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* RESUMEN

La linea celular LR4 es poco antigénica en distintas cepas de ratones para las cuales
resulta mortal. Se ha considerado que |a baja antigenicidad de esta linea tumoral se debe a la
falta de expresion de melécutas (clase t y clase Il) del complejo principal de
histocompatibilidad por una serie de mutaciones en su genoma. Sin embargo, al inducir un
suero inmune en conejos mediante la inyeccién de céiutas L. R4 se. logré obtener reactividad
contra una serie de lineas de origen T. Lo que indica que a pesar de ser LR4 una célula poco
inmunogénica, comparte una serie de epitopes con otras células de su misma estirpe.

Mediante distintas técnicas experimentales se logré la identificacidn de moléculas
compartidas por tres lineas de origen linfoide T, LR4, L5178Y y EL4.4. Dos antigenos, uno de
95 kd y otro de 42-43 kd se detectaron en ensayos de marcaje metabdlico e
inmunoprecipitacién. También tres antigenos de 121, 113 y 76 kd se reconocieron en ensayos
de electrotransferencia en las tres diferentes lineas celutares. Se detectd un antigeno
membranal de entre 80 y 84 kd presente en las lineas LR4 y EL4.4. Se desconoce si es que se
trata de una misma proteina o son formas alélicas.

Bajo las condicienes experimentales, en ninguno de los ensayos se identificaron
antigenos comunes entre fas lineas celulares y fas células normaies de timos de ratones
susceptibles o resistentes al tumor. Lo que podria indicar que ias proteinas detectadas son el
resultado de la transformacién maligna.

Se logré llevar a cabo la identificacion de lo que parece ser un antigeno propio de
LR4, al precipitario después de eliminar la reactividad def suero inmune contra L5178Y y
EL4.4. Esta proteina(s) presenta un peso molecular de 86 kd, sin embargo se desconoce si se
trata de un antigeno tumoral.



* INTRODUCCIGN

1. CANCER

Para las células en proliferacion, el intervalo entre cada division esté definido como ciclo
celular. El ciclo celular consiste de diferentes fases temporalmente ordenadas a las que se ha
llamado: G1, S, G2 y M, donde G1 y G2 son las fases de aparente reposo celular y que dividen las
fases de sintesis (replicacion) de DNA (S} y la divisién mitética (M) (Norbury, 1882; Hunter, 1893,
Sheldrick, 1993).

La progresion a través del ciclo esta regulada por una compleja cascada de sefales que
incluyen a actividad de factores de crecimiento {Marshall, 1985), sus receptores tirosina-Cinasas
(Fantl, 1993; Valius, 1993), la familia de GTPasas ras (Olson, 1995; Moodie 1993), cinasas de
serinas y treoninas citoplasmicas (Chuang, 1994; Pines, 1993; Draetta, 1934), y los factores de
transcripcion (Oliner, 1993).

Cuando alguno de los componentes reguladores sufre una activacion o inactivacion
inadecuada puede dar como resuitado (a transformacién de una célula normal a maligna
{Shirasawa, 1993; Nevins, 1983; Lu, 1992; Prendergast, 1995; White, 1995, Hamel, 1992). La
transformacién maligna de algun tipo celular en el organismo conduce al desarroflo de una de
varias enfermedades designadas generalmente como cancer, La caracteristica principal de estas
enfermedades es el crecimiento celular anomal. En algunos tipos de cancer las células malignas
logran entrar en & torrente sanguineo y asentarse para formar tumores en érganos distintos al de
origen, este proceso se conoce como metastasis.

A nivel molecular, las alteraciones genéticas y sus consecusncias bioguimicas
iniciadoras del desarrolio de la transformacién celular no se han determinado con toda
precision. Sin embargo, se ha determinado que las radiaciones, la exposicion a ciertos
compuestos quimicos o algunas infecciones virales son capaces de producir neoplasias
malignas, al provocar una serie de cambios a nivel genetico que afectan la estructura o la
expresion de oncogenes y genes supresores de tumores (Levine, 1993; Melief, 1993).

Las células transformadas presentan caracteristicas que las diferencian de las células
normales, tales como: a) pérdida de la inhibicién del crecimiento y ia movilidad por contacto en



cultives in vitro, b) disminucién de los requarimientos de factores de crecimiento (suero) y ¢)
pérdida de ia necesidad de anclaje al sustrato (matriz extracelutar (Meredith, 1993; Steven,
1994).

INMUNIDAD CONTRA EL CANCER

Se tienen evidencias de que e! organismo puede reaccionar contra los cambios
producidos en las células neoplasicas para reconocerlas y, de ser posible, elimiharias
mediante mecanismos inmunes (Srivastava, 1991, Urban, 1992; Melief, 1993; Cheever, 1985).
Para el reconocimiento inmune celular y/o humoral de una célula ttlmoral fas proteinas
presenies en las membranas celulares son de gran importancia.

En las respuestas celulares participan linfocitos T (CD4+ o CDB8+) que detectan en la
membrana de las células transformadas la asociacién de péptidos antigénicos derivados de
productos virales, proteinas celulares mutadas o sobreexpresadas (Melief, 1993), asociados a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH} (Finn, 1893). La expresién de
moléculas clase | del CPH en la membrana de las células malignas les confiere la habilidad de
funcionar como blancos para 1os linfocitos T citotéxicos (LTC’s). Tanto en modelos
experimentales como en padecimientos humanos se han identificado células T reactivas contra
el tumor, y se piensa que es el mecanismo inmune mas efectivo contra el cancer (Pardoll,
1993; Matsumura, 1994).

En las respuestas humorales los antigenos son reconacidos por anticuerpos en su
forma nativa a nivel de {a membrana plasmética debido a su accesibilidad (Rettig, 1992). Los
anticuerpos pueden ejecutar funciones efectoras, entre las que se encuentran la fijacién de!
complemento (Bruggemann, 1987) y {a citotoxicidad dependiente de anticuerpos (CCDA)
(Davies, 1983).

Sin embargo, las respuestas inmunes por anticuerpos contra el cancer son, en
general, bajas. La deteccion de anticuerpos especificos contra el tumor resulta muy dificil
debido a que en la mayor parte de los casos los anticuerpos generados por el organismo
presentan reactividades cruzadas contra tejidos normales o irrelevantes ya que estén
formados por una mezcta heterogénea de anticuerpos con especificidades y funciones
efectoras distintas (Chimori, 1991).

Una excepcion son las estructuras altamente glicosiladas, contra las que se han
detectado tituios elevados de anticuerpos especificos en algunas neoplasias humanas



(Reisfeld, 1986; Lioyd, 1989; Rodriguez-Thomas, 1895). Tal es el caso de los gangliésidos
GD3, GD2, GM3 y GM2 presentes en melanomas (principalmente neuroectodérmicos) {Schulz,
1984: Hakomori, 1991; Cheresh, 1984), asi como los productos del gen Muc-1 en cancer de
pancreas y mama (Jerome, 1991; Barnd, 1989).

Para la deteccién y caracterizacion bioquimica de los antigenos de la membrana se
han desarrollado estrategias basadas en el uso de antisueros generados en especies
diferentes inmunizadas (Mattes, 1987), anticuerpos monoclonales (Yoshinari, 1996; Garin-
Chesa, 1990; Lin, 1996; Amoroso, 1996; Vijayasaradhi, 1891; Fellinger, 1990), o anticuerpos
monoclonales quiméricos recombinantes (Morrison, 1932).

ESCAPE DE LA VIGILANCIA INMUNOLOGICA

Ademas de adquirir propiedades distintas de las células normales, las células
cancerosas han desarrollado una serie de mecanismos que les permiten ascapar a la
vigitancia inmune (ver adelante) (Tanaka, 1588; Browning, 1592; Ferrone, 1895). Estos
mecanismos incluyen mutaciones o degleciones de los genas de B2-m, alteraciones gue
conducen a la falta de expresion de moléculas del MHC, disminucién en el aporte da péptidos
debido a la falta de actividad de ias moléculas transportadoras TAP-1 y -2, que generan
moléculas clase | inestables o "vacias” incapaces de ser reconocidas (Cromme, 1994). En
algunos casos se ha observado que la sobreexpresion de ciertos genes como N-myc influyen
en la disminucién de moléculas clase | (Tanaka, 1588).

En tumoras inducidos experimentalmente en ratones, se ha chservado que en algunos
casos €l nivel de expresién da moléculas de clase | es variable y que esta heterogeneidad es
responsable del comportamiento biolgico del tumor respecto al crecimiento local y su
capacidad metastsica {Algaitaga, 1991).

Ademas de la falta de expresion de moléculas del CPH en las células transformadas,
se ha determinado que otros factores les permiten evadir Ia vigilancia inmune o que evitan que
las células efectoras lleven adecuadamente su funcion. En muchos casos la pobre
inmunogenicidad puede deberse a la falta de expresion de las moléculas coestimuladoras por
parte de la célula transformada que actia como presentadora de antigenos. Et caso més
relevante estd dado por las moléculas B7-1 y B7-2 que son el ligando para CD28 expresado
en general en linfocitos T CDB+ y que permiten su activacion citotéxica (Allison, 1995).



ANTIGENOS TUMORALES

Se ha determinado que los tumores inducidos en animales de experimentacion
{ratones principalmente) por difarentes medios tales como agentes carcinogénicos
(metilcolantreno, benzopireno, dimetilaminoazobenceno), o radiaciones {LJV), generaimente
expresan antigenos propios del tumor. Estos determinantes se conocen como ATAT's
(antigenos de transpiantes asociados a tumares) (Algarraga, 1991; DuBois, 1986).

Se ha demostrado ta presencie de ATAT's mediante ios siguientes ensayos

{Srivastava, 1988) -

a) utilizando células tumoraies completas tratadas con mitomicina G puede inmunizarse contra
un reto de céiulas vivas. En el caso de tumores pooo inmunogénicos es posible inmunizar
utilizando concentraciones crecientes de células en el huésped.

b) en general, las células de un tipo de tumor no pueden inmunizar contra otro tumor.

¢} pueden inmunizarse pasivamente huéspedes sin tumor mediante [a transferencia de células
del sistera inmune o anticuerpos de ratones con tumor,

Los antigenos tumorales, gue se han detectado en neoplasias de origen esponténeo,
son expresados por las células de forma estable a través de diferentes pasajes de fas células
tanto in vivo como in vitro (Srivastava, 1988).

Los antigenos tumorales no restringen su expresion a modelos animales ya que se han
logrado aislar, de pacientes, linfocitos T citotdxicos (LTC's) reactivos contra células alogénicas
de diferentes naoplasias. En tumores humanos la respuesta mejor caracterizada de linfocitos T
ha sido contra céluias de melanoma en las que se han identificado una serie de antigencs que
han sido clasificados de fa siguiente forma (lkeda, 1897):

- clase 1: comprende a los antigenos codificados por los genes MAGE 1, MAGES, BAGE,
GAGE y PRAME que se encuentran expresados en melanomas y con menor frecuencia en
tumores de otros origenes histolbgicos

- clase 2: contiene antigenos de diferenciacién codificados por genes que se encuentran

expresados tnicamente en melanocitos y células de melanoma comeo lirosinasa, Melan-
AMART-fl gp.,oaﬁ‘mlﬂy ngSTRP-‘!

- clase 3: incluye antigenos producidos por mutaciones puntuales en genes que se expresan
ubicuamente como MUM-1, CDK4, B-catenina y HLA-A2
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TABLA NO. 1
ANTIGENOS TUMORALES IDENTIFICADOS EN DIFERENTES SISTEMAS
RATON
Antigeno Origen Tipo de Antigenicidad Comentario Reforencia
inmunidad
a} gp9s Sarcoma Celular Debida posiblemente a su  Hsp's del RE y la membrana celular DuBois, 1986
pB4/86 Meth A asociacidn con péptidos Son antigénicos Gnicaments en células De Leo, 1983
p82 antigénicos, cancerosas Udono, 1984
gp!10 Se consideran antigencs de
rechazo
b) P1A Mastocitoma Celular Sobreexpresitn No se ha encontrado expresion en precursores  Van den Eynde, 1991
P315 de lineas celulares y stlo en bajas
concentraciones an el tejido aduito
c) p53 Sarcoma Celulary Mutaciones puntusles Son antigenos que pueden ser detectados en  Skipper, 1983
ras Meth A Humoral tumores de distintos tipos, y s& consideran
especificos del cancer
RATA
HSN Fibrosarcoma Humoral ? Es un antigeno de fa membrana plasmitica Léger, 1891

HSN
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HUMANOS
Antigeno Origen Tipo de Antigenicidad Comentario Referencia
inmunidad

a) MAGE-1 Se han encontrado también en otros lipos Van der Bruggen, 1991
MAGE-3 tumoralas Traversari, 1992
BAGE-1 Melanoma Celular Expresion desregulada Se expresan solo en células tumorales. Van der Bruggen, 1964
GAGE1-2 En todas las céiulas normales son silenciosos, m 119::?7
PRAME excepto en el tajido testicular ede,

b) Tirosinasa Antiganos de diferenciacion celular Kang, 1993
Melan A Se axpresan en los estadios tempranos de ta Kawakami, 1995
gp100 Melanoma Celular Expresitn desreguiada diferenciacién de melanocitos, pero no en las Wang, 1998
gp7s células ya diferenciadas

c) MUM-1 Robbins, 1996
CDK--4 Productos de expresién ubicua pero que han Brindle, 1686
b-catenina  Melanoma Celular ? sido detectados como antigénicos en el
HLA-A2 meianoma humano

d) Neu/erb B2  Céncer damama Celulary Amplificacién génicay Receptor normai tirosina-cinasa homélogo del Kafionieri, 1992
Her2/neu y ovario Humeoral (IgG) sobreexpresién EGFR Press, 1980

e} p53 Diferentes Celulary Diferentes mutaciones Se han deteciado LTC's. Se genera proteccion Yanuck, 1993

ras origenes Humoral puntuaies al inyactar péptidos con la mutacién contra

tumores humanos.

Ademas de los ensayos de proteccidn an
modelos murinos contra tumoras humanos, se
han encontrado respusstas de anticuerpos en
pacientes
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Humanos continuacitn
Antigeno Origen Tipo de Antigenicidad Comentario Referencia
inmunidad
f) berfabl Leucemias y Calulary Antigenicidad debida a ia La proteina resultante de la fusién presenta VanDenderen, 1989
linfomas Humorat zona de fusion de fa actividad de tirosina-cinasa.
proteina quimérica Unicamente se sxprasa en células
transformadas
Q) E6 Céancer Celular Antigeno viral Chen, 1992
cervicouterinc
h) Muc-1 Péncreas y Celulary Exposicién de zonas La proteina normal altamente glicositada se Jerome, 1991
mama Humoral proteicas por exprasa normalmente en los epitelios. Bamd, 1989
hipoglicosilacion En @i tumor ei anfigeno hipogiicosilado es capaz
de estimular LTC's sin restriccién por moléculas
del CPH debido a la zona proteica repstitiva
expuesta
iy GD2 Neuro- Humoral Exposicién de sitios De manera normal se encueniran ampliamente  Schulz, 1984
GM2 eclodémico principalmente  cripticos por glicosilacién distribuidos en los tejidos. Hakomori, 1991
GM3 {principalmente aberrante En el tumor se han relacionado con capacidades Cheresh, 1984
GD3 melanomas) metastisicas por ser parte de molécuias de

adhesitn




Dependiendo de la razén por la cuat son antigénicas, las moléculas detectadas en los
diferentes sistemas estudiados pueden pertenecer 3 las siguientes categorias (ver tabla no, 1):
a) productos celulares normales sobreexpresados, como ErbB2 o P1A
b) productos cuya expresion es anormal en ciertos tipos celulares, como la familia de genes
MAGE

¢) productos celulares mutados, como p53 y ras

d) productos virales, como E6 de papilomavirus

e) productos de origen desconocido como las proteinas de choque térmico de los sarcomas
murinos, cuya antigenicidad puede deberse a que se asocian con posibles péptidos
antigénicos.

En la tabla no. 1 se presentan algunas caracteristicas de ejemplos representativos de
los antigenos mas estudiados hasta la fecha.

La caracterizacién molecular de éstos antigenos ha sido dificil debido a lo complicado
que resulta obtener células o anticuerpos especificos para detectarlos; sin embargo,
actualmente se han generalizado las técnicas que permiten identificarios. Los ensayos para la
identificacion de estos antigenos estan basados en tres tipos de enfoques principales: a) se
han aislado genes mediante ia transfeccion de cDNAS de la célula transformada en céluias
que provocan la activacion de linfocitos reactivos, b) por elucion directa de los péptidos
asociados a las moléculas del CPH y ¢} mediante el andlisis de la secusncia de proteinas
mutadas o sobreexpresadas en fas células tumorales (Van den Eynde, 1995},

2. PROTEINAS DE LA MEMBRANA CELULAR

GENERALIDADES

Los limites entre una célula y su medio estan definidos por su membrana plasmatica,
Las membranas celulares presentan una nafuraleza anfipatica dada por |a doble capa
fosfolipidica de la que estan compuestas y que permite generar una barrera hidrofébica
impermeable para ia célula al mismo tiempo que es capaz de establecer interacciones idnicas
con el medio acuoso intra y extra celular. Las evidencias experimentales han permitido definir
una estructura membranat en ia que os grupos polares de ios lipidos y las proteinas integrales
se encuentran en contacto directo con los alrededores acuosos, mientras que los residuos no
polares se encuentran en el interior de la estructura alejados del agua (Harrison, 1980).



Dependiendo de la razén por la cual son antigénicas, las moléculas detectadas en los
diferentes sistemas estudiados pueden pertenecer a las siguientes categorias {ver tabla no. 1):
a) productos celulares normales sobreexpresados, como ErbB2 o P1A
b) productos cuya expresin es anormat en ciertos tipos celulares, como la familia de genes
MAGE

¢) productos celulares mutados, como p53 y ras

d) productos virales, como E€ de papilomavirus

@) productos de origen desconocido como las proteinas de choque térmico de los sarcomas
murinos, cuya antigenicidad puede deberse a que se asocian con posibles péptidos
antigénicos.

En [a tabla no. 1 se presentan algunas caracterfsticas de ejemplos representativos de
los antigenos mas estudiados hasta {a fecha.

La caracterizacion molecular de éstas antigenos ha sido dificil debide a lo complicado
que resuita obtener células o anticuerpos especificos para detectarlos; sin embargo,
actualmente se han generalizado las técnicas que permiten identificarlos. Los ensayos parala
identificacién de estos antigenos estan basados en tres tipos de enfoques principales: a) se
han aislado genes mediante la transfeccion de cDNAs de ia célula transformada en céiulas
que provocan la activacion de linfocitos reactivos, b) por elucién directa de los péptidos
asociados a las moléculas del CPH y c) mediante el andlisis de la secuencia de proteinas
mutadas o sobreexpresadas en las células tumorales (Van den Eynde, 1995).

2. PROTEINAS DE LA MEMBRANA CELULAR

GENERALIDADES

Los limites entre una célula y su medio estan definidos por su membrana plasmatica.
Las membranas celulares presentan una naturaleza anfipatica dada por la doble capa
fosfolipidica de la que estan compuestas y que permite generar una barrera hidrofobica
impermeable para la célula al mismo tiempo que es capaz de establecer interacciones iénicas
con el medio acuoso intra y extra celular. Las evidencias experimentales han permitido definir
una estructura membranal en la que los grupos polares de los lipidos y las proteinas integrales
se encuentran en contacto directo con los alrededores acuosos, mientras que los residuos no
polares se encuentran en el interior de 1a estructura alejados del agua {Harrison, 1980).



La membrana plasmatica cumple ademas tas funciones de regular el flujo de
sustancias {iones, nuirientes, hormonas, desechos del metabolismo, etc) hacia afuera o hacia
dentro de la célula mediante distintos mecanismos de transporte activo mediado por sus
componentes proteicos.

Los componentes de las membranas se encuentran en una dinamica continua en la
que las proteinas experimentan una aita movilidad debida a la fluidez de sus lipidos (Harrison
1980). Un ejemplo de esta dindmica esta representado por el fenémeno de agrupamiento de
los receptores de antigeno de las céiulas B o células T qus al entrar en contacto con su
ligando se asocian en pequerios grupos en un principio, en grupos mas grandes después y
finalmente se asocian todos en un punto de la célula (McCloskey, 1986). La formacitn de
estructuras de este tipo es dependiente de los componentes del citoesqueleto, por lo que la
movilidad de tas proteinas membranales parece estar regulada también intraceluiarmente
{Kupfer, 1989).

El grado de asociacion de las diferentes proteinas con la membrana varia de proteina
a proteina, pero han podido establecerse los tipos més comunes de interaccion (figura 1). Asi,
de manera general se reconocen protelnas periféricas @ integrales. En el primer caso las
proteinas se encuentran unidas a la superficie mediante interacciones electrostaticas de los
radicales de aminoacidos con la cabezas polares de los fosfolipidos membranales (Lever,
1994). Otro tipo de asociacion de proteinas periféricas con la membrana estd dada por
modificaciones postraduccionales en tas que se les adicionan grupos hidrofébicos, como
miristoilos en residuos de glicinas amino terminales o palmitoilos en radicales alcohol yio tiol
(serina, treonina y cisteina), que ies permiten establecer uniones muy estables con la
membrana tanto en su cara citoplasmatica como en el exterior (Casey, 1995).

Las proteinas integrales contienen regiones de aminoécidos hidrofébicos que
atraviesan la bicapa. Las estructuras energéticamente favorables para este tipo de interaccion
son a-hélices y estructuras-f.

Muchas de las proteinas de las membranas celulares contienen residuos de
carbohidratos que se extienden hacia el medio extracelular y se ha determinado que su
funcion se da a nivel de reconocimiento célula-célula o calula-sustrato (componentes da a
matriz extracelular). En muchos casos las técnicas de deteccién da glicoproteinas se han
Nevado a cabo mediante el uso de lectinas.



FIGURA 1.
TIPOS DE INTERACCION DE LAS PROTEINAS
CON LA MEMBRANA PLASMATICA

a} Proteinas integrales con dominios extramembranales

b} Proteina hidrofilica asociada a la membrana mediante interacciones electrostaticas con las cabezas
polares de los fosfofipidos

c) Proteina anclada a ia membrana por interaccién de las cadenas de acidos grasos y un pegueio
fragmento peptidico N- o C- terminal

d) Proteinas con un (inico paso transmembranal hidrofébico en alfa- hélice
&) Proteinas con multiples pasos transmembranales en alfa-hélice

f) Proteinas ancladas a la membrana mediante la unidn covalente a una cadena de 4cido graso,miristato
o paimitato.
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El estudio de las proteinas de las membranas celulares resulta dificil debido a su
naturaleza hidrofobica ya que durante los procesos de extraccién y purificacion llega a
perderse su estructura nativa y de ser el caso también su actividad catalitica, por io que la
clonacion y el analisis de los genes que codifican a estos productos han permitido el
entendimiento de su funcion hasta cierto grado. En muchos casos se han logrado expresar
genes transitoriamente por la transfeccién de cDNA's de las moléculas de interés en células
CHO (Wysoki, 1978), y mas recientemente otros mas se han aislado a través de expresiones
estables mediante el uso de vectores retrovirales, con lo que se han estudiado un nimero de
moléculas de superficie de células hematopoyéticas en el ratén (Zannettino, 1996).

PROTEINAS DE LA MEMBRANA DE LINFOCITOS T

La bisqueda de antigenos de las células neoplasicas mediante el emplec de
antisueros o anticuerpos monoclonales, ha llevado a la identificacion de un gran nimero de
estructuras normales de la membrana celular (Rettig, 1892). En el caso de los linfocitos T este
fendmeno no es la excepcion. Para muchas moléculas identificadas se conocen ahora sus
actividades definidas en los procesos de transduccion de sefiales, adhesion y regulacion del
metabolismo celular. El estudio de las proteinas de la superficie de los linfocitos T ha permitido
definir ademas las caracteristicas de los diferentes estadios de su desarrollo, asi como
también el estado funcional {de reposo o activacion) en el que se encuentran.

Un gran ntimero de estos marcadores de superficie han sido clasificados anteponiendo
ia abreviatura CD seguido por un nimero de serie (Singer, 1994). Ademas, dependiendo de
sus caracteristicas estructurales o funcionales muchas de estas moléculas se han agrupado
por familias segun la tabla no. 2 {Immuns Receptor Supplement; immunol Today, oct 1998).

SUPERFAMILIA DE RECEPTORES DE CITOCINAS

Este grupo de proteinas, que son los receptores para factores extracelutares de
transduccién de sediales, tienen participacion en el metabolismo celular, promueven o inhiben
la proliferacitn, inducen diferenciacién, apoyan la sobrevivencia celular y en algunos casos
inician los mecanismos de muerte (Stahl, 1993)

La mayoria de los receptores para citocinas comparten dominios estructurales en su
regidn extracelular (figura 2), aunque difieren en e! nimero de subunidades que los
conforman. En las células T los receptores para IL-2, IL-4 & IL-7 comparten una subunidad

llamada yc, pero presentan subunidades o y B especificas de cada uno (Ihle, 1995). »



Los dominios sstructuralas que caracterizan a esta familia san:

a) Fll  que son dominios de fibronectina tipo lil, compuestos de 2 estructuras-f plegadas de
forma similar a los dominios de las inmunoglobulinas.

b) CK son secuencias presentes en algunos miembros y que se localizan hacia el extremo
amino de los dominios Flil, en ellos hay 4 cisteinas conservadas.

@ NH,  NH, NH,  NH, NH,  NH,
i< I CK [ i ] =
3

] ! _
- 5 5 ) 9
— SIS S _ 5 ____’_3—?‘___
- T S i (":,
- o & -
. o = 7 = ’
R = =
C2Ra) [LdRe]  [F] 1L 4R Re] (e

FIGURA 2. Representacién esquematica de los receptores para IL-2, IL-4 e iL-7. La subunidad yc se

encuentra compartida por los tres receptores. La subunidad a del receptor para iL-2 no presenta los
dominios caracleristicos de esta superfamilia sino dei tipo CCP tipicos de los componentes del
complemento.

SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

El nimero de receptores pertenecientes a este grupo es alto y asta ampliamente
distribuido en ias células. Presentan una gran diversidad de funciones, pero la comin para
todos es la de reconocimiento célula-célula (Williams, 1988). Las funciones de adhesién de
astas moléculas generan eventos subsecuentes de transduccion de safiales intracelulares.

El piegamiento caracteristico de estas moléculas (figura 3) fue identificado primero en
las inmunoglobutinas. Consisten de una estructura estable, formada por dos estructuras-f
antiparalelas cuya interaccion se estabiliza por puentes disulfuro conservados que generan
asas, llamadas dominios lg {(inmunoglobulina) gue pueden variar en numero. Dan lugar a la
estructura de reconocimiento especifico del antigeno o de sus contrarreceptores celulares en

interacciones homofilicas (lg-1g) o heterofilicas {Ig-integrina).
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Segun su funcion pueden clasificarse como sigue:

« Complejo del receptor de antigenos de células T (TCR): cadenas «, p, y |as cadenas v, 8, y
e del complejo CD3.

¢ Moléculas del complsjo principal de histocompatibilidad: clase | (cadena H) y B2-m, y clase
i {cadenas a y B).

» Proteinas asociadas a la p2-m: cadena H de TL, cadena H de Qa y cadena Hde CD1a

¢ Moléculas de adhesion de células T: CD2, LFA-3.

» Correceptores de células T: CD4, CD8 (cadenas a vy B) y CTLA4.

+ Proteinas de diferenciacion celular: Thy-1.

Los dominios estructurales de estas molgculas son:

a)V  Este dominio se caracteriza por ia semejanza en fongitud y secuencia de la region
variable entre los aminoécidos 65 y 75, y ta formacion de un enlace disulfuro entre
ellos. Tienen la forma de estructuras-f plegada.

b)C1 Dominio que presenta semejanza en la region constante de las inmunoglobulinas y el

" TCR entre los aminoacidos 55 y 60, que también forman un enlace disulfuro

¢ C2 Dominic homébiogo entre la regidn constante de las inmunoglobulinas y el TCR

NH,
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FIGURA 3. Representacién esquematica de algunos miembros de la familia de fas inmunoglobulinas en
las que se muestran los dominios que forman las asas.
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SUPERFAMILIA DE LAS INTEGRINAS

Estos receptores median interacciones célula-célula y célula-sustrato (componentes de
la matriz extracelutar <MEC>). Las sefiales generadas por estas interacciones moduian el
crecimiento, diferenciacion, formacion de uniones y la polaridad celular. Las integrinas son
moléculas heterodiméricas formadas por las subunidades o y B, asociadas no covalentemente
{figura 4). Ambas subunidadss son glicoproteinas integrales de la membrana celular. Los
dominios extracelulares contienen la regién de unidn al ligando dependiente de calcio,
mientras que los pequenios dominios citoplasmicos de las dos subunidades contienen regiones

capaces de unir componentes del citoesqueleto,

Se ha determinado que existen al menos 8 subunidades § cada una capaz de unirse a
una de diferentes subunidades o, aunque estas tienen la capacidad de unirse a més de una
a su vez (Akbelda, 1950; Mobley, 1993).

El mayor numero de integrinas presentes en las célutas T pertenece a la subfamilia p1
0 VLA (que contiene al menos 7 receptores diferentes). Aparecen en las células T varios dias
después de la activacidn por mitégenos y funcionan como receptores para componentes de la
MEC como fibronectina y faminina.

La subfamilia B2 (LEU-CAMs o CD18) consiste de los receptores LFA-1, MAC-1y
gp150, 85. Permiten interacciones célula-célula y la adhesion a células endoteliales.

Las gubfamilias p3 y fa B4 practicamente no se expresan en las células T. Las
subfamilias S, (6, 7 y P8 no se expresan en las células T.

Estruciuralments se componen de los siguientes dominios:
a)Ca Es el dominio extracslutar de unidn a caicio (Ca""‘ } presente en la subunidad a.

b)C  En la subunidad B se encuentran 4 secuencias repetidas ricas en cisteina.

R 5
C FIGURA 4. Representacién esquemética de
una integrina. El erdace disulfuro
? % intracatenaric del extremo amino de la
5 ? subunidad P le confiere estabilidad,
COOH COOM

Subunidad o Subunidad B
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SUPERFAMILIA DE LECTINAS TIPO C

Se ha reportado que el sistema inmune emplea carbohidratos como determinantes del
reconocimiento en las diferentes interacciones celulares (Rosen, 1993). Se ha determinado
que |z familia de receptores de lectinas tipo C permite mediar una serie de interacciones
célula-endotelio. Sus posibles funciones tienen que ver con a proliferacion y diferenciacién
celulares; estan involucradas en reacciones citotdxicas contra las céiulas blanco, adhesion
celular y parmiten ja movilidad a través de matrices Que contienen hieluronato y/o a los sitios
de asentamiento.

Los ligandos para lectinas, a través de sus dominios de reconocimiento, pueden ser
antagonizados por carbohidratos aniénicos, tales como Ia manosa-ﬁ-fosfatb, fructosa-1-fosfato,
ceramida galactosa-3-sulfato y otros polisacéridos ficos en fucosa-6-sulfato., Se ha
determinado que los requisitos estructurales de {os ligandos para los receptores de lectinas
deben tener 4cido sidlico o hialurdnico,

Las selectinas son una familia de receptores de adhesion exprasados en ios leucocitos
(L-selectinas), plaquetas (P-selectinas) y céiulas endoteliales (E-selactinas). Todos comparten
una estructura comun (figura 5) que puede consistir de un extremo amino terminal con un
dominio de unién a calcio, un dominio tipo EGF, varias secuencias consenso cortas repetidas
similares a los de los componentes del complemento, un dominio transmembranai y una cola
intracitoplésmica de tamafio variable. En esta familia existe un gran numero de molécuias con
ol extremo carboxilo extracelular y el axtremo amino intracitopldsmico.

Dominios estnucturales presentes en miembros de ia familia de lectinas tipc C:
a) C-L Dominio para la unién de carbohidratos dependiente de calcio (Ca™),
b) CCP Dominio caracteristico de los elementos de la cascada del complemento. Su forma en

general, esta representada por 2 estructuras-§ y una pequeria regidn triple de
estructura g.

FIGURA 5. Representacion

L b, NH, NH, .
=) NKG2, Ly49 y L-selectina.
~NH,
o NH!. W! .

esquematica del CD69, NKR-P1,
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SUPERFAMILIA DE RECEPTORES DE 4 DOMINIOS TRANSMEMBRANALES

Esta familia, recientemente descrita, comprende al menaos 15 miembros expresados en
diferentes tejidos. Se caracterizan por poseer 4 dominios hidrofbicos altamente conservados
que atraviesan la membrana (figura 6). L.os extremos amino y carboxilo forman pequenias colas
intracitoplasmicas (de 5 a 14 aa de longitud) en contraste con los dominios extracelulares que
musestran gran divergencia en términos de longitud, secuencia y grado de glicosilacion (Wright,
1994). E! alto grado de conservacién en las regiones transmembranales es consistente con
una funcion efectora y de transduccion de sefiales intracelulares. La divergencia entre los
dominios extracelulares de cada miembro sugiere espacificidad del sitio de union del ligando.

Una posible funcién de estos receptores es la de canales iénicos activados por
ligando, particularmente de los del tipo de receptores para acstilcolina. Otras funciones en las
que pudieran tener participacién incluyen Ja regulacion del desarrolio, proliferacion, activacion
y movitidad celulares. Se exprasan temporalmente tanto en las céiulas T como en linfocitos 8,
y 8n ambos casos se han visto acoplados a vias de transduccién de sefales.

Existen otras superfamilias de moléculas con miltiples dominios transmembranales,
sin embargo, el nimero de miembros es reducido en cada una. La figura 6 muestra ademas
del CD9, perteneciente a fa superfamilia de receptores de cuatro dominios transmembranales,
un ejemplo de la superfamilia de receptores de quimiocinas y de a superfamilia EGF-TM7. EI
IL-8RA mostrado tiene 7 regiones transmembranales conservadas con otros miembros; se
sabe que se encuentra acoplado a proteinas G triméricas intracelularmente. El CD97
perteneciente a la familia EGF-TM7 se caracteriza por presentar 7 dominios que afraviesan la
membrana, y extracelularmente tiene dominios tipicos del factor de crecimiento epidérmico
(EGF).

NHZ FIGURA 6. Reprasentacién de receplores
N2 : con miltiples dominios transmembranales.
Ejemplos de los miembros de la superfamilia
de receplores de 4 dominios
transmembranales son CD9, CD53, CD63,
CD81 y CD82. El receptor A para IL-8 y el

CD87 pertenecen a grupos distintos:

NH2

.~ superfamilia de receptores de quimiocinas y
? ?‘5 ?_é superfamilia EGF-TM7 respectivamente.
(Sl
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SUPERFAMILIA DE RECEPTORES TIROSINA CINASAS

Se dividen a su vez en subfamilias, cuyos miembros comparten caracteristicas
astructurales comunes. A pesar de ia diversidad de receptores tirosina cinasas (RTKs) existe
un alto grado de homologia en las vias intracelulares que inician. La union del ligando a la
regitn extracelular del receptor activa el dominio citoplasmico con actividad de tirosina-cinasa,
provocando ia activacion de moléculas comunes de transduccion de sefiales que incluyen la
fosfolipasa Cy, la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K), proteinas activadoras de GTPasas src, ras,
Raf-1 cinasa, ERK1 y ERK2 cinasas (MAPKSs), $6 cinasa, invalucradas en ia proliferacién
colular.

Estructuralmente, los RTKs contienen un dominio catalitico intracitoplasmico, un
dominio transmembranal, y presentan dominios extracelulares ricos en cisteina, dominios tipo
inmunoglobulina, dominios 4cidos y secuencias repetidas tipo lil de fibronectina (figura 7)
{Fantl, 19083).

NH,

" FIGURA 7. Represontacion esquemuitica de
un receplor liresina cinasa. Ejemplos de los
miambros de esta familia son el receptor
para ol facior de crecimiento epidérmico

: (EGFR) y c-Kit. C = dominio rico en
cisteinas; TK = dominic cataiitico de tirosina
cinasa; Ig = dominios tipo inmunogiocbuilinas.

K TiK

SUPERFAMILIA DE FOSFOTIROSINAS FOSFATASAS

El prototipo de esta familia de fosfatasas es PTP1B. Actualmente han sido
identificados y clonados 15 receptores tipo PTPasa (entre elios CD45). El dominio catalitico
reside en la porcidn amino terminal que corresponde al 55% de la proteina total. Estos
receptoraes pueden presentar uno o dos dominios cataliticos, un dominio hidrof&bico
transmembranal, secuencias repetidas tipo ([l de fibronectina, dominios de inmunogiobulina,
dominios SH2 y en la region intraceiular dominios de asociacién al citoesqueleto (figura 8)
(Walton, 1993),
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Excepto en algunos casos, adn no se ha identificado las funciones particularas de
astas moléculas. Algunas PTPasas se expresan especificamente en ciertos tejidos. Otras
como CD45, que se expresa en la mayor parte de las células hematopoyéticas, es solo
funcional en células T. Sin embargo, se ha observado que su regulacidn transcripcional
dependa de varios efactores celulares. Existe un incremento significativo de HePTP cuando se
estimula con concanavalina A, LPS o anti CD3.

Las PTPasas han sido identificadas en las cascadas de transduccién de sefales a
través de proteinas G triméricas y en las iniciadas por INFo.

/.mwmnm

" Carbohidratos O-uniios FIGURA 8. Representacion
esquemitica de CD45.
P = dominio de fosfotirosina
fosfatasa. S6lo uno presenta
actividad catalitica.
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TABLA No. 2
SUPERFAMILIAS DE MOLECULAS DE SUPERFICIE DE CELULAS T
SUPERFAMILIA FUNCION EJEMPLO REF.
Receptores de Citecinas intervienen en el metabolismo. Promueven la proliferacion, Receptor para IL-3; [L-5; LIF Stahl, 1983
tnducen diferenciacién, sobrevivencia o apoptosis Receptores de interferones Ihle, 1995
Miyajima, 1992
Inmunoglobufinas Median reconocimientos célula-célula TCR; CD3; Moléculas de CPH Williams, 1988
Integrinas Permiten interacciones célula-célula o célula-sustrato LFA-1; MAC-1; VLA; CD18 Albelda, 1990
Modulan el crecimiento y diferenciacién Mobley, 1993
Selectinas Lievan a cabo intaracciones celulares 2 con los endoielios L-, E- y P-selectinas Rosen, 1993
a través de carbohidratos como determinantes del (receptores de asentamiento
reconocimiento >homing<)
Receptores de 4 Dominics Funcionan como canales idnicos activados por ligando, CD9; CD37; CD53; CD81 Wright, 1994
Transmembranales regutan el desarrollo, proliferacion, activacion y movilidad
Receptores Tirosinas Transduccién de sefales intracelulares para crecimiento, TGFR; EGFR, Fantl, 1993
Cinasas praoliferacion y diferenciacién Receptor de insulina
Fosfotirosinas Fosfatasas Tienen aclividades antagonicas del crecimiento y se les CcD45 Walton, 1993

considera genes supresores




3. ANTECEDENTES RELACIONADOS CON EL PROYECTO

MODELO EXPERIMENTAL

Lalinea celular LR es una variante celular derivada del linfoma de células T, L5178Y.
Este tumor se indujo quimicamente con metilcolantreno en ratones DBA/2 (H-2Y). Lalinea
celular LR4 fue seleccionada mediante la exposicion a concentracionas crecientes de 5-
bromodeoxiuridina, es sensible a medic HAT por una posible mutacion en el gen TK. Fue
seleccionada por su capacidad de crecer a través de barreras alogénicas en ratones de
diferentes haplotipos (H-2k, d, b) (Nava, 1992).

El estudio de las caracteristicas poco inmunogénicas de LR4 revelé una serie de
mutaciones que impiden el correcto ensambiaje de las moléculas clase ! y I del CPH, por lo
que es incapaz de presentar antigenos para su reconocimiento por parte de las células T.
Estas alteraciones reducen su antigenicidad y aumentan su capacidad para formar tumores en
ratones de diferentes estirpes (Nava, 1982).

Los defectos en la expresion de moléculas de! CPH estan determinados por: una alta
metilacién de los genes de moléculas clase |; mutaciones an los geneas de 2m, de los cuales
se piensa incluso que se haya perdido un alelo completo; mutaciones en IAf y ausencia de
transcritos para IEa e IEB (para moléculas clase lI). El reaireglo improductivo de Ia cadena B
del TCR, impide que e! dimero off sea expresado en ia superficie (Nava, 1992). A nivel de Is
expresion de los productos proteicos, en ensayos de inmunofiucrescencia, se ha determinado
la ausencia de los correceptores CD4, CD8, y de CD25.

La cepa de ratones C57BL/6J, sin embargo, es capaz de rechazar al tumor después de
un periodo de crecimiento inicial. En otros casos algunos animales pueden mantener 8l tumor
por periodos largos (mayores a 100 dias) sin deterioro. Se piensa que el rechazo y/o control se
debe, al menos en parte, a una respuesta inmune humoral contra el tumor, caracterizada por la
presencia da anticuerpos anti-LR4, que in vifro son capaces de mediar la lisis celular (Nava,
1992; Verastegui, 1997).

En estudios recientes, se determiné que la capacidad de rechazo y/o controt dei tumor
Gue presentan los ratones C57BL/6J es heredable y dominante. Al inocular células en ratones
hibridos B6C el tumor crece durante un periodo y posteriormente es controlado, al menos por
ciertos periodos, de |a misma forma que en los ratones resistente (del Rio, 1997).
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La inmunidad generada presenta memoria y puede ser transferida. Al inyectar un
inbculo de células vivas en ratones que han rechazado al tumor o que fueron inmunizados con
células tratadas con MMC, no son capaces de cracer. Y tampoco lo hacen en ratones a los
que se les ha transferido pasivamente suero inmune anti LR4 (Del Rio, 1997).
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s JUSTIFICACION

Los modelos de tumores inducidos experimentaimente en el ratén han permitido avanzar
en el entendimiento de muchos aspectos de la transformacién celular. Entre los mas relevantes se
encuentran: la forma en la que diferentes alteraciones tienen repercusién en el cicio calular para
favorecer la transformacion maligna; y como ocurre el establecimiento, |a progresion y metastasis
de las células neoplésicas hacia otros tejidos y érganés.

Por otro {ado han permitido establecer, hasta cierto grado, la base de los mecanismos que
el organismo es capaz de generar para identificar y erradicar el tumor. En este respecto la
investigacion ha sido especialmente fructifera en el 4mbito de la inmunclogia celular.

La incapacidad de los distintos tipos de respuesta celular para reconocer y destruir a la
linea LR4 ha ofrecido una oportunidad para estudiar si la induccién de anticuerpos especificos
puede constituir una forma de actividad antilumoral. De hecho, la estirpe de ratones C578L/6J es
capaz de inducir una respuesta humoral contra la linea en estudio y de mediar su destruccién a
través de CCDA.

La razon por las que LR4 puede crecer a través de barreras alogénicas podria ser debida
a su baja inmunogenicidad dada por todos los defectos de su membrana celular, ademas de los de
moléculas clase 1y Hl del CPH, por lo que resulta también importante la deteccién de aquellas
moléculas de su superficie que sean relevantes tanto para el rachazo como por su propia
naturaleza tumoral. Debido a que los titulos de anticuerpos en los ratones CSYBUGJ {resistentes
al tumor) son bajos y en consecuencia no satisfactorios desde el punto de vista experimental, se
decidi6 usar un modelo experimental interespecie para la identificacion de proteinas de interés
inmunolégico de 1a linea LR4.




o OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificacion de proteinas antigénicas de Ia linea celular de raton H-2 deficiente, LR4

!

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizacion de la capacidad discriminativa de un suero inmune de conejo anti LR4
frente a otras lineas celutares,

Determinacién de los pairones de proteinas antigénicas extraidas de diferentes
compartimentos celulares reconocidos por el antisuero mediante diferentes técnicas

experimentales.

Determinacion de algunas caracteristicas biogquinicas de los antigenos reconocidos
(estimacion de la cindtica de sintesis).

Determinacion de la expresion de los antigenos identificados en LR4, en otras lineas
celulares o en células normales de! timo de ratones C57BL/GJ y BALBIC.
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* MATERIALES Y METODOS

CELULAS

*PROPAGACION IN VIVO

Las diferentes lineas celulares usadas en este trabajo fueron propagadas in viva en la
cavidad peritoneal de ratones que presentaban el hapiotipo apropiado (tabla 3). E! crecimiento
tumoral fue monitoreado por el aumanto del volumen de la cavidad abdominal, en general 5y
8 dias postransplante.

TABLA No. 3
TIPOS CELULARES MURINOS Y CEPAS DE PROPAGACION

LINEA CELULAR ESTIRPE : HAFLOTIPO ~ CEPA MURINA
LR4 T H2 C3H yio C578L/6J*
L5178Y T H-2° BALB/c
EL4.4 T H-2° C57BL6

* LR4 fus propagada en ratones H-2* o H-2° con ef propésito de evitar la aparicion Ge reveriantas H-2+.

*CULTIVOS IN VITRO

Las células se obtuvieron del Jiquido de ascitis de ratones portadores de una de las
diferentes tineas celulares en condiciones de esterilidad y fueron lavadas 2 veces con PBS a
4°C y solucion de lisis de glébulos rojos (ACK), cuando fue necesario {Alfaro, 1992).

Los cultivos in vitro se hicieron en medio RPMI 1640 (GIBCO-BRL) suplementado con
aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio, antibidticos {estreptomicina y fungizone) y 10%
de suero bovino fetal {ver apéndice). Se incubaron a 37°C bajo atmésfera humeda v 5% de
CO..

En el caso da las lineas K562, 1.929 y Yac-1 se realizaron Unicamente cultivos in vitro.

Los timocitos fuaron obtenidos directamente por extirpacitn del timo de ratones C57BL/6J de 4
semanas de edad.
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*LISIS CELULAR

Los extractos celuiares se obtuvieron incubando 1 x 107 células lavadas 2x en PBS en
1 ml de solucion de lisis a 4°C durante 30 minutos, en presencia de detergente no idnico
Nonidet P40 (NP40) s inhibidores de proteasas (PMSF, yodoacetamida, aprotinina y/o
pepstatina). Debido a que este procedimiento permite la solubilizacién de todas las
membranas celulares, a los lisados oblenidos de esta manera se les refiere en el presente
trabajo como “extractos totales”. Las proteinas solubles fueron separadas de los &cidos
nucleicos por centrifugacion a 50 600 g a 4°C durante 15 minutos (Alarcén, 1891; Alarcon
1588).

Los sobrenadantes fueron frecuperados y almacenados en alicuctas a -20 y -70°C. La
cuantificacion de proteinas de los extractos se realizé por el método de Lowry. Las curvas
estandar se prepararon con ias siguientes concentraciones de BSA: 25, 50, 75, 100y 125
pg/mi, leidas a 750 nm.

OBTENCION DE SUERO INMUNE CONTRA LR4

Se administraron 6 inyecciones intraperiotoneales de 1 mi del paquete celular, (LR4
completas), semanalmente en conejos hembras de la cepa NZW. Dos semanas después da la
ditima aplicacién se sangré a blanco. Et suero se clarificé por centrifugacion.

INMUNOQFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se flevd a cabo con células obtenidas por cultivo in vitro, mediante el uso de diferentes
diluciones de los sueros normal e inmune de conejo y un segundo anticuerpo comercial cabra
anti-conejo marcado con flugrescaina.

Antes de la incubacion con el suero de conejo, 10° células fueron incubadas con suerc
normal de cabra (1:100 en PBS) para bloquear los sitios de unién inespecifica. Todas las
incubaciones se realizaron en solucién BSA-NaN;-PBS durante una hora en hielo, con 2

lavados entre cada incubacién.

Al final de las incubaciones se adicioné formaldghido al 10% en PBS para fijar las
células. La intensidad de la fluorescencia se determiné por citofluorometria (EPICS COULTER,
BECTON DICKINSON) a més tardar S dias después de haber realizado la tincion.
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MARCAJE METABOLICO

Los marcajes metabdlicos de ias diferentes lineas se realizaron con células en fase de
crecimiento exponencial. Previo al pulso radiactivo las células se lavaron 2 veces en PBS y se
contaron. Se resuspendieron 5 x10° céiulas en 1.0 mi de medio RPMI 1640 libre de metionina
y cisteina suplementado (ver apéndice), (GIBCQ-BRL) y se incubaron durante 15 minutos a
37°C para depletar las pozas endégenas de metionina. Después de este periodo de
incubacidn las células se recolectaron y se incubaron en 1.0 ml medio RPMI 1640 libre de
metionina suplementado adicionado con 50 pCi de L-metionina [°S) (DUPONT). La duracién
del pulso varié de acuerdo con los distintos experimentos entre 15 minutos ¥ 3 horas. Después
de lo cual las células se lavaron una vez en PBS y se lisaron (Harlow, 1988).

OBTENCION DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Debido a la gran cantidad de células que son necesarias para [a extraccion de (as
proteinas de ia membrana plasméatica, las células tumorales se obtuvieron directamente del
liquido de ascitis de los animales, o dei timo de ratones C57BL/6J.

Las células lavadas 2x en PBS se resuspendieron adicionando un volumen
equivalente de solucidn de cosecha y se lisaron por choque osmético en 100 volimenes de
solucién de extraccién (acido bérico-EDTA pH 10.2). El citoplasma liberado se disperss
agitando vigorosamente en virtex durante 5 minutos. Se agregaron 8 valimenes de solucion
de boratos y se continud ta agitacion durante 3 minutos més. Para eliminar los restos celulares
se filtr6 a través de 2 gasas y después se centrifugd 10 minutos a 450 g a 4°C {2500 rpm
Sorval Super T 21). Se recuperd el sobrenadante y nuevamente se centrifugé 30 minutos a
1200 g a 4°C para obtener un botdn rico en membranas y el citoplasma en el sobrenadante
{de! cual se tomd una alicuota inicamente). El botén se resuspendié en 3 volimenes de
solucion salina de fosfatos y se ultracentrifugd a 24 000 g (15 500 rpm rotor SW50.1
BECKAMN) durante 1 hora a 4°C sobre un coichon de sacarosa al 35%. Las proteinas de la
interfase se aspiraron cuidadosamente con una pipeta pasteur {Thom, 1977).

L.a concentracién de proteinas en las fracciones corespondientes al citoplasma y a las
membranas se cuantifict por el método de Lowry.

ACTIVIDAD 5-NUCLEOTIDASA
El grado de enriquecimiento de proteinas de la membrana se determiné mediante ia
medicion de la actividad enzimética de la 5'-nucleotidasa, tanto en la fraccion correspondiente




al citoplasma como en la de membranas. La reaccién mide & consumo de NADH en muestras
que contienen ia enzima (Sigma No. 265-UV).

A 26,6 pl de muestra (fracciones citoplasméticas o membranales) se adicionaron 400
i de reactivo con los sustratos (ver apéndice) previamente incubados a 30°C (temperatura
optima de actividad). Después de adquirir la temperatura de reaccién (aproximadamente 3

minutos mas tarde) se midid la absorbencia a 340 nm (A1), axactamente 5 minutos despubs se

registrd la absorbencia (A2). La determinacidn cuantitativa de la actividad se calculé como
sigue:

AA = A1-A2
Factor = (426.6 x 1000} / (6.22 x 26.6 x 5 x 0.1)

donde: 426.6 = vol. total de reaccion
1000 = conversion de actividad por mi a actividad por L
6.22 = absortividad milimolar de NADH a 340 nm
26.6 = volumen de muestra
5 = conversion de AA por 5 min a A por minulo
0.1 = longitud de la celda en cm

5'-ND (UI/L) = AA - Factor - TCF

donde : TCF = factor por correccion de temperatura
(tabtas)

Las actividades especificas en cada fraccién se calcularon en mU/g de proteinas. Se
determind la proporcion membranalcitoplasma para cada muestra. Todas la lecturas se
hicieron por duplicado.

INMUNOPRECIPITACION

Para los experimentos de inmunoprecipitacién (Ipp) se partié de extractos totales o
fracciones membranales (ver adelante) de las distintas lineas celulares. Se tomo el
equivalente a 200 cpm de ios extractos celulares marcados o 300 yg de proteinas frias y se
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ajusto ei volumen a 200 yl con amortiguador de lisis. Se adicionaron 2 il de suero normal de
conejo en dos incubaciones sucesivas para remover la unidn inespecifica del suero
(preaciarar). Los complejos antigeno-anticuerpo formados fueron recolectados con 40 ul de
proteina A-agarosa (GIBCO-BRL) diluida 1:2 en amortiguador de lisis por centrifugacidn a
3000 g durante 2 minutos y se desecharon. La precipitacién especifica se realiz6 con 1.5 pl de
suero inmune (y norma! comao control} o 2 pl de los sueros adsorbidos. Nuevamente se
racolectaron los complejos con 40 pi de proteina A-agarosa (diluida 1:2 en amortiguador de
ligis) por centrifugacion, y se desechd en este caso ef sobrenadante. El boton precipitado se
lavo 4 veces con 400 pl de las siguientes soluciones: 2x con solucion de lisis, TSA y Tris,

Todas las incubaciones, con suero y/o proteina A-agarosa fueron de 1 horaa 4°C y
con agitacion suave. ‘

Los antigenos reconocidos se analizaren por electroforesis en condiciones reductoras
(SDS-PAGE}) en geles al 7.5%. Después de {a elactroforesis los geles se incubaron en
solucién fijadora y, de ser el caso, se frataron para fluorografia y se secaron (24 horas al aire 6
12 heras a 50°C) para exponerios a placas de rayos X

WESTERN BLOT
* TRANSFERENCIA

Las diferentes mezclas proteicas (extractos totales o fracciones celulares) se
separaron por electroforesis (SDS-PAGE, 7.5%; y 30 ug de proteina por carril). Las proteinas
se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa en una cémara BioRad aplicando 300 mA
de corriente durante 2 horas. Posteriormente las membranas fueron lavadas y tefiidas con
colorante negro amido o blogueadas con BSA al 3% en PBS a 37°C por ung hora.

*REVELADO

La deteccidn de proteinas antigénicas se realizé incubando las membranas de
nitrocelulesa en presencia de fos sueros inmune o normal (como control de inespecificidad) a
las dilucicnes apropiadas durante 1 hr a 37°C y con agitacién ligera. De igua} forma las
membranas se incubaron con ei segundo anticuerpo (cabra anticonejo-hiotina 1:1000} y el
conjugado avidina-HRP (1:500) (ZYMED). Entre ias incubaciones se realizaron 2 lavados de 5§
minutos cada uno con tween 20-PBS, y se reveld usando DAB y H,0, como sustratos. La
raaccitn se detuvo con agua coriente inmediatamente después de la aparicion de las bandas
(Hariow, 1988).
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MARCAJE RADIACTIVO DE LAS PROTEINAS DE LA MEMBRANA PLASMATICA
* DE CELULAS COMPLETAS

Para marcar radiactivamente las proteinas de ia mambrana plasmatica en las células
completas se utilizé ta reaccion de lactoperoxidasa que cataliza ia adicidn de iones yoduro
(*®1) a tas cadenas laterales de los residuos tirosina en presencia de H.0,.

Para evitar la endocitosis de las proteinas membranales todo el ensayo se realiz6 a 4°C.

La secuencia de pasos para ! marcaje con yodo radiactivo se describe a continuacion
(Coligan, 1994): .
a) se resuspendieron 10° células en 1.0 ml de PBS suplementado en un tubo eppendorf
b} a esta suspensidn celular se adicionaron los siguientes reactivos uno a uno como se indica:
1. 100 pl de lactoperoxidasa 2 mg/ml en PBS
2. 50 uCi de Na['®l}
3. 25 yl de H,0; 0.03% {recién diluida en solucién de fosfatos de sodio)
¢) se adicionaron 25 yl de ¥,0, agitando ligeramente a intervalos de 3 minutos por 3 veces
mas
d) la reaccidn se detuvo lavando 3 veces con Kl 15 mM en PBS
e) se determind |a viabilidad por exclusién de azui tripano
f) se prepararon los extractos totales de las células y se analizaron por Ipp y autorradiografia

* DE PROTEINAS AISLADAS OE MEMBRANA

El procedimiento experimental fue esencialmente el mismo {ver adelante) que se
describié en la seccién anterior. A 1.0 ml de solucion de proteinas {1mg/mi] obtenidas de
acuerdo al protocolo descrito en “Obtencién de proteinas de la membrana plasmatica®, se
adicionaron 10 il de lactoperoxidasa 2 mg/mt en PBS, 50 Ci de Na['®-t], y 4 adiciones de 5 il
de H0; 0.03% a intervaios de 1 minuto; la reaccién se realizé a 4°C. Para detener la reaccion
se agregaron 500 pl de Ki 15 mM.

* CROMATOGRAFIA

Para la separacion del is6topo no incorporado se filtraron [as protainas marcadas a
traves de una columna desechable de 15 mi (BioRad) cargada con Sephadex G25-80,
preeluida con 1 mi de BSA 10 mg/ml y 30 m! de PBS a temperatura ambiente. Una vez
adicionada la muestra se recolectaron 20 fracciones de 1 ml. Los picos de radiactividad se
registraron en un contador de centelleo para particulas y (ABBOTT y PACKARD
INSTRUMENTS) con ventana para "%, impregnando un papei filtro con 1 | de muestra.
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Las fracciones del pico de proteinas se recuperaron y se concentraron por
centrifugacion en tubos Centricon, con poro de exclusién de 10 kd, durante 1 h a 9500 rpm a
4°C en rotor de angulo fijo (S534) (Coligan, 1994),

DETERMINACION DE LOS PESOS MOLECULARES EN ELECTROFORESIS

Se realiz6 una mezcla de las proteinas calibradoras (COMBITHEK, BOEHRINGER
MANNHEIM BIOCCHEMICA): o2-macroglobulina 170 kd, B-galactosidasa 116.4 kd. fructosa 6-
fosfato cinasa 85.2 kd, glutamato deshidrogenasa 55.5 kd, aldolasa 39.2 kd y triosa fasfato
isomerasa 20.1 kd, para ser usadas como marcadores de peso molecular. La mezcla de
proteinas calibradoras se incubd 5 minutos a 100°C en presencia de p-mercaptoetanc yse
coloco en geles de poliacrilamida al mismo tiempo que las muestras probiema. En todos 1os
casos los marcadores de peso malecular fueron tefiidos con solucién de azul de coomasie. El -
peso molecular de Ias proteinas problema se determind por interpolacion sobre una gréfica de
log PM vs Rf de los marcadores comerciales, donde:

Rf = distancia recorrida por ia proteina (om) / distancia del frente de corrimiento (em)




+ RESULTADOS Y DISCUSION

OBTENCION DEL SUERO INMUNE ANT4-LR4

Los modelos murinos en los que se han descrito respuestas inmunes contra tumores
involucran, en la mayoria de los casos, la actividad de células T y/o NK (Browning, 1992). Por el
contrario, la informacion que se tiene del rechazo de las células neopléasicas debido a la
actividad de anticuerpos especificos es menos abundante (Léger, 199%; Verastegui, 1997).

Como se ha mencionado, los ratones C57BL/6J son capacas de producir una respuesta
inmune humoral contra {a linea tumoral LR4 (Veréste'gui. 1997). Se ha sugerido que los
anticuerpos, tanto del suero como de liquido de ascitis, son, al menos inicialmente,
responsables del rechazo. En ensayos in vilro de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA), se ha observado que la presencia de anticuerpos especificos es
indispensable para llevar a cabo una actividad efectora contra las células tumorales. Sin
embargo, el titulo de anticuerpos en los ratones, aunque posiblemente eficaz para el proceso de
rechazo in vivo, @s muy bajo, y en ensayos de citofluorometria, un método altamente sensible,
las células tumorales son marcadas Unicamente por ef suero muy poco diluido o no diluido.

Para la realizacién de los experimentos destinados a la identificacién de las moléculas
can propiedades antigénicas y que pudieran ser relevantes en el reconocimiento por ratones
CS7BL/BJ, era necesario inducir un antisuerc con titulos slevados de anticuerpos contra LR4.
Para este propésito se llevé a cabo la inmunizacién de conejos mediante inyecciones de células
completas.

En la determinacion del titulo y especificidad del antisuero se inciuyeron las lineas
celulares L5178Y (parental de LR4) y EL4.4 (de haplotipo H-2°). EJ suero fue capaz de
reconacer aun a las diluciones mas altas (1:1000) a todos los tipos celulares {figura 9 y tabla 4)
de manera especifica ya que en todos los casos el suero normal presenté valores minimos de
reconocimiento.
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FIGURA 9. Titulo de suero inmune contra células de origen T. Para los ensayos de IF| fueron incubadas 1 x 10° céluias de cada linea
con 100 i de suerc nommal {SN) 6 suero inmune (S1) de conejo a las diluciones indicadas. Para cada dilucién de S! se realiz6 una
correspondiente de SN. Unicamente se muestra la dilucién 1:100 para la comparacién. Como control se compard contra el mismo nlmero
de células incubadas con el segundo anticuenpo (cabra anti conejo 1:50) marcado con FITC. Los valores mostrados indican el porcentaje
de positividad respecto al control.



TABLA No. 4
TITULACION DEL. SUERO INMUNE ANTI-LR4 DE CONEJO
CONTRA LINEAS CELULARES DE ORIGEN T

Lineg Celular LR4 L5178Y EL4.4
Dilucion det suero SN 8l SN sl SN sl
1:100 53 006 41 98.4 39 99.4
1:200 2.3 996 0.6 99.2 1.7 99.7
1:500 2.1 90.0 0.2 84.0 14 96.1
1:1000 1.1 40.2 0.2 220 0.6 74.3

SN: suero normal, S%. suero inmune. Los vajores indican porcentaje de positividad respecto a
un control de células incubadas en presencia de un anticuerpo anti conejo marcado (FITC).

Para todas las diluciones ensayadas e} reconocimiento del antisuero respecto al control
de suero normal es significativo, atn a la dilucion més alta de 1:1000 ef 40% de las células
sigue siando reconocido.

£l hecho de que las células de L5178Y y de EL4.4 fueran también reconocidas y EL4.4
atn mas que LR4 en dilucién 1:1000, no es sorprendente ya que todas son lineas de la misma
estirpe (linfoide T) por lo que la reactividad cruzada pudiera deberse a la prasencia de
antigenos que compartidos debido a su origen, ademés de aquellos propios de la especie
murina reconocidos por el conejo. La reaccién mayor del suero con la linea EL4.4 podria
deberse a un nivel de expresién diferente de algin o algunos antigenos compartidos entre las
distintas lineas celulares.

Con estos ensayos se decidié trabajar con la dilucién que permitio el reconocimiento de
todas las células (1:500), por o que en adelante todos los experimentos de este tipo se
realizaron utilizando esta diluci6n.

£n otro ensayo equivalente (figura 10 y tabla 5) se determind que la reactividad del
antisuero es mayor contra células de origen T. Al incluir a la linea linfoide T (Yac-1) a la dilucion
de 1:500 el reconocimiento fue del orden de los determinados para las células anferiores
{99.1%). Por otra parte, contra fibroblastos de ratén (L929) y una linea humana como control de

especie (K562), el reconocimiento fue significativamente menor.




Lt

Especificidad dei suero inmune de conejo contra
lineas celWares de diferentes estirpes

Yac-4 L92% K562

Tt
CONTROL ‘—‘ d CONTROL

. 4.7%

—y

97.3%

No. relativo de céiulas

WE

intensidad de fluorescencia

F IGURA 10. Especificidad del suero inmune cornira lineas celulares de diferentes estirpes. Para este ensayo fueron incubadas
1 x 10° células de cada linea con los sueros nommat (SN) e inmune (SI) de conejo a dilucion de 1:500. Los resultados fueron
comparados contra un control de células incubadas en presencia de un segundo anticuerpo {cabra anti conejo 1:50) marcado con

FITC. Los valores indican porcentaje de positividad respecto &l cortrol.




Mediante estos ensayos se determind que una gran parte de 10s anticuerpos del suero
inmune de conejo reaccionan con determinantes caracteristicos de la especie murina, sin
embargo, parecen existir también anticuerpos contra determinantes pfopios al linaje T. Para
confirmar se tendrian que haber utilizado lineas murinas de origen cercano a las células T,
como por ejemplo infocitos B. Ef uso de fa linea L929, que tiene ur origen muy distinto a LR4
(fibroblastos contra células T), en los ensayos de IFt permitié estimar el reconocimiento del
suerp contra Ja especie murina en general.

TABLANo. 5
REACTIVIDAD DEL SUERQ INMUNE DE CONEJO ANTI-L.R4
CONTRA LINEAS CELULARES OF DISTINTAS ESTIRPES

Linea celular SN 8}
LR4 12 94.0
Yac-1 6.7 99.1
L929 18.7 483
K562 83 16.62

Los valores indican porcentaje de positividad respecto a un control de céhdas incubadas en
presencia de anticuerpo anti conejo marcado (FITC). Dilucion de fos sueros 1:500.
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DETECCION DE ANTIGENOS MEDIANTE MARCAE METABOLICO

Durante el proceso de transformacion maligna muchas caracteristicas de las células normales
se modifican; entre eilas, el metabolismo celular (Mendelson, 1985). Ei rdpido crecimiento celular
impiica una alta actividad metabdlica, y por observaciones del laboratorio se sabe que las lineas
celulares L5178Y, EL4.4 y LR4 presentan una taza de duplicacion muy acelerada, tanto in wvo como in
vitro. En cultivo la linea tumoral LR4 es capaz de duplicar su rimerc en 24 horas sin ningln factor de
estimulacion adicional en el medio de cultivo. /n vivo, en la cavidad peritoneal de los ratonas, la linea
celular LR4 prolifera tan ripidamente que o tumor es evidente de 6 a 7 dias postinocutacién, siendo
que la mayor parte del contenido st formado por células en suspension.

Aprovechando la alta actividad metabdlica de las lineas celulares, se llevaron a cabo cultivos
en presancia del aminodcido metionina marcado con el isétopo {*S). Se depletaron las pozas de
mﬁmﬁmmdégmaadﬁvwﬂobscéﬂasmmadbﬁhademeﬁoﬁmydsmma(vamawﬁdesy
métodos). Con un puiso de 3 horas en medio con metionina marcada con el isétopo [©S], se logrd
obtenerunpatréndeinoom'adénatasmoteinasdesintesisadivamysimilarparalasaIineas
marcadas (Fig. 11).

Lamarcaseincospmbaproteinasmnpesosmiewlaresmvebsmyhastamasdezoom.
UnaseriedepmteinasdeentreZSy100kdpresentanmaaltaintensidaddemarcaincorporada
debida a su rapida sintesis durante el pulso.

A partir de estos extractos "preaciarados" (ver materiales y métodas) se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion (ipp), utilizando el antisuero de conejo y @l suero preinmune como control de
precipitacién inespecifica. Inicialiments se reatizaron inmunoprecipitaciones de extractos da LR4
unicemente; la figura 12(a) muestra un experimento representativo del patrén de bandas reconocidas
por los sueros normal & inmune. Las movilidades relativas (Rf) de las 3 bandas principales son 0.31,
0.39y 0.61, que corresponden a 95, 86 y 42.43 kd, respectivamente.

Estos resuitados se reprodujeron en difarentes ocasiones, sin embargo, al sobreexponer la
placa de autorradiografia por largos periodos (no mostrado), parece ser precipitado el antigeno de 85
kd también con el suero normal.

Un fendmeno que se abservd en diferentes experimentos fue que la movilidad de la
proteina{s) reconocida(s) en carril del suero normal y que parece corresponder a la de 42-43 kd en el
caril del antisuero, es ligeramente menor. La diferencia de movilidad entre ambas bandas podria
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FIGURA 11. Marcaje metabdfico de lineas celulares de arigen T. Los cultivos celulares de LR4,
L5178Y y EL4.4 fueron depletados de sus pozas intracelulares de meticnina por incubacion en medio
libre de metionina y cisteina durante 15 minutas. A cada cultivo se dio un pulsa de 3 horas con 50 (Ci
de metionina [®S] por cada 107 células. Los extractos totales se obtuvieron al incubar las células en
sclucion de lisis (NP40), Las proteinas marcadas fueron visualizadas por flucrografia en geles (SDS-
PAGE) al 7.5%. MP = marcador de peso,
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deberse a: a) que se trala de proteinas diferentes con movilidades muy parecidas; b) que es un solo
antigeno no especifico; ¢) que ia banda precipitada por el suero inmune esta formada por dos
antigencs, de los cuales &} de mayor peso molecular es inespecifico y es precipitado por el suero
normal; d} que es la misma proteina que por tener aiguna modificacién postraduccional permite ser
mejor reconocida por el suero inmune. Un caso seria el nivel de glicosilacion. Existen reportes de que
las proteinas hipoglicosiladas expresadas en cancer pueden comportarse como antigenos fuertes, ya
Que [a parte proteica expuesta de manera anomal genera inmunidad (Jeromea, 1991}, Este hecho
explicaria que [a banda se vea intensamente en el caril inmurte debido a que una mayor cantidad esta
siendo reconocida y precipitada. Por otro iado, la menor movilidad de la banda reconocida por el suero
normal podria deberse a que el antigeno se encuenira en su forma glibosilada y por lo tanto tendria un
peso molecular ligeramente mayor.,

Para comprobar esto Gltimo, los lisados de LR4 se incubaron en presencia de 1a enzima
endoglicosidasa H capaz de digerir residucs de carbohidratos N-unidos entre residuos de N-
acetilglucosamina. Para los experimentos de digestion se partié de una pequelia cantidad de extracto
{otal, conformado por una compleja mezcla de proteinas. La placa de ipp de los extractos digeridos no
muestra diferencias entre jos controles sin enzima y los problema. Tampoco hubo diferencia entre los
sueros nomal e inmune (no mostrado). Una posible explicacion seria que se logro escalar el
experimento para trabajar con una mezcla da protelnas, por lo que la enzima pudo haber sido ocupada
para digerir una serie de proteinas imelsvantes. Podria ocurrir también que la diferencia de movilidades
se deba no a la presencia de residuos N-unidos sino O-unidos que no son reconocidos por la enzima
utilizada, o alguna otra modificacion postraduccional.

INMUNOPRECIPITACION DE EXTRACTOS TOTALES DE LINEAS DE CRIGEN T

Al precipitar ios extractos de tas lineas LR4, L5178Y y EL4.4, se obluvo el patrdn de
precipitacidn mostrado en la figura 12(b). Las bandas de 95 y de 42-43 kd detectadas en LR4 se
observan también, aunque con menor intensidad. Esta diferencia de intensidades de las bandas de 95
y 42-43 kd en LS178Y y Ei4.4 podria deberse a una menor incorporacion secundaria a una sintesis
mas baja, ya que para todos 08 experimentos se partié de la misma cantidad de proteinas o un nimeso
igual de com. Las bandas que se observan tenuemente en el carril de suero inmune se reconocieron
por ef suero preinmune al sobreexponer [a placa, por 1o que no se consideraron como especificas,

La intensidad de la banda de 86 kd de LR4 fue menor en estos experimenios pudienda ser
consecuencia de un alto recambio {ver adelante). Esta proteina(s) no parece{n) ser precipitada(s) a
partir de ios extractos de L5178Y nide EL4.4.



6e

Inmunoprecipitacion a partir de extractos celulares de Lineas de Origen T
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FIGURA 12. Inmunoprecipitacion de extractos totales de lineas celulares de origen T. A pariir de 200 il de exdracto "preaclarado” de
LR4 (a) (ver materiales y-métodos), se realizé una inmunoprecipitacion con suero inmune de conejo (Sl) o con suero normal (SN); el panel
(b) presenta una inmunoprecipitacion a partir de extractos de las lineas LR4, L5178Y y de EL4.4 en las mismas condiciones que en (a).

MP = marcador de peso.



CINETICA DE SINTESIS

Tomando en cuenta la alta actividad metabdlica de LR4, se pensé que se podrian detactar
diferencias en |a sintesis de proteinas antigénicas con pulsos radiactivos de duracién variable. Se
realizaron axperimentos de cinética de sinlesis de las proteinas a lo largo de diferentes intervaios y su
deteccion por inmunoprecipitacion.

En una fase inicial las células se cultivaron in vitro durante 24 hrs. Posteriormente se dieron
puisos de 15, 30, 60, 90 y 180 minutos con metionina{¥S]. La figura 13(a) muestra fa intensiiad de las
bandas de proteinas que incorporaron el aminadcido radiactivo. A los 15 minutos las proteinas que 50
encuentran sintetizéndosa mds activamente presentan altos pesos molecuiares. La intensidad de las
bandas marcadas aumenta al aumentar el tiempo del pulso, siende maxima a las 3 horas.

Se raalizd la precipitacion de los extractos obtenidos a diferentes tiempoes con los suercs
inmune y normal. La figura 13(b) musasira los resultados de estos experimentos. Para cada camil de
suero inmune hubo uno coltaspondiente de susro normal; sin embargo, Gnicaments se muestra ol de
180 minutos que es el de mayor iniensidad y que facilita la comparacion (el patrén de bandas es
similar en los casos no mostrados, unicaments es distinto en la intensidad de las mismas).

Se puede sugerir que los anfigenos de 95 y 42-43 kd sa sintetizan activamente debido que
pueden ser observadas con 15 minutos de pulso. Ambos aumentan su intensidad a medida aumenta el
tiempo de marcaje.

E! antigeno de 86 kd se observa también desde los 15 minutos de pulso, siendo alin mas
evidente que los otros 2. Se observa que aste antigeno se ha sintetizado mas a medida quo se
aumenta i tiempo de pulso, y llega a ser maximo a los 80 minutos. Su intensidad disminuye a los 180
minutos (3 hrs}, y aparece como una banda de tamalio ligeramente menor. Esto podiia sugerir que
esta proteina astd siendo sintetizada a gran velocidad, ya que puede ser visualizada con un pulso de
tan sélo 15 minutos, o gue en el suero inmune existe un gran nNimero de anticuerpos contra ella. £n
anteriores experimentos da ipp de extractos de LR4 marcados por 3 horas el aspecio de este antigeno
a5 muy similar al observado en este experimenta de cinética de sintesis, aumenta su concentracion y
disminuye con 3 horas de cultivo. Una probable explicacion seria que este antigeno sufre se un afto
recambio, sin embargo, al haber trabajado con cultives celulares asincrénicos no permite determinar
con exactitud el recambio reat de esta(s) proteina(s). Otra posibie explicacion seria que para ser
sintetizado este antigeno requiere de algin factor (Cisteina por ejemplo) que, daspués de 3 horas, se
agota en e medio de cultivo, por lo que deja de sintetizarse.
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Cinética de Sintesis: Marcaje Metabdlico & Inmunoprecipitacion de Extracto Total de LR4
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FIGURA 13. Cinética de sintesis. Fueron marcados metabdlicamente 5 diferentes cultivos de células LR4 a distintos tiempos de puiso del
aminoacido radiaciivo metionina {3581: 15, 30, 60, 90 y 180 minutos. Se obtuvieron los extractos totales incubando las células en solucidn
de lisis (NP40). (a) La fluorografia muestra el nivel de incorporacion del aminoacido a las proteinas de sintesis activa.

(b) Inmunoprecipitacion a partir de los extractos marcados a diferentes tiempos de pulso radiactivo. La precipitacion se realizé con suero
inmune de conejo (S1) y suero nomal (SN}, para cada carril de Si se llevé a cabo uno de SN aunque sélo se muestra el correspondiente a
180 minutos para la comparacion. MP = marcador de peso.
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PRECIPITACION CON SUERC ADSORBIDO

Una de las formas de detectar antigenos especificos de un tipo celular es eliminado los
anticuerpos inespecificos presentes en el suero inmune. Para el caso del suero de conejo anti LR4 se
detectd reactividad contra lineas de origen T preferentemente. Se pensé que al adsorber los sueros
normal e inmune con célutas L5178Y y EL 4.4 podrian ser visualizedos los antigenos expresados
unicamente por LR4.

Para lograr este propdsito se lievd a cabg e siguiente esquema de adsorcion de los sueros:

a) se incubaron 100 i de los sueras (en dilucion 1:100 en PBS) con 1 x 10° células de L5178Y toda la
noche 3 4°C

b} daspiés de recuperar los sueros por centrifugacion se incubaron nuevamente con 1 x 10° células
de L5178Y 1 hora a 37°C, 4 veces

¢) nuevamente s recuperaron 1os sueros y se incubaron en presencia de 1 x 10° células de EL4.4
toda la noche a 4°C

d) los sobrenadates se incubaron con 1 x 10° células de EL4.4 1 hora a 37°C, 4 veces mds.

La precipitacion utilizando el suero adsorbido revela una banda con un Rf de 0.39 {figura 14),
que coiresponde a 85 kd aproximadamente presente Unicaments en el inmunoprecipitado de extracto
de LR4 con suero inmune. Este resultado concuerda con los datos de precipitacion con los sueros sin
adsorber. En la figura 12(b), en el camil de suero nommal se pueden obsesvar bandas de muy poca
intensidad qua fuaron eliminadas con la adsorcion (fig. 14). En el caso de la precipitacion con suero
inmune practicamerile se logré eliminar la reactividad contra L5178Y y EL4.4, manteniéndose
unicamenta para el antigeno de 85 kd en LR4, La movilidad relativa de esta banda y su peso molecular
s0N fuy similares a los detectados para el antigeno de 86 kd observado en precipitaciones cor suerc
sin adsorber a partir de extractos {otales, por o que puade sugerirse que se trata de la misma
protaina(s).

Debido a que para todos los experimentos de precipitacion de este tipo se panti¢ de exiractos
fotales marcados no as pasible conocer la localizacion celular de los antigenos detectados, por lo que
podrian encontrarse tanto infracelularmente como a nivel de la membrana plasmatica.

En la tabla No. 6 se resumen Jos datos obtenidos de 10s experimentos de inmunoprecipitacion
de extractos marcados metabdlicamente:
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FIGURA 14. Inmunoprecipitacién de lineas de origen T con suero absorbido. Se llevb a cabo la absorcién de los anticuerpos contra
antigenos compartidos entre las fineas celulares L5178Y y EL4.4, por incubacién con las células complstas (ver texto). El suero obtenido
fue utilizado para ef ensayo de inmunoprecipitacion (pane! b) a partir de los extractos totales, marcados durante 90 minutos (panel a). Para
llevar a cabo la inmunoprecipitacion se tomaron 200 cpm en los extractos de cada linea celular. MP = marcador de peso.



TABLA No. &
ANTIGENOS DETECTADOS MEDIANTE MARCAJE METABOLICO

Linea Celular 95 kd 86 kd 4243 kd
LR4 + + ++
t5178Y + - +

EL4.4 + - +




ANTIGENOS MEMBRANALES

MARCAJE DE PROTEINAS DE MEMBRANA SOBRE CELULAS COMPLETAS VIVAS

La linea celular LR4 carece de moléculas clase 1 y It det CPH, por fo que [a infunidad celular
Gue pudiera mediar el reconociendo de antigenos intracelulares se encuentra bioqueada. Debido a que
los anticuerpos reconocen a los antigenos al nivel de la membrana plasmdtica, nuestra hipdteais
plantsa que la localizacién celular de los antigenas relevantes de LR4 es ia superficie celular.
Tomando esto en cuenta, se decidi6 trabajar con las fracciones membranales para ia identificacion de
antigenos a este nivel.

Como primer enfoque para la deteccion de antigenos de ia membrana se lievd a cabo e
marcaje de la superficie de las lineas LR4, L5178Y y de EL4.4 con yodo radiactiva (Na['>1) (ver
materiales y métodos). En estos ensayos se marcaron [a células vivas, y ef andlisis bioguimico se hizo
a partir de exiractos totales.

En la figura 15 se obsetva que el suero inmune de conejo es capaz de reconocer tanto en
extractos de LR4 como de EL4.4 una proteina con una movilidad relativa que vanié en los distintos
experimentos entre 0.43 y 0.46, que comesponda aproximadaments a 80-84 kd. Adands, se detectd
una proteina de alto paso molecular (Rf = 0.20 y 150 kd) en &l carril de suero inmune en el extracto de
EL4.4. Sin embargo, esta banda, como se explicard mas adelants, no parece ser un antigeno
membranal debido a que en precipitaciones de fracciones membranales no es reconocida, por Jo que
se piensa que durante el proceso de marcaie pudiera haber sucedido alguna incorparacion del yodo
obteniéndose marca en algunos componentes intracelulares, coma éste. £n estos ensayos el suero
normal no precipitd ninguna proteina marcada reforzando la especificidad de las bandas detectadas
por el suero inmune,

La diferencia de intensidad de la banda de 80-84 kd que pudiera corresponder al mismo
antigeno en LR4 y £L4.4, podria reflejar una mayor expresidn por parte de EL4.4. No se ha
determinado si estos hallazgos son ia causa de las diferencias detectadas entre LR4y EL4.4 a
diluciones altas (1: 1000} en los experimentos de IFI. Ninguna de las bandas detectadas en 1as lineas
celulares LR4 o EL4.4 fue identificada en L5178Y. Una posible explicacién podria ser que L5178Y no
expresara las moléculas presentes en las lineas EL4.4 y LR4,
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Inmunoprecipitacion de extractos totales de
lineas de origen T, marcadas con Na [™I]
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FIGURA 15. Inmunoprecipitacién de extractos totales de lineas de origen T. Las membranas
celulares de las lineas LR4, L5178Y y £1.4.4 fueron marcadas isotopicamente con Na['®l) mediante la
reaccion de iactoperoxidasa. Los exiractos fotales se obtuvieron por incubacion en solucion de lisis
{NP40). A partir de éstos se realizd la inmunoprecipitacion con los sueros normal (SN) e inmune (S) de

congjo, MP = marcador de peso.
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MARCAJE DE PROTEINAS AISLADAS DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Para los experimentos de marcaje de ias proteinas de membrana sobre las céiulas completas
deben considerarse diferentes aspectos para realizar una adecuada manipulacién que permita obtener
la mayor marca de los componentes de la superficie sin permitir que sean adicionados radicales
radiactivos a las proteinas intracelulares. Se debe tener cuidado en evitar que las células comiencen a
morir y de esta forma se pierda la impermeabilidad membranat y se marquen antigenos intracelulares.
Ademas, la manipulacidn puede llegar a producir sefiales de astrés a las células que responden
intermaiizando antigenos, afectando el marcaje de moiéeulas raievantqs.

Para evitar estos inconvenientes se decidié trabajar con las profeinas membranales al aislar
estas fracciones en primer lugar. La purificacion de las membranas celuiares se realizé por choque
osmitico de las células y separacion da los componentes del citoplasma por centrifugacion (ver
materiales y métodos),

Comao control de obtencién de proteinas membranales, se cuantifico la actividad de la 5'-
nuclectidasa (Shin, 1975; Chatleres, 1976; Thom, 1977). Los valores registrados en preparaciones
membranales de ias lineas LR4, L5178Y y £EL4.4 fueron 8, 7 v 12 veces mayores a las que se
encontraron en el citoplasma (figura 16). Para el caso de fas células del timo de ratones C57BLSJ
también se obluvo una relacion de actividad membranalcitoplasma del orden de 7, sin embargo, la
actividad de estos compartimientos en estas células fue menor respecto a la de las lineas celulares.
Una causa probable para este fendmeno es que las membranas se obtuvieron inmediatamente
después de extirpar el timo, situacin en la que las células no se encuentran activadas.

La figura 17(a} muastra |a autorradiografia del patrén de incorporacion del yodo a las proteinas
membranales de LR4. La figura 17(b) muestra que después de inmunoprecipiter, solamente la banda
de 84 kd se reconocié por el suero inmune de conejo. Esta banda tiene una movilidad electroforética
similar a la detectada en los experimentos mostrados en {a figura 15, por fo que suponemaos que se
trata del mismo antigeno.

En un ensayoc equivalente, en el que se incluyeron las lineas L5178Y, EL4.4 vy timocitos de
ratones C57BL/G) {figura 18{a)) se obtuvo un patrén de incorporacién similar en todos los casos. A
partir de estas preparaciones se inmunoprecipitd con los sueros normal @ inmune. El suero inmune
permitié identificar una banda de igual movilidad eleciroforética (0.44) en los carriles de LR4 y EL4 4
{figura 18(b)). Este experimento confirma lo observado al precipitar los extractos celulares totales (fig.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA 5 NUCLEOTIDASA
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FIGURA 16. Actividad enzimética §"-nuclectidasa. Se obtuvieron las membranas de las célufas LR4,
L5178Y, EL4.4 y timocitos de ratones C57BL/SS como se explica en materiales y métodos. A las
fracciones de membranas y citoplasma les fue cuantificada la actividad de la enzima 5'-nucleotidasa
como control. La gréfica representa e promedio de 2 experimentos por duplicado.




6

Marcaje e inmunoprecipitacion de proteinas aisiadas de membranas celulares de LR4
marcadas con Na [*1]
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FIGURA 17. Marcaje e inmunoprecipitacion de proteinas aisladas de membrana de LR4. (a) De las fracciones colectadas y
concentradas de membranas de LR4 se tomaron diferentes volumenes de muestra para la electroforesis (SDS-PAGE 7.5%). El patrén de
incorporacion muestra una serie de bandas de pesos moleculares por arriba de los 50 kd. (b) Con los sueros normal e inmune se llievd a
cabo una inmunoprecipitacion a partir de las preparaciones de proteinas aisladas de la membrana de LR4, utilizando los sueros normal
{SN) e inmune (81} de conejo. La marca (*) en 0.46 indica el Rf correspondiente a la banda sefialada. MP = marcador de peso.
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Marcaje e Inmunoprecipitacion de proteinas aisladas de membranas celulares de
diferentes lineas de origen T marcadas con [*]
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FIGURA 18. Marcaje e inmunoprecipitacién de proteinas aisladas de membranas de lineas de origen T y timocitos de ratones
C57BLI6J. Se ajustd la concentracion de proteinas a 1 mg/ml y se marcd con 100 uCifmi con Na(["i]. €l yodo no incorporado se eliminé
por cromatografia (ver materiales y metodas). Las fracciones de proteinas concentradas se separaron en geles (SDS-PAGE 7.5%). (a) Se
muestra el patron de incorporacion a las diferentes lineas celulares (LR4, L5178Y y EL4.4) y a las células normales del timo de ratones

B6. {b) Se realiz6 la inmunoprecipitacién con suero normal (SN) e inmune (SI) para cada tipo celular partiendo de 200 cpm de cada
muestra. MP = marcador de peso. !




15), donde se habia determinado la carencia de reactividad con las membranas de L5178Y, y se
identificd un antigeno de movilidad semejante en LR4 y EL4.4. Las células normales del timo de
ratones C57BL/SJ no presertaron reactividad baio estas condiciones experimentales.

El heche de no haber detectado ninglin antigeno en células def timo de ratones C57BLS) es
importante porque: a) pudiera ser que e} antigeno identificado en LR4 fuera un antigeno tumoral que
por lo tanto, no se expresa en células normales, aunque no se pudo llevar a cabo el andlisis a partir de
células de! timo de ratones susceptibles (BALB/c); b) el que £L4.4. lo exprese piliera deberse a que
durante Ia transformacion maligna se permiti6 |a axpresion de este gen; ¢) si el antigenc de EL4.4 s el
mismo que en LR4 entoncas no podria ser el responsable del rechazo por parte de los ratones
C57BL/8J de LR4; y d) si lo anterior es cierto, entonces podria tratarse de un antigeno diferente o bien
de una forma alélica que los ratones C57BL/6J no reconocen en EL4.4 y si en LR4,

La tabla no. 7 resume los datos cbienidos al analizar los componentes de las membranas de
diferentes tipos celulares:

TABLA NO. 7
ANTIGENOS DETECTADOS MEDIANTE MARCAJE CON %
DE CELULAS COMPLETAS O PROTEINAS DE MEMBRANAS AISLADAS

Tipo celutar 150 ka 80-84 i
LR4 - +
L5178Y - S
EL4.4 + +
Timocitos C57818J - -
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ANALISIS DE PROTEINAS NO MARCADAS

Una técnica empleada en este trabajo para el anélisis de antigenos no marcados
radiactivamente fue la de slectrotransferencia, que permite detectar moléculas cuya naturaleza
no sea necesariamente proteica, a diferencia del marcaje con metionina o yodo radiactivos.

Las condiciones experimentales dptimas para este tipo de ensayos fueron; 30 Mg de
proteinas por carril, dilucion de los sueros de 1:560 - 1:10,000 en tas que hubo reconocimiento
especifico respecto al control. Las dikiciones empleadas en los experimentos mostrados
fueron 1:1000 y 1:2000.

A partir de extractos totales de LR4 se logré el reconocimiento de una banda
antigénica de aproximadamenite 142 kd y una de menor intensidad de 116 kd (figura 19).

En el caso de exiracios obtenidos de L5178Y y de EL4.4 |a banda de 142 kd fue poco
intensa, 1o que sugiere que se encuentra en menor concantracion en las lineas L5178Y y en
£L4.4 0 es un antigeno que esta sabreexprasado en LR4. La banda de 116 kd no se detactd
en L5178Y ni EL4.4.

Se quiso saber si los antigenos reconocidos en los extractos de fas lineas ceiulares se
encontraban también presentes en las células normales de ratones susceptibles y resistentes
al tumor. Para lo cual se realizé un experimento equivalente a partir de células del timo de
ratones BALB/b y C57BL/BJ. La figura 20 muestra los antigenos identificados por los sueros
normal, inmune e inmune adsorbido en los timocitos, En Jos carriles corespondientes al suero
inmune y al suerc inmune adsorbido para fas células de ambas cepas de ratones se observan
tres bandas antigénicas de 154, 135y 111 kd, de las cuales unicamente la de 135 kd parece
ser especifica debido a que ias atras 2 presentan reaccion también en presencia det suero
normal. €l hecho de no haber detectado diferencias entre el suero inmune y ¢l suero inmune
adsorbido podria deberse a que Jas células de L5178Y y EL4.4 carecen del antigeno de 135
kd o que lo expresan en bajas cantidades por lo que !a adsorcion pudo haber sido insuficiente.

En ninguno de los casos de os timocitos analizados se logré la identificacion de
antigenos de pesos simiiares a los detectados en LR4 por lo que podria pensarse quela
expresién de ias proteinas identificadas en la linea celular es consecuencia de (a
transformacién matigna.
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FIGURA 19 Inmuno blot de lineas celulares de origen T. A partir de cultivos in vitro de 24 h se
realiz6 Ia lisis por incubacién en solucién de NP40 de las lineas LR4, L5178Y y EL4.4. Se colocaron 30
Ug de proteinas en gel para electroforesis (SDS-PAGE 7.5%) y electrotransferencia a membranas de
nitrocelulosa. Se incubd en presencia de los sueros normal {SN) e inmune (S1) en dilucién 1:1000 y se
reveld por oxidacion de DAB en presencia de HRP v H,0,. MP = marcador de peso.
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FIGURA 20. Inmuno blot de células del timo de ratones BALB/MD y C57BLJEJ. Se extirparon los
timos de ratones BALB/b y C578BL/8J, y las células obtenidas por disgregacion mecanica se incubaron
en solucidn de lisis (NP40). Se colocaron 30 g de proteinas en gel para electroforesis (SDS-PAGE
7.5%) y electrotransferencia a membranas de nitrocelutosa. Las membranas fueron incubadas con los
sueros normal (SN), inmune {S1) e inmune adsorbido (S1A) a dilucién 1:500.

MP = marcador de peso.



Se ha reportado que las células del timo de ratones BALB/b son capaces de inmunizar
a ratones C57BL/GJ contra un reto de LR4, por lo que se esperaba encontrar al menos una
banda en comun para los timocitos de BALB/b y LR4. Debido a la ausencia de antigenos en
comun, podria sugerirse que las proteinas de 142 y 116 kd identificadas en LR4 no son [as

responsables del rechazo por parle de los ratones resistentes al tumor.

Sin embargo, alm cuando no se puede afirmar que los antigenos reconocidos por el
antisuero en LR4 sean relevantes en el rechazo, podria tratarse de antigenos imporiantes en
la fisiologia de LR4. Aungue no se descarta que os mismos antigenos puedan ser también
expresados en las células normales en condiciones distintas. Esto es posible debido a que las
células normales fueron lisadas inmediatamente después de la extirpacion de los timos,
situacion en la cual la mayor parte de las células no se encuentran activadas ni en
proliferacion,

Un aspecto importante de! antigeno de 142 kd identificado en LR4 es que, aln cuando
no parece ser un antigeno tumoral, si parece expresarse Gnicamente en esta linea al
compararla con L5178Y y EL4.4, por lo que podria ser considerado como propio de LR4.

ANALISIS DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA CELULAR

Se aislaron las proteinas membranales de las lineas LR4, L5178Y y de EL4.4, de igual
forma que se hizo para los ensayos con yodo radiactivo, para ser analizada en experimentos
de electrotransferencia. En estos ensayos se incluyeron también las fracciones citoplasmaticas
de todas las lineas.

En la figura 21 se observa un ensayo tipico obtenido al incubar membranas de
nitrocelulosa transferidas con antigenos membranales y del citoplasma de las lineas celulares
de origen T. Debido a que las fracciones se enriguacieron con las proteinas de los dos
compartimentos celulares, se requirieron cantidades menores de proteina para obtener bandas
muy intensas de reconocimiento, aun con diluciones mayores del susro inmune (10 yg de
proteinas por carril y dilucién del suero 1:2000). Este tipo de ensayos reveld 2 antigenos
reconocidos claramente en las membranas de todas las lineas celulares: de 76y 113 kd. Un
antigeno de 121 kd fue reconocido también con gran intensidad en las membranas de LR4 y
EL4.4 y débilmente en L5178Y. Fue detectade al mismo tiempo un antigeno de 167 kd en las
membranas de L5178Y y de EL4.4 y se encontré ausente en LR4.
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FIGURA 21. inmuno biot de proteinas de fracciones membranales y citoplasmicas de lineas celulares de origen T. Se obtuvieron las
fracciones membranales y citoplésmicas de las lineas LR4, L5178Y y EL4.4 como se explica en materiales y métodos. Se colocaron 10 ug de
proteinas en gel para electroforesis (SDS-PAGE 7.5%) y elecirotransferencia a membranas de nitroceluiosa. Se incubd en presencia de los
sueras normal (SN) e inmune (SI) a dilucicn de 1:2000. MP = marcador de peso.



TABLA No. 8
ANTIGENQS DE EXTRACTOS TOTALES DETECTADCS

POR WESTERN BLOT
Tipo Celular 154 kd 142 kd 135 kd 116 kd
LR4 - ++ - +
L5178Y - - - -
EL4.4 - - - -
Timocitos BALB/b + - + -
Timocitos C57BL/6J + - + -
TABLA No. 9
ANTIGENOS MEMBRANALES DETECTADOS
POR WESTERN BLOT
Linea Celular 167 kd 121 kd 113 kd 76 kd
LR4 - ++ + 4
L5178Y + + + 4
Et4.4 + ++ + +++

La presencia de un mayor nimerc de antigenos reconocidos en las fracciones
citoplasmicas y membranales aisladas en comparacién con los observados en los extractos
totales podria ser consecuencia def enriquecimiento de antigencs en cada fraccion.
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o CONCLUSION

Mediante el presente trabajo se ha intentado indagar sobre Ia naturaleza antigénica de
la linea celular LR4. El empleo de distintas 1écnicas permitieron la deteccion de una serie de
antigenos presentes en las lineas LR4, su linea parental L5178Y y la linea H-2b, EL4.4 (tabla
10). Sin embargo, 1a proteina(s) de 86 kd identificada por el suero inmune de conejo,
previamente adsorbido en células de L5178Y y EL4.4, se identificd como especifica de ia linea
LR4. La expresion, aparentemente exclusiva, del antigeno de 86 kd en LR4 abre la pasibilidad

de que pudiera corresponder a un antigeno tumoral, capaz de ser reconocido por la cepa de
ratones C57BL/GJ resistentes al tumor.
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TABLA No. 10
RESUMEN DE ANTIGENOS DETECTADOS EN
CELULASDE ORIGEN T
Técnicade  Marcaje metabdlico Marcaje con iamuno biot
deteccion yodo 125
Tipo Celular 95kd 86kd 4243 150kd BO-B4 154 kd 142kd 135kd 116 kd 167 kd 121 kd 113 kd 76 kd
kd kd
LR4 + + ++ - e - ++ - + - ++ + 4+
L5178Y + - + - - - - - - +* + + e
EL4.4 + - + + + - - - - + +4 + Faras
Timecitos ND ND ND ND ND + - + - ND ND ND ND
BALB/D
Timocitos ND ND ND - - + - + - ND ND ND NO
C57BL/6J

ND = no determinado



APENDICE

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Amortiguador de fosfatos (PBS): NaCl 150 mM, KCi 2.6 mM, Na;HPO, 8 mM, KH,PO, 1.4
mM, pH 7.2.

Amortiguador de lisis de giébulos rojos (ACK): NH,C! 166 mM, Na,EDTA 19 mM, KHCO,
85 mM

Medio de cultivo RPMI 1640: Medio 10.4%, dextrosa 2.5%, NaHCO, 2%, SFB 10%, piruvato
de sodio 1 mM, aminodcidos no esenciales 0.1 mM, sulfato de estreptomicina 100 ug/mi,
fungizone {anfotericina B 250 ug/ml, desoxicolato de sodio 205 pg/ml), pH 7.2. Se esterilizé por
filtracién a través de membranas de 0.22 micras.

Medio de cultivo RPMI 1840 libre de metionina y cisteina suplementado: SFB 10%,
piruvato de sodio 1 mM, aminoécidos no esenciales 0.1 mM, fungizone (anfotericina B 250
Hg/mi, desoxicolato de sodio 205 pg/mi), estreptomicina 100 pg/ml, glutamina 300 mg/l. Se
esterilizo por filtracion a través de membranas de 0.22 micras.

Amortiguador de lisis: NP40 1%, NaC! 150 mM, trietanclamina 10 mM, yodoacetarnida 10
mM, PMSF 1 mM, aprotinina 0.5 ug/mi, pepstatina 1ug/ml, pH 7.8.

Reactivos de la Determinacién de Proteinas (Lowry)

Solucién de cobre tartrato: CuSO, 6.2 mM, tarirato de sodio y potasio 9.5 mM, Na;COs 0.2 M
Reactivo de fenol 20%

SDS 5%

NaOH 0.8 M

Reactivos para Inmunoprecipitacién

Solucién Tris-NaCl-azida de sodio (TSA): Tris-Cl 10 mM, NaCi 0.14 M, NaN; 0.025%, pH 80
Solucién de Tris: Tris-Cl 50 mM, pH 6.8

Solucién fijadora para geles: Metanol 25%, &cido acético 7%

Solucién para impregnar geles (fluorografia): PPO 15% en DMSO

Solucidn para secar geles: Acido acélico 7%, glicero! 10%

Reactivos para Purificacién de Membranas Plasmdticas

Solucion de cosecha; Acido bérico 50 mM, NaC! 150 mM, MgClL, 1 mM, CaCl; 1 mM, pH7.8
Solucion de extraccion: Acido bérico 20 mM, Na,EDTA 0.2 M, pH 10.2

Solucién de boratos: Acido bérico 0.5 M, pH 10.2

Solucion salina de fosfatos: NaCl 137 mM, KC12.7 mM, CaCl, 0.9 mM, MgCl- 0.49 mM,
KH:PO, 1.47 mM, Na;HPO,0.84 mM, pH7.4a 7.8

Kit para Actividad 5-ND
Reactivo 5'-ND: AMP 3.2 mM, NADH 0.2 mM, 2-oxoglutarato 3.7 mM, GLDH (bovina) 11000
U/L, ADA (bovina) 400 U/L, en amortiguador de glicerot-2-fosfato

Reactivos para Westem-blot

Solucién de electrotransferencia: Tris-Cl 25 mM, glicina 144 mM, metanol 20%, pH 8.3
Solucién de bloqueo: BSA 3% en PBS

Solucién de dilucién: BSA 1%, Tween 20 0.2% en PBS

Solucién de lavado: Tween 20 0.2% en PBS

Sustrato: DAB 0.5 mg/ml, H,0, 5 ui/10 ml en PBS
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