la expresidn de una glicoproteina'de membrana de 160 000 dalto

nes (gp160), la cual se acumula con el tiempo en la superficie de las célu-

las ILPC-1 (Celis et al, 1979b).

Gp160 es una glicoproteina formada por una sola cadehé polipeptidiéa,,i\
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rica en &cido sidlico (Rosenstein, 1984). Se encuentra, en las células tem
pranas, a la mitad de la concentracidn encontrada en las cé&lulas tardias. -
Es muy sensible a la tripsina y reacciona con algunas lectinas tales como -

‘ la aglutinina de germen de trigo y la concanavalina A (Celis, B., 1983).

La resistencia de las c€lulas tardias a la lisis por LICs y por anti-
cuerpos anti H-2 m@s complemento se pierde cuando las células son retrasplan
tadas a ratones BALB/c y extraidas 3 & 4 dias después, cuando las células
se mantienen en cultivo por mids de 4 dias (Hale et al, 1979) o cuando se -
tratan con proteasas como la tripsina, la quimiotripsina, la subtilisina o
la neuroaminidasa (Celis et al, 1979b). Todos estos trataﬁientos disminu-

yven la concentracidén de gp160 en la membrana celular.

Estudios cuantitativos de la expfesién ée los'antigenos‘H—Z presentes
en la superficie de cflulas tempranas y tardias tratadas con tripsina, mues
tran gue hay cantidades semejantes en ambos tiposicelulares,'l& cual Sugie
re que gp160 puede estar 1nteracc1ohando con ellos 1mp1d1endo esterlcamente
su reconocimiento por LTCs v antlcuerpos}antl ‘H-2 (Hale et al, 1979) Pos- -
tériormente se observd que gp160 interacciona preferencialmente con los an-
tigenos H-2K y H-2D y que antigenos no relacionados al MHC no estén'signifi

cativamente enmascarados por gp160 (Celis et al, 1980).

Aln cuando los anticuerpos dirigidos en contra de antiIgenos no relacio
nados con el MHC se adsorben en cantidades equivalentes en células tempranas

Y en tardias, la lisis mediada por complemento es menor en las {iltimas (-~

Celis et al, 1980; Celis, 1983).
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A io largo de este trabajo, se intentd Euscar, in vitro, la existencia
de algin factor responsable de la acumulacidén de gp160 en la superficie de
las células LPC-1. Se analizd el efecto del liquido de ascitis o de célu -
las inmunocompetentes, agregados al medio de cultivo, sobre.la expresidn de
gp160. Se estudid si la acumuaicién de gp160 en la superficie celular es -
el resultado de una menor degradacidén ( o secrecidn) o bien de una mayor si&

tesis. Se demostrd también que no existe correlacidn entre la pérdida de -

la capacidad de secretar inmunoglobulinas y la aparicidn de gp160.

/




MATERIALES Y METODOS

1. Animales de Experimentacidn

En cada experimento se utilizaron animales del mismo sexo y edad (9 se
manas). Se utilizaron ratones de ambos sexos de las siguientes cepas:

a) BALB/c (H-2d), obtenidos del Instituto Mexicano del Seguro Social.

b) BALB/b (H;Zb), obtenidos del Instituto de Tecnologia de Massachussetts
y reproducidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomé&dicas de

1a UNAM.

2. Lineas Tumorales
Se usaron dos mielomas murinos LPC-1 (H—Zd) vy LPC-1 Litton, (Litton,

H-2d). ILPC-1 Litton es la linea original y fue inducida por Michael Potter

[ 4
¢

con aceite mineral en ratones BALB/c. LPC-1 es una sublinea obtenida espon
taneamente a partir de LPC-1 Litton ymantenida desde hace varios afios en el
laboratorio del Dr. Herman Eisen, de donde provienen ambas lineas. LPC-1

ha perdido la capacidad de secretar inmunoglobulinas mientras que las célu-

~ las Litton sintetizan Ingk.

3. Cultivo de Células Tumorales (todos los cultivos se hicieron por dupli-
cado a partir de las células obtenidas por lo menos de 2 ratones).
a) Medio de cultivo. Se utilizd el medio de Eagle modificado por

Dulbecco (DME: Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) adicionado con:

208  de suero fetal bovino (SFB, Flow Laboratories)
2mM de glutamina (Gibco)
1% de una solucidn de antibidticos y antimicdticos (Gibco: peni-

cilina 100 ug/ml, anfotericina B 0.25 ug/ml, streptomicina

100 ug/ml)
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0.5 mM de una solucidn de aminoicidos no esenciales (Gibco)
1% de 100mM de piruvato de sodio (Gibco).
b) Obtencidn de las células tumorales. Cada semana se inoculan rato-
nes BALB/c intraperitonealmente con 1 x 107 células tumorales en 0.5ml de u
na solucidn amortiguadora de fosfatos/salina (pH=7.4, 0.15 M NaCl, 0.01 M

Po:, PBS: phosphate buffer saline).

ILas células tumorales se obtienen en condiciones de esterilidad lavan~
do con PBS la cavidad peritoneal de los ratones inoculadoé. lLas células tu
morales se lavah varias veces mediante centrifugaciones a 100 x g duraﬁte 5
min, lo cual permite separar eritrocitos de c@lulas neopldsicas. La viabi-

lidad se estima con azul tripano, siendo siempre mayor del 90%.

Con el fin de encontrar los posibles f;ﬁtoreé o el factor responsdble
de la acumulacidn de gp160 en la superficie de la célula LPC-1 se cultiva-
roﬁ las células en presencia del liquido de ascitis y de células de bazo de
anihales normales y portadores del miéloma:

c) Cultivo‘dg células LPC-1 en presencia de liguido de ascitis., Se la
va la cavidad peritoneal de los ratones BALB/c con Sml de medio de cuitivo
y se separan las células por centrifugacidén a 100 x g durante 5 min, El 11
quido de ascitis, libre de c8lulas tumorales se centrifugd a 1000 x g duran
‘te 10 min para eliminar fragmentos celulares y se aﬁadié al medio de culti-

vo a una concentracién final de 10 a 15%.

Las células LPC-1 resuspendidas en PBS estéril se cultivaron a una con-

5

centracidn final de 2 x 107 c&lulas por ml.



d) Co-cultivo de c&lulas LPC-1 y células esplénicas. Para &sto se usa

ron kazos de ratones BALB/c sanos y de animales portadores del tumor.

Los bazos,obtenidos en condiciones estériles, se disgregaron en PBS u-
sando una malla metéiica (200 mesh). La suspensidn celular obtenida se co~-
loca en tubos coOnicos de 15ml y se deja reposar para que_las particulas mas
grandes sedimenten. El sobrenadante de estos tubos se decanta en tubos lim
pibs y se centrifuga a 100 x g por 5 min. El botdn celular se resuspende
en medio de cultivo y se afade al cultivo de células tumorales (2 x 105 cé-

lulas/ml) a una concentracidén final de 2 x 106 células de bazo/ml de medio

de cultivo.

4. Tratamiento de las c&lulas tardias con Fripsina.

Para remover gpl160 de la superficie ceiular; se tratan las células
1LPC-1 con trépsina (Celis, et al, 1979b): 1x JO7 céiulas'se resuspenden en
10ml de una solucidn de PBS con tripsina al 0.025% (Sigma). Las células se
, ihcﬁﬁan a températura ambiente durante 30 min; posteriormente se lavan 4 ve

ces con PBS centrifugando a 100 x g por 5 min. El botdn final se resuspen-

de en PBS y se cuenta el nimero de c€lulas tumorales viables.

5. Marcajes Celulares

Para la caracterizacidn de las moléculas de la superficie celular de
los mielomas se utilizan diferentes técnicas de marcaje:

a) Marcaje in vitro

Incorporacién de 1251 a proteinas de la superficie celular.




_ con 15ml de una solucidn de XI 5mM en PES.

-18~

La técnica se base»en la oxidacidn de iones iodo en presencia de lacto
peroxidaéa,y perbxido de hidrSgeno para dar lugar a un compleijo enzhnético
con la capacidad de convertir los residuos de tirosinas de las proteinas dév
superficie en derivados monoiodinados (Marchalonis et al, 1971).. Las histi

dinas también pueden iodinarse aunque en menor grado (Hubbard, 1976).

A1lx 107 células tumorales (95—100% de viabilidad), previamente laan

das se les agrega 10 ul de lactoperoxidasa (4mg/ml en PBS), 300 uCi de'NaizsI

(New England Nuclear, actividad especifica: 16.6 mCi). Posteriormente

se afiaden 10 ul de una solucidén recién preparada de H,0, al 0.03% en PBS.

La mezcla se incuba durante 10 min a 30°C.

125

Para eliminar el exceso de I libre, se lavan las células 4 veces

.
N e

Marcajes de residuos de dcido siflico de la superficie celular de célu
las tumorales:

La técnica se basa en la oxidacidn de los residuos de carbohidratos de-

~la superficie celular por medio de periodato de sodio; Posﬁeriormente los. o

residuos oxidados de las.glicoproteinas se reducen con borohidruro de sodio |
(NaBBH4, Amersham Int. actividad especifica: 8 Ci/mmol) los cuales quedarin

marcados con tritio (Flowers et al, 1980).

A1lx 107 células tumorales en 0.6 ml de DME se les agregan 10 ul de

NaIo, 0.1 M. Se incuban 10 min a temperatura ambiente. Se lavan las c&lu-

las 3 veces con PBS frio. Después de la filtima centrifugacidn se le afiade

‘al botén celular,p:eviamente resuspendido en 0.6 ml de DME, 20 ul de una so- -
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lﬁciSn de NaB3H4 (1 mCi) en 0.01 N de NaOH.. Las células se dejan incubar a
4°C durante 20 min y se lavan 3 veces con PBS frio.

Marcaije de los residuos de galactosa:

Se les afiaden a las células previamente lavadas y resuspendidas en 0.6
ml de DME, 6 unidades de galactosa oxidasaen 20 ul de PBS. Las células se
incuban 40 min a 37°C y se lavan 3 veces con PBS. Después.de resuspender
las células en 0,6 ml de medio gque contiene 1 mCi de NaBBH4 en 0.01 N de

NaOH, se dejan incubar 40 min a temperatura ambiente., ¥Finalmente se lavan

las‘células tumorales 3 veces con PBS frio (Gahmberg, 1976).

. 35 s e . ~
Incorporacién de S-metionina in vitro a proteinas celulares para mar

car IgG:

Las células (5 x 105 ml) se incuban durante 24 hrs en medio DME y 20%
de SFE que contiene 0.01 mCi de 35S--met (est; medio estd libre de metionina).
Se ha mostrado.que se necesitan 12 hrs para.que la incorporacién de leucina,
qﬁe son aminoidcidos muy comunes, alcancen una constante. Debido a que la

‘metionina es menos comiln, se aumentd el tiempo de incubacidn a 24 hrs

(Richard, 1979).

Incorporacidn in vitro de 3H—azu¢arés a glicoproteihaé célulares;
Los azlcares utilizados son lﬁs siguientes:

3H—galactosa (3H-gal, actividad especifica: 51.7 Ci/mmol)

3H—fucosa (3H—fuc, actividad especifica: 84 Ci/mmol)

N-acetil~ (3H—manosaminé,actividad especifica: 22.8 Ci/mmol)

3H-glncosamina (BH—gluN, actividad especifica: 32.5 Ci/mmol)
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Se colocan 5 x 106 c8lulas en cajas de cultivo de 24vpozos en 1 ml de
medio de cultivo y se le afiade 5 a 10 ucCi de,élguno de los azlicares marca-
dos con tritio a cada pozo. Sé tomap las células a intervalos de 3 hrs, se
lavan con PBS 3 Qeces y se someten a una extraccidn cdn NP-40 al 0.5%

{Melchers, 1970, 1971; Muramatsu, 1970).

'6; Preparacién de extractos celulares totalés
Para solubilizar los componentes radioactivos de la superficie celular

se resuspenden las células tumorales marcadas (1x107) en 100 ul de PBS que

contiene 0.5% de NP-40 y un inhibidor de proteasas a una concentracidn de

2 mM final (fenil-metil-sulfonilfloruro). Después de incubarlas 30 min a

4°C se centrifugaron las muestras a 15,600 x g durante 15 min y los sobrena

dantes se conservaron a -70°C hasta ser utilizados (Schwartz, 1971).

7. Precipitacidn de proteinas celulares por Acido Tricloroacético (TCA)

Con objeto de conocer la cantidad de marca incorporada a la proteina

- se hacen precipitaciones usando dcido tricloroacdtico. Por este método se

L]

separan los isdtopos libres de la marca incorporada.

Se toman alicuotas de 10 ul dél extracto radioactiﬁc celulgr, se afa-
den 10 ul de SFB con el fin de tener mis proteina que atrape las moléculas
marcadas y se precipiten con mayor facilidad. A esto se le adicionan 3 ml
de TCA al 10% y se deja incubar 10 min a 4°C. Las muestras se centrifugan
(500 x g/5 min) 3 veces en una solucidn de TCA al 10%, desechando cada veé‘

el sobrenadante.
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El botdn final‘se‘cuenta 1 min, en un contador Autologic de Abbot para

. .. ] . : 125
radiaciones gamma, si contiene muestras marcadas con I.

Para la identificacidn de la marca de tritio o 355, se toma la alicdo—
ta del extracto celular radioactivo, que se resuspende en 5ml de liguido de

centelleo preparado de la siguiente manera:

11 ' tritén X-100

21 /‘ tolueno

450vmg‘ PoPoP (New England Nuclear)
16.5 j PPO (New England Nuclear)

La muestra resuspendida se cuenta 1 min en un contador para radiacio-
nes beta. En el caso del 125I, la marca oscila generalmente entre 0.2 y

0.8 cpm/célula. Para 358 fue de 0.1-0. 7cpmkmﬂw,para NaB3H

4 0.07-0.1 cpm/cel.

'y para galactosa .07-0.1 cpm/cel.

,8; Inmunoprecipitados . SO
S E. : . S caS I : . )

Cdn:éi fin de~identifiééi ehvél’ektradto éelular'la moléculé marcada
que nos interesa, se hacen 1nmunop¥ec1p;tadds caﬁ ﬁn anticuerpo espec1fico.bkﬂ
Este antisuero se producé 1nmunlzando repetidamente por via intraperitoneal, -
ratones BALB/b con 1x107 células LPC-1 en 0.5 ml de PBS. Después de 556 6
inmunizaciones se sangran los ratones por la cola. Esfe suero contiene an-
ticueréos anti-H~2 y anti-gp160 v lo ob£uve de la Dra. Yvonne Rosenstein.

(los anticuerpos anti-H-2 fueron removidos por adsorbcidn con c&lulas P815,

Hde).

. se tomanbéogﬁlidel:exﬁracto celular marcadoﬁradioactiVamante o 100 ul
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del sobrenadante del medio de cultivo y se le afiaden respectivamente 5 ul y
1C ul del antisuero necesario. Esto se incuba 1 hr a 4°C. Para aislar los
‘complejos antigeno-antisuero se afaden a las muestras 100 ul de una suspen-

" sidén al 10% de Staphilococcus aureus, tipo Cowan I inactivado (Pansorbin,

Calbiochem.-Behring Corp.) y se deja en reposo 30 min. El Staphilococcus a.
presenta sobre su superficie proteina A que tiene receptores para la porcién

Fc de inmunoglobulinas. Al centrifugar las muestras, el Staphilococcus a.

sedimenta llevadndose los complejos antigeno-anticuerpo que se encuentran fi

jos en su sﬁperficie (Cullen, 1976; Celis et al, 1979b).

Los inmunoprecipitados se lavan 6 veces, colocando la muestra sobre un
colchdén de sacarosa al 30% con NP-40 al 0.5% y deoxicolato al 0.5% en PBS,
centrifugando a 15,600xg durante 5 min. El precipitado final se hierve por

5 min con solucidn para muestra (ver EGPA) y. se céntrifuga.a 15,600 x g por

10 min para separar al Sﬁgphilococcus de los complejos antigeno-anticuerpo,;

: 9. Eléctroforesis de Geles de Poliacrilamida -SDS (EGPA):

- La‘metodologia‘qué‘sé utiliZa“parajla'seéaracién de 1las proteinas mem~:

‘biéhéleS'es la electroforesis con SDS (Weber, 1979). E1 principio'de la e-
léctrofdresis‘consiste en la separacidn de las moléculas en base a su peso
‘molecular y a su carga. Para impedir gue la carga altere la migracién de
las pxﬁteinas en base a su peso molecular, la electroforesis se lleva a ca-
bo en presencia de SDS, de talvmanera que tédas las proteinas estén carga-

das negativamente.

La mﬁestra en‘un maximo de 100 ul de solucidn para muestra (0.08 M Tris,
s ¥pﬂ¥6Q8',_g1i¢ér61 10%'>5% SDs,.é%,beta mercaptoetanél;.0.00Z% de azul de

 bromofenol) , previamente
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hervida durante 5 min, se aplica sobre geles de poliacrilamida al 10 & 12.5%
sobre los cuales se encuentra 1.5 cm de gel concentrador (5%). El gel con-
centrador se corre, en caso de geles en tubo a 3 mA/tubo y en el de gel en

placa a 15 mA. Cuando gl colorante entra al gel separador se aumenta el am

peraje a 5 mA/tubo y a 30mA respectivamente.

Ios geles se tinen y se fijan durante 12 hrs en una solucidn de azul de
coomasie al 0.6%, dcido acético al 10%, metanol al 30% y agua. Para quitar
el exceso de colorante incorporado al gel, se hacen varios lavados con &aci-

do acético al 10%.

10. Identificacién de marca radioactiva
Con el fin de identificar las proteinas marcadas radioactivamente, los

geles se someten a los siguientes métodos:

»
v

a) Cuantificacidn de marca radioactiva en rebanadas de gel:

Ios gelds en tubo se cortan en rebanadas de 2 mm, las cuales se ponen
eﬂ tubos por separado. Se cuenta la radioactividad incorporada a cada reba
na@é,'en el caso de 1251 en un contador de ray;s gamma. En el caso de'que'
los geles contengan proteina marcada con alafin isétopo de radiaciones beta

(3H, ?55 s 14

C) cada rebanada de gel se coloca en un vial con 0.5ml de H202_
al 30%; se dejan 12 hrs a 60°C para que la rebanada de gel se disuelva.
Posteriormente se les agrega 5 ml de liquido de centelleo y se cuenta la
marca radioactiva de cada vial con un contador de radiaciones beta.

b) Autorradiografias y densitometria:

Cuando los geles en placa contienen 1251, el gel destefnido se.seca

entre un papel filtroc en un secador comercial con vacio y calor simultanea~
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mente durante 4 hrs.

Cuando se utiliza un isdtopo que emite radiaciones beta, el gel se so-
mete a la técnica de fluorografia descrita por Bonner y colaboradores (1974)

para incrementar la eficiencia de impresidn sobre las placas fotogrédficas:

- Se sumerge el gel 30 min en 20 veces su volimen de dimetisulféxido
(DMSO). De esta manera se lava el gel 3 veces con DMSO limpio.

- Se sumerge el gel en 4 veces su volimen de DMSO con PPO (22.2% p/v)
por 3 hrs. El PPO al interaccionar con las emisiones beta produce fotones
los cuales van a velaf la placa en los lugares donde haya.proteina marcada.

- Se lava el gel en 20 veces su volumen de agua destilada por una hora.
Se seca el gel entre un papel celofan y un Q?pel filtro con vacio y calor
por 4 hrs.

- El gel se coloca en contacto con una placa de iayos X y se expone a

'*§O°C ,‘aumenténdoselasi la sensibilidad de la placa a las radiacibnes de

25 a 100 veces.

Para el revelado las placas se descubren en el cuarto obscuro, se su-
mergen en la solucidn reveladora (Kodak X GBX) durante 1 a 2 min, se enjua-
gan las placas con agua y se sumergen 3 min en fijador (Kodak para pelicu-

las de rayos X). Por Gltimo se enjuaga la placa con agua y se deja secar.

Con el fin de cuantificar la marca en la autorradiografia, las placas

fotogrificas se someten a una densitometria, la cual se basa en la absor-

,-cién de la banda obscura velada de la placa, comparada con la absorcidén ba-
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sal de la placa. Esta relacidn se grafica y se calcula el &rea bajo la cuxr

va.

11. Ensayo de Citotoxicidad con Anticuerpos y Complemento:
Las células se marcan incubando 5 x 10° células con 250 uCi de Na251f:ro4
(New England Nuclear, actividad gspecifica: 350-600 mCi/mg) en 0.5 ml de
DME con 10% de SFB durante 1 hr a 37°C. Las céldlas maréadas se centrifu-
6

gan 4 veces con PBS frio y se ajustan a la concentracién deseada (1 x 10

células/ml).

Los ensayos de citotoxicidad se llevan a cabo de la siguiente manera:

Las células (5 x 104) previamente marcadas con 51Cr se resuspenden en
DME y se colocan en tubos de plastico Falcon (12 x 75 mm) con diferentes di
luciones del antisuero, y complementd (este %ltimé, a una dilucidn final dé

L
incuba 1 hr a 37°C en presencia de

1:20) en un volimen final de 0.1m1. Se
7% de O, después de lo cual se le afiade a cada muestra 0.9 ml de PBS'
frio para detener la reaccidon litica. Los tubos se centrifugan a 100 x g
por 5 min. El contenido de cada tubo se divide en dos partes, contandose
por separado 0.5 ml del sobrenadante y los restantes 0.5ml y el botdén celu-

lar en un contador de rayos gamma. La lisis especifica mediada por la libe

racidn de 51Cr se calcula utilizando la siguiente f£érmula:

% de lisis cpm Sn Exp x 2 cpn Sn Con x 2
. = Tot ~ Con Tot X 100
especifica cpm EXp e
1 ' - cpm Sn Con x 2

cpm Con Tot

Sn: sobrenadante

Exp: experimental ,

Tot: total (suma de cpm en el Sn y cpm en el tubo del precipitado)
.Con: control : ‘ )



RESULTADOS

1. Estudio de la expresidn de gp160 in vivo, marcando las proteinas de la

superficie celular por medio de la incorporacién de 1251:

Con el fin de conocer el momento en el que la concentracién membranal
de gp160 -aumenta, se determind la cinética de acumulacidn de gp160 en la su-
perficie de las células LPC-1, para poder hacer, posteriormente, estudios de

biosintesis con estas cé&lulas.

Como se’puede observar en la figura 1, la cantidad‘de.gp160 expresada
en la supefficie de la célula neoplisica oscila alrededor del 17% dél total
de la marca incorporada a las células durante’los primeros 8 dias después de
haber sido trasplantado el mielomé. Despuéé del décimo dia aumenta notable-

mente la concentracién de gp160 membranal, alcanzando un 35% del total de

proteina marcada.

2. Estudio de la expresi6n dé_gp160 in vitro, marcando las protefnas dé su-

 perficie de las c@lulas neopldsicas:

Una vez identificado el momento en el que las c&lulas LPC-1 comienzan a
acumular gp160 en su superficie (10 dias después del trasplante), se proce-
did a estudiar el comportamiento de estas células in vitro. Las células LPC-1
de 10 y 11 dias se colocaron en cultivo y se midid la cantidad de gp160 expre

. "125 3
sada en la membrana celular, marcando con I o con NaB H Se esperaba

4"
vque en las primeras 24 hrs la concentracidén de gp160 aumentara siguiends el

ritmo que tenfan las células in vive, para después bajar los niveles de expre
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" Fig. 1. Concentracién de gpl60 membranal de células LPC-1 a

: : diferentes tiempos después de trasplantar el tumor -
en ratones BALB/c. 1La sugerficie membranal de célu-’
las LPC-1 se marcd con 125y ysando lactoperoxidasa.

Las proteinas membranales se extrajeron con NP-40 al
0.5%, se identificaron y cuantificaron a partir de -
geles de poliacrilamida-DSS en los que se colocaron
equivalentes celulares. (1 x 106 células/carril)

o LPC-1

0 LPC~l tratadas con tripsina 0.025%
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Como se puede observar en la figura 2 la cantidad total de gp160 expre-
sada en la superficie de las células de mieloma en cultivo, marcada con 1251,
baja paulatinamente. En las primeras 48 hrs alcanza los niveles de expre-

sidn caracteristicos de una célula temprana. Todas las células tardias (9,

12,13 y 14 dias) siguen el mismo comportamiento. En cambio en las células

tardias tratadas con tripsina para remover a gp160 de la superficie celular,

antes de cultivarlas, los niveles de expresién de esta glicoproteina aumen-

tan en las primeras 24 hrsbde cultivo, para después mantenerse constantes.
Ias células tempranas (3 dias), tienen valores muy comparables a los de

}a% ¢é1u1as.LP¢-1_tardias cultivadas, aunque la amplitud de las desviaciones

estandar deja percibir una mayor heterogeneidad celular.

Como puede observarse en la figura 3, las técnicas de marcaje usadas pa
ra incorporar tritio a residuos de dcido sidlico y de galactosa marcan a

gp160. El efecto anteriormente mencionado vuelve a presentarse. Tanto las

~ células marcadas con tritio en los residuos de &cido sidlico como los de ga~- :

lactosa presentan una disminucidn en la concentracién de gp160, mientras que -
en las célulaS'que no contienen esta glicoproteina (debido al tratamiento
con tripsina) se incrementa la expresién de gp160 en las pfimeras 24 hrs de

cultivo para después mantenerse en un nivel estable.

3. Estudios de la expresidn de gp160 in vitro marcando metabdlicamente con

3 - 14 P A,
H-azlicares o C-aminoacidos:

La disminucidén de la concentracién de gp160 membranal de las células en

~ cultivo se puede deber a una inhibiciGn de la sintesis proteica. Con el fin
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. cantidad de gplé0 en la superficie de células tardias -
© y de células tardias tripsinizadas a intervalos de =--
©.24 hrs, t‘gando cada vez 5 x 10° c8lulas que se marca-
ron con “°°1 v se sometieron a una electroforesis de -
- poliacrilamida DSS. La marca se cuantificd en cada --
-~ rebanada de gel y el porcentaje de marca incoxrporada a
- gpl60 se calculd en base al total (100%) de cuentas --
del gel completo.
o—we LPC-1 tardias (11 dias)
- o—0 LPC-1l tardias tripsinizadas
e-—o LPC-1 tempranas (3 dias)
o--0 LPC-1 tempranas tripsinizadas

‘1g;'2.‘ Cinética derla‘cahtidad‘de‘gplﬁo membtahal:éxpEQSEdai—ffff 
" en células LPC-1 cultivadas por 72 hrs. Se midid la -






Fig.

3.

. trip.

Extractos de células LPC-1 tempranas (3 dfas) y tardfas (1l dias)
marcadas con NaB3H, en los residuos de &cido sidlico y de galac-

tosa. Las células se cultivaron por tres dias y cada 24 hrs se
marcaron 5 x 106 células cuyos extractos celulares se corrieron

en electroforesis. (Datos cuantitativos: Tabla 1}.
0 24 hrs 48 hrs
. Gal NaNa Gal NaNa Gal NaNa

Células tempranas ND 2% 9 11 17 19
Células tempranas o

trip.' 1 3 10 12 18 20
Células tardias 4 6 13 15 21 ND
Células tardi
e.uas 1as 5 7 14 16 ND 22

*# de carril

O IR ;

TABLA I. CANTIDAD DE gpl60 DE EXTRACTOS CELULARES MARCADOS COﬁ DIFERENTES ISOTOPOS (EN
CADA CASO EL 100% CORRESPONDE A LA CANTIDAD DE gpl60 DE CELULAS TARDIAS)

Tiempo de cultivo

* Is6topos. Tipo dg qélula Ch ‘ 24 hrs _ 48 hrs“
' n@ g N 7 N T
123; Tempranas (3.d)  51.8% 29.52%  61.59%  55.31%  59.86%  53,97%
Tardfas (11 d) 1008  32.16%  86.73%8  52.233 62.63%  69.48%
\ , o | |

NaB H4 ' |
Acido si811co ®) Tempranas (3 4)  46.58% 11.66% 34.49%  28.73%  113.37%  99.05%
Tardfas (10 d) 1008 _ 28.B6% 66.7%  43.1% N.D. 84.55%
Galactosa‘d Tempranas (3 d) 34,98 - 100% 69.54%  88.39%  83.68%

| .Tardfas (10 d). .100% . .52.04% . 137.58  155.85%  113.42%

N.D.

{a) Cé&lulas normales
{b) Células tripsinizadas

(¢) Carriles 2,3,6,7; 11,12,15,16; 19,20 y 22 de la Fig. 3
(d) carriles 1,4,5,; 9,10,13,14; 17,18,21 de la Fig, 3
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de estudiar si las células tumorales continlian sintetizando gp160 en cultivo
se hicieron experimentos en los cuales se marcan metabdlicamente células

3 ” 14 NP . P
LPC-1 con “H-azlcares o una mezcla de C-aminoacidos, aislando en este Qlti

‘mo caso gp160 por inmunoprecipitacién.

En la figura 4 se muestran los perfiles electroforéticos de células cul
tivadas durante 18 y 24 hrs en presencia de 3H—galactosa o una mezcla de 14C--
aminodcidos. Gp160 es la glicoproteina que mayor cantidad de marca incorpora
tanto después de 18 como de 24 hrs, lo cual demuestra que la sintesis pepti-
dicé y la glicosilacidn proteica siguen activas en las células LPC-1 cultiva

das.

Por otra parte se hicieron incubaciones de las células neoplasicas con
‘

el aziicar radioactivo a 3,6,9,18 y 24 hrs con el fin de obtener una cinética

de glicosilacidén de las células LPC-1 en cultivo.

Lqé resultados obtenidos de,extractés dé células muestran Que despuds -
~de 3 hrs dé cultivo en'pieséncia de 3H-galactosa, el'18%‘dé la marcé se,ené_v
 cﬁéntraven una glicoproteina que comiéfa a la alturé de gp160. Este porcen-
tajeyaumenta progresivamente hasta aicanzar un valor constantg, alrededor Ae

38% a las 6 hrs de cultivo, manteniéndose constante hasta las 24 hrs (Fig.5).

pﬁn el objeto de conocer la composicidn de carbohidratos de gp160 se iﬁ
cpbaron las células tumorales con otros azlicares radioactivos como la 3H—fqu
sa, la 3H—glu;:osamina y la 3H-manosamina.‘ Los resultados de estos experimen-
tos se muestran en las siguientes figuras. Las figuras 6 y 7 muéstran las au -

‘toradiografias de las glicoproteinas marcadas, al incubar células LPC-1 con -




L Area correspondiente a gplé0 (%)
18 hrs o Sy A : 24 hrs

60.53 - . ' ' 56.15
57.17 37.52
x: 58.85 + 2.37 ; 46.83 + 13.17

Perfil electroforético de extractos de células LPC-1 de 11 dias cultivadas
en presencia de 3H-ga1. 5 x 106 ¢c8lulas se cultivaron con 5 uCi de 3H-gal.
A) Tincidn con azul de Coomasie, B) Autorradiografia; Las células se in-
cubaron 18 hrs (carriles 1 y 2) y 24 hrs (carriles 3 y 4). Carriles 5, 6
Inmunoprecipitados del extracto de células LPC-1 marcadas con una mezcla -
de 1%C-aminodcidos. Carril 7: control de células LPC-1 marcadas.con ==
NaB Hq- :



|- o e e E m _-*.

100 |
. Q ;
s
| D _
S ;
| IS |
| S |
; S * i
i 1) !
RS
| S o . f
i 3 .
f = | O -0
5 S
| S ,
! Q i
S wf
8
3 )
) B I L] o
0 3 6 9 2 15 18 a 24 P

(Hes) o

Fig. . 5. Marcaje metabdlico de gpl60 con 3H-gal. Células LPC~-1 (13 dias)
se incubaron en presencia de 5 uCi de 3H—ga1 y se sacaron 5 x 10
células a intervalos de 3 hrs. Los extractos celulares en NP-40
al 0.5% se corrieron en geles de poliacrilamida SDS al 10% y se -
cuantificd gplé0 por densitom§tria.

o—o0 Células cultivadas con “H-gal.
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Fig. 6. Perfil electroforético de extractos celulares marcados con
'3.H—gal, Yy 3H—glcNac. Células marcadas con NaB3H4 en acido
‘gsiflico (carrilil); células LPC-1 incubadas durante 3, 6, 9,
18 y 24 hrs. con "H-gal (carriles: 2, 3, 4, 5, 6); Cé&lulas
LPC-1 cultivadas por 6 y 9 hrs con “H~glcNac (carriles: 9,
10).
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3H—glucosamina Y 3H—fucosa. La 3H-glucosamina es bien incorporada a las cé;g
las desde las primeras horas y utilizada en la sintesis de gp160 (3,6 hrs),-
mientras que solo se encuentra marca de 3H-—fucosa a las 18 y 24 hrs de incuba
cidn, en unas glicoproteinas de menor peso molecular al de gp160 (Fig.7). La
3H—manosamina no se incorpora.a glicoproteinas celulares en los tiempos y con '

centraciones experimentados.

4. Estimulacidn de la biosintesis de gp160 in vitro:

/,‘
’

La condiciones de cultivo provocan que las células tardias reviertan su
fenotipo a células tempranas, es decir con bajos niveles de gp160. Con el
fin de probar si la sintesis de gp160 puede ser estimulada in vitro, se su-
plementd el medio de cultivo con liquido de ascitis ¢ con células de bazo de’

los animales con o sin tumor. . * .

En la figura 8 se observa que el liquido de ascitis no tiene ningfin e-
fecto apreciable sobre el aumento o disminucién de la cantidad de esta glico
‘proteina en la superficie celular. Ia concentracidén de gp160 expresada en -
ia superficie de las células LPC-1 despuds de 48 hrs en presencia de liquido
de ascitis es del 17%, o sea similar a la que se encuentra en la superficie
de las células que fueron previamente tratadas con tripsina (15%), o simple-

mente puestas en cultivo solas.

En las cé@lulas cocultivadas durante 3 dias en presencia de células de
bazo de ratdn normal o portador del tumor, se observa que la cantidad de gp160
aumenta hasta alcanzar aproximadamente la mitad de lo que tenian las mismas

células, en el momento en que se obtuvieron del ratén. En cambio, la cohcen-

tracidén de gp160 membranal de las c€lulas LPC-1 cultivadas solo en medio de‘
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Perfil electroforédtico_de extractos de células LPC-1 ==

marcadas con 3H ~-gal y “H-fuc: Cé&lulas marcadas con --

~NaB3H4 en dcido siilico (carriles 1 y 12); Células 1ncu'
~-badag 3, 6, 9, 18 y 24 hrs respectlvamente con 3H—ga1 -

{carriles 2, 3, 4, 5, 6) y con 3H-fuc (carrllgs 7., 8; 9,
10,11). S
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"Fig. 8. Efecto del ligquido de ascitis sobre la expresién de gpl60 de células LPC-1
en cultivo. Células LPC-1 (1l dias) se cultivaron en presencia de 10% de
~ liquido de ascitis, se iodinaron a las 48 hrs de cultivo y se cuantificd -
la marca incorporada a gpl60. A) Células vardias, B) Células tardias tra
tadas con tripsina antes de cultivar, ¢) Células tardias cultivadas con --
liguido de ascitis.
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cultivo durante 72 hrs disminuyd hasta llegar al 10% de la cantidad original

(Fig. 9a y 9b).

5. Susceptibilidad a la lisis mediada por anticuerpos anti-H-2 y complemen-

to de células LPC~1 co-cultivadas en presencia de células de bazo:

"En base a lo anterior se hizo un ensayo de citotoxicidad mediado por an
ticuerpos anti H-Zd y complemento, en el que se probd la capacidad de_célu—
las cultivadas durante 48 hrs en presencia y en ausencia de células de bazo a
resistir a la lisis inmune. Como control se usd el mieloma AgX63 (H~2d) el

cual, es susceptible a la lisis por anticuerpos anti H—Zd y complemento.

En la figura 10 se observa que las células tumorales que fueron.cultiva
das en presencia de células de bazo muestran‘hna léve resistencia a la lisis
por anticuerpos ahti H—Zd y complemento, a partir de la dilucién 1/200 del
anticuerpo. En el punto 1/400 se observa que la lisis de las c&lulas nebplé_
sicas cultivadas solas asi cémq las células AgX63 tienen un 35%'de lisis,
‘mientras que las que son cultivadaS'eﬁ presencia de células de bazo son mis

resistentes: dan un 18% de lisis especifica. Esta proporcién se mantiene en

las siguientes diluciones del anticuerpo. -

6. Estudios sobre la sintesis de inmunoglobulinas (Ig) en células LPC-1 y

y Litton y su posible relacidn con la expresidén de gp160:

Se ha propuesto la intervencidén de algunas moléculas de superficie ta-

les como PC-1 en.la secrecidén de Ig. (Goding, 1982). En base a esto y al
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‘hecho de que las células LPC-1 han perdido la capacidad de secretar Ig, pero
no de sintetizar PC-1, mientras que la linea Litton continiia secretando Ig
se pensd en alguna correlacidn entre la expresidn de gp160 y la pérdida de

la capacidad de sintetizar moléculas de IgG2k.

. 5 .
dio de cultivo Ig o cadenas de Ig marcadas con 3 S—-met, con la expresion de

gp160 en la membrana de ambos tipos celulares.

Ios resultados (Fig.11) muestran que tanto las células LPC-1 como Litton
secretan cadenas pesadas y ligeras de IgG, al medio de cultivo. En el sobre-
nadante de células Litton el 42% del total de cuentas radioactivos inmunopre-
cipitadas corresponden a moléculas de IgG completa§ v un 7% a cadenas ligeras.
En células LPC-1 tempranas nov se detecta secrecidn de moléculas de IgG comple -
tas y en células LPC-1 tar@ias solo héy un 10% de moléculas completas y un
exceso de cadenas ligeras. | p

Por otras parte tanto LPC-i'como Litton producen‘gp160, lo cualquede
implicar que no habria una relacidn directa entre la pérdida de la capacidad

secretora de IgG por células LPC-1 y la sintesis de gp160.
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y la sintesis de gpl60:
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DISCUSION

Las alteraciones en las glicoproteinas membranales de células neoplisi-
cas es un fendmeno general (Atkinson, 1980), aunque, a pesar de 10S numerosos
estudios bioquimicos y de biologia celular no ha sido posible encontrar una
tendencia definida en los cambios observados. Entre estos cambios, se ha re
portado la capacidad que tienen ciertas cé&lulas tumorales de producir glico-
proteinas que enmascaran a los antigenos de superficie necesarios para que la
'destruccién inmune se lleva a cabo. Ademas de gp160 se han reportado otras
dos glicoproteinas involucradas en la evasidén de la respuesta inmune por el
enmascaramiento de antigenos de superficie. Una de elias eé la epiglicanina
que se encuentra en células de un adenocarcinoma mamario denominado TA-3
(Codington, 1975, 1981) y la otra que es una glicoproteina encontrada en el
plasmocitoma 58-8 que crece en ratones BALB/c (Tokuyama, 1978). En el caso
de estas dos glicoproteinas, a diferencia de gp160, su concentracién membra-

nal aumenta después de cada trasplante (Codington, 1981) y las células nunca

revierten del fenotipo resistente a sensible.

La glicoproteina encontrada en las‘células del plasmocitoma 58-8 pesa
alrededor de 120 000 daltones y alin no se gabe mucho sobre su biosintesis ni
sobre su composicidn biogquimica. La epiglicanina es una glicoproteina de
500 00G daltones'que estid compuesta de los siguientes carbohidratos:
N-acetilgalactosamina, galéctosa, N-acetilglucosamina, dcido sidlico y mano-

sa (Codington, 1975).

- Gp~160 es una glicoproteina que no contiene residuos de fucosa. Esto

se observd al marcar metabolicamente las c&lulas LPC-1 con este aziicar; ya
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que solo se obtuvieron bandas ra@ioactivas de menor peso molecular al de
gp160 en el electroferograma. La fucosa no es metabolizada para dar lugar a
otros carbohidratos (Sturgess, 1973; Schachter, 1978), por lo que si gp160
no aparece radioactiva, al marcar las células con 3H-fucosa, es probable que

no haya residuos de fucosa dentro de la mol&cula.

Gp160 es una glicoproteina rica en dcido sidlico (entre 25 y 40 residuos
por molécula de gp160, Rosenstein, 1984), por lo que también se hicieron mar-
cajes usando azficares como la N-acetil-manosamina o la glucosamina para mar-
car a gp160. A pesar de que la N-acetil-manosamina es el precursor mas cerca
no del acido éiélico (Kornfeld, 1980), las células LPC-1 no internalizaron
el azlicar, en los tiempos tomados (3,6, vy 9 hrs) y a la concentracidn proba
da (5 uCi). Esto se puede deber a algin defecto que tengan las células LPC-1
ta;dias en el mecanismo de reconocimiénto y g;anspérte de la N-acetil-manosa
mina©oa que &ste azlicar no lo obtiené del medio sino que la célula procesa
la‘glucosamina u otro precursor para su obtencidn. Quizi habria que usar la
manosa para observar'si'este azlicar es internalizado por la célula y se uti- -
lizé para la glicosiiacién de gpl160. 1Ia glucoSamina tampoco se convierte a
otras hexosas aiin cuando la administracién de glucésamina radioactiva si pro
voca la aparicidn de marca en &cido sidlico vy glucosamina unidas a proteinas
(Schachter, 1978). En los experimentos en los que se prueba la 3H-glucosm¢£
na se observa que marca bien a gp160, lo cual implica ya sea que gp160 con-
tiene en las cadenas de carbohidratos glucos§mina, que la marca que se iden-

tifica estd presente tanto en glucosamina como en &cido sidlico o a que la

glucosamina se metaboliza para formar el &cido 'sidlico de gp160.
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Los resultados obtenidos a partir de experimentos de marcaje metabdlico
.usandov3H—galactosa, muestran que gp160 es una glicoproteina que se sinteti-
za a una velocidad constante (Fig. 5). Estos datos concuerdan con las obser
vaciones que hicieron Warren (1968) y Hughes (1972) en la linea L de fibro-
blastos y en las cé&lulas TA-3 respectivamente: la sintesis de glicoprotei-
nas es un proceso continuo que sigue a una velocidad constante independiente
mente de la velocidad de divisibn celular o de la cantidad de dcido sidlico
que se remueva de la superficie celular. Si las glicoproteinas recién sinte
tizadas son necesarias, se incorporan a la membrana celular si no, se metabo

lizan.

Si la velocidad de sintesis y de degradacidn de gp160 en la célula LPC-1.
fuera constante, entonces la expresidn de esta glicoproteina no cambiaria a
lo largo del tiempo. Sin embargo estudiando ia concentracidn membranal de
gp160 en la superficie de las-células obtenidas de ratones ﬁALB/c a diferen- -
tes tiempos y marcadas con 125I, se observa que en los primeros dias el 18%
de la p;oteina ﬁembranal total marcada corresponde a gp160 (estas c€lulas
son susceptibles a la lisis por LTCs o por anticuerpos y complemento). Este

- porcentaje varia muy poco en los primeros dias para después aumentar rapida-
mente en el décimo dia, continuando asi hasta alcanzar una concentracidn al-
rededor'dé 35% a los 14 dias (dia en el cual generalmente se mueren los rato
nes a causa del crecimiento desmesurado del mieloma Fig. 1). Este aumento en
la concentracidn de gp160 en la superficie de cé&lulas tardias podria deberse

a que la velocidad de degradacion disminuye o a que se secreta en menor can-

tidad al medio,
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Sin embargo, las célﬁlas LPC-1 tardias puestas en cultivo pierden progre
sivamente gp160. Gp160 cofresponde al 23% del total de éroteina marcada al i
nicio del cultivo (tiempo 0) y va disminuyendo hasta mantenerse a una concen-
tracién constante de alrededor de la mitad de la cantidad original presente
al tiempo 0. Esta cantidad de gpl160 es la que se encuentra en las células
tempranas, que son susceptibles a la lisis inmune (Fig. 9, 10). Este fendme-
no se observd tanto en las células tardias como en las células tempranas cul-
tivadas, habiéndo una mayor variabilidad en los resultados de las células tem

. pranas probablemente debida a la heterogeneidad de estas células.

Tomando en cuenta los resultados de los experimentos en los que se incu-
- . 3
baron las células LPC~1 en presencia de "H-galactosa, en los que se muestra

que la biosintesis de gp160 es un proceso constante, se podria pensar que los

.
.

cambios de concentracién de gp160 en la membrana celular se deben a variacio-
nes en la velocidad de degradacidn o de secrecidn de esta glicoproteina. En
1a'figura 12 se muestra que gpl160 es secretada al medio en forma compieta-aﬁn‘

7
/

deSpﬁés‘de 12 hrs de cultivo.

El aumento de la concentracidén de gp160 membranal que se observa en las
células LPC-1 crecidas in vivo, se podria deber a un estimulo que inhibe la
_degradacidn o secrecidn de gp160 en el ratdén y que, al no estar presente en

los cultivos, provoca la disminucidn de la concentracidn membranal de gp160.

Buscando ese estimulo y debido a que se ha descrito que las células de
bazo estimulado son capaces de inducir la expresidén de ciertos antigenos de

supexficie (McNicholas et al, 1983) se incubaron las células LPC~1 en presen
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en cultivo, 2. 6 hrs en cultivo, 3. 9 hrs en cultivo,

4, 18 hrs en cultivo, 5. 24 hrs en cultivo. ‘ '
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cia de células de bazo y de liquido de ascitis esperando que el factor esti-

mulante estuviera en alguno de &stos.

El liquido de ascitis no tuvo ningfin efecto sobre la concentracidn de
gp160 membranal de cé&lulas LPC-3 en cultivo ya que esta disminuye siguiendo

el mismo patrdn que las células incubadas en medio solo (Fib. 8).

En cambio cuando las células LPC-1 se cultifan en presencia de células
de bazo, 95160 s; mantiene en la suéerficie de las células: sintesis de no-
Vo o menor degradacién?‘ Este efecto se observa tanto utilizando células de
-bazo de ratén BALB/c normal como de uno portador del tumor'LéC—1. Tal pare-~

ce que en présencia de células de bazo, la velocidad de degradacién o de se-

crecidn de gp160 de las células LPC-1 cultivadas disminuye. En base a esto

»
4

y a los resultados anteriores (en los que se observa que la biosintesis de
gp160 es constante), se observa una acumulacién de gp160 en la superficie ce-
lular (Fig. 8), resultante de una menor degradacién y de una sintesis constan.

’
/

te. -

JLa concentracidén de gp1GC obtenida por densitbmetria, de las células
LPC~1 cocultivadas con células esplénicas es mayor que la concentracidn de
gp160 en las células LPC-1 cultivadas en ausencia de éstas, que coincide con
una leve resistencia de las células neopldsicas a la lisis por anticuerpos
énti-H—Zd y complemento, aunque es probable que la cantidad de gp160 que las
células LPC-1 acumularon en su superficie no corresponda al niimero &ptimo de

moléculas necesarias para conferir resistencia (Fib.10). Esto se puede de~

ber a que el factor estimulante o inhibidor no se encuentre suficientemente
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concentrado.

Por otra parte §e tratd de relacionar la falta de secrecidn de IgGs de
las células LPC-1 con la expresidén de gp160. Esta hipbtesis estaba basada
en el hecho propuesto por Goding (1982) que hay moléculas que podrian tener
un papel en la secrecidén de Ig. Sin embargo, en el caso de las células
Litton, se encontrd que son capaces tanto de producir y secretar'Igs como de
sintetizar y acumular gp160 en su superficie, por lo cual no parece haber re

lacidn directa posible entre una funcidn y otra.

La incapacidad de las cé&lulas LPC-1 de ensamblar las cadenas de Ig se
podria deber a que la célula solo comienza a formar IgG completa cuando al-

canza cierta concentracidn de cadenas pesadas; mientras esto no suceda las

-
.

cadenas ligeras de IgG se secretan al medio. También se puede deber a un de
fecto en el mecanismo de ensamble, debido a alteraciones en las cadenas de

IgG (que no sean detéctables por electroforesis o por el anticuerpo) o por

algiin error en 1a.regula¢i6n del acoplamiento de IgG. .
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CONCLUSIONES

Las células del mieloma LPC-] sintetizan una glicoproteina de membrana

‘de 160 kd que les confiere una resistencia a la destruccidn inmune.

Gp160 esta siempre presente en ia célula tumoral: empieza a concentrar-
se en la superficie celular del tumor después del décimo dia de haber sido
retrasplantado el mieloma LPC-1. Por otro lado estas células tumorales pier
den esta ;sobreproduccién" de gp160 cuando se colocan en cultivo. Estos cam
bios no se deben a cambios de la velocidad de sintesis yé que ésta se mantie
ne constante. Por lo tanto debe de haber algin estimulo qﬁe se encargue de
regular la degradacidn o secrecidén de gp160 y que sea responsable de la acu-
mulacidén de gp160 en la superficie celular.

Buscando ese estimulo y debido é que se ha descrito que células de bazo
estimulado (McNicholas et al, 1983) son capaces' de inducir la expresidn de
ciertos antigenos de superficie, se incubaron las células tumorales en pre-

sencia de células de bazo.

En presencia de células de bazo ia concentracidn membranal de gp16C no
baja tan rdpidamente en comparacidn con los que se cultivaron en ausencia de
células de bazo. Asimismo también se observa un ligero incremento en la re-
siétencia a la destruccidén inmune de las células tumorales incubadas con célu
las de bazo. Queda por busca; realmente el factor responsable de la sintesis
de gp160. Quiz& es algiin factor que produce el-baéo que tiene este efecto y

que para poder ser observadc tenga que estar concentrado o siendo secretado

.

al medio en donde se encuentra la célula LPC-1,
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