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Resumen El tumor LB se orgind como una leucemia linfoide de origen espontdneo. No

es inmunogénico y crece rdpidamente en el huésped singeneico infiltrando hi-
gado, bazo y ganglios linfaticos. A partir del tumor original se obtuvo la linea en cultivo
LBC, que crece en suspensidn, no requiere del agregado de factores de crecimiento y
presenta un nimero modal de cromosomas igual al patrdn normal de ratén. La caracteri-
zacidn fenotipica de las células LB y de la linea en cultivo demostrd que ambos tipos ce-
lulares estan constituidos por linfocitos T, CD3, CD25¢, gp 70, J22d.2*, que expresan
antigenos del CMH de clase | pero no de clase |, CDB* y CD4 en el tumer original perc
D4 en la linea celular. Esta Gltima fue capaz de inducir una respuesta inmune en &l
huéspad singeneico, mediada por anticuerpos que reaccionaron contra componentes de
peso molecular 14, 16 y 27 kDa presentes en las células tumorales y en timocitos pero no
en ganglios normales, y por células citotdxicas, efectivas para retardar el tiempo de muene
de los ratones desafiados con el tumor original LB. Por ELISA se pudo comprobar la pre-
sencia de receplor soluble de IL-2 en los sueros, ascitis y sobrenadantes de células LB
en cultivo, responsable del efecto inhibitorio de la proliferacion tumoral. Las células LB
fueron estimuladas por agregado de IL-2 e inhibidas en presencia de un anticuerpo
monoclonal especifico para IL-2, demostrando la funcionalidad del receptor. Por RT-PCR
se puso en evidencia la presencia de ARNm de IL-2 en las células tumorales, confirman-
do que éstas sintetizan IL-2. Se realizd una triple transfeccion de las células LBC con los
genes que codifican para las cadenas a y P de las moléculas |-A” y el gen pSV2-Neo, que
confiere resistencia al antibidlico Genetecin, y se obtuvieron 3 clones positivos para |-A".
Par inoculacién de estas células se generaron linfocitos T citotdxicos que fueron efectivos
para impedir o retrasar significativamente el desarrollo tumaoral. En funcidn de estos re-
sultados postulamos que la expresidn de antigenos de clase |l sobre la superficie celu-
lar le confiere a la célula tumoral la capacidad para actuar como célula presentadora de
antigenos, generando una respuesta anti-tumoral mas eficienta,

El cancer se origina como consecuencia del
crecimiento descontrolado de la progenie de una
célula transtormada. La induccién de una respues-
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ta inmune selectiva y especifica contra las célu-
las tumaorales que no afecte a las células norma-
les, podria proporcionar una forma de controlar
aste proceso. Numerosos modelos animales han
sido utilizados para lograr estos objelivos, basa-
dos en el intento de lograr una mayor eficiencia
en los macanismos efectores basicos de la res-
puesta inmune adaptativa, es decir aumentar la
produccién de anticuerpos y generar la produccion
de linfocitos T (LT) citotdxicos espeacificos.
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Los tumores experimentales inducidos por vi-
rus, asi como por agentes fisicos o quimicos, son
capaces de inducir una respuesta inmune en el
huésped singeneico. Por esta causa, han sido uti-
lizados como modelo para el estudio de la
inmunogenicidad y la caracterizacién de antige-
nos asociados a tumor™. Contrariamente, los tu-
mores espontaneos son generalmente débilmente
o no inmunogénicos®®. La similitud entre ciertos
tumores humanos y los tumores experimentales
de origen espontanec llevd a que estos ditimos
fueran utilizados como modelo para tralar de ex-
plicar los mecanismaos involucrados en las
interacciones entre el tumaor y el sisterma inmune
del huésped”.

El tumor denominado LB se origing como una
leucemia linfoide de origen espontédneoc, en un ra-
tén macho de 6 meses de la cepa BALB/c, en &l
Bioterio de la Seccion Medicina Experimental de
la Academia Macional de Medicina (Buenos Aires)
y s& mantuvo y sigue manteniéndose por pasa-
jes subcutaneos (tumor sdlide) o intraperi-
toneales (tumor ascitico) en animales singe-
neicos.

Los primeros trabajos realizados con este tu-
mor en el laboratorio donde se origing, pusieron
en evidencia su agresividad, su aumento de ta-
mafo in situ y su capacidad para infiltrar higado,
bazo y ganglios linfaticos. Extractos celulares
oblenidos a partir de las células LB fueron inca-
paces de inducir un proceso maligno en ratones
BALBE/c de 1 mes, sugiriendo la ausencia de un
virus relacionado con esta leucemia. Ademas, se
puso en evidencia su incapacidad para producir
inmunidad de transplante® asi como su efectivi-
dad para desarrollar resistencia concomitante de
origen no inmunalégico®.

En nuestro laboratorio, comenzamos esludian-
do la presencia de anticuerpos y otros mediado-
ros solubles en el suero de los ratones portado-
res del tumor, asi como la capacidad de extrac-
tos y fracciones aislados de la membrana celular
para inducir una respuesta inmune. Pudimos de-
mostrar la ausencia de anticuerpos especificos en
el suero y en el fluido ascitico de los ratones por-
tadores de tumor. Por inoculacion de ratones
BALB/c con células LB irradiadas o tratadas con
Mitomicina C no se pudo inducir una respuesta
inmune celular aunque =i se desarrolld una res-
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puesta humoral con bajo titulo de anticuerpos,
que fue ineficiente para proteger contra el desa-
fio realizade con células tumorales viables'. Sin
embargo, la respuesta inmune contra ofros
antigenos T dependientes (GRC) fue normal™ .
Tanto en el suero como en el liquido ascilico de
los ratones portadores del tumor, evidenciamos
la presencia de un factor que inhibid tanto la pro-
liferacién in vitro de las células tumorales como
la respuesta linfoproliferativa, inducida por Con A,
de esple-nocitos normales murinos'™. A su vez
Ruggiero y col. demostraron la presencia de un
factor inhibitorio de bajo peso molecular en el
suero de ratones portadores del tumor, gue
inhibié la proliferacién in vitro de células endo-
teliales y fibroblastos, y también la adhe-sividad
y fagocitosis de macréfagos. Esta actividad fue
proporcional al volumen tumoral y a la inlensidad
de la resistencia concomitante generada por este
tumor'* . Recientemente, Franco y col. describie-
ron que esta actividad era ejercida por dos frac-
ciones séricas relacionadas con la inmunidad con-
comitante, presentes tanto en tumores inmuna-
génicos como no-inmunogénicos'®,

Cuando realizamos la caracterizacion fenoti-
pica de las células del tumor LB por citomelria
de flujo (FACS), pudimos demostrar que la
leucemia LB esta constituida por linfocitos T que
no expresan el marcador gp70 ni el CD4 pero si
el CD8, presentando como caracteristicas de in-
terés la expresion de la cadena a del receptor de
interleuquina 2 (IL-2R), marcador CD25, en for-
ma constitutiva, la presencia de antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de
clase | pero no de clase ||, y la ausencia del mar-
cador CD3". Algunas de estas caracteristicas in-
dicarian que la transformacion maligna habria te-
nido lugar en una etapa temprana del procesc de
maduracion de estos LT, previo a la expresion del
receptor de reconocimiento antigénico. Ademas,
la incapacidad para generar sincicios en presen-
cia de una monocapa de células XC demostrd que
las células LB no liberaban particulas virales al
medio de cultivo, hecho que sugeria la ausencia
de virus en la induccién de esta leucemia.

Posteriormente, se puso en evidencia que las
células tumorales LB expresan moléculas de ad-
hesidn, entre ellas la integrina LFA-1 (CD18/
CD11a) y el marcador CD44. Estas moléculas
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nes y particulares con respecto al tumar ariginal,
tal como se muestra en la Tabla 1. Como puede
observarse, durante &l establecimiento de la linea
celular e habria seleccionado una subpoblacion
menos diferenciada que expresa ambos marca-
dores, CDB y CD4 (el CD4 esta ausente en el
tumaor original), y posee mayor densidad de mo-
|&éculas Jd11.2, marcador de células inmaduras.

En ensayos de proliferacién in vitro las célu-
las LBC, en forma similar a las del tumor LB, fue-
ron estimuladas por los mitégenos Con A y PHA
pera no por LPS, hecho que es |dgico ya gue tanto
las células del tumor como las de la linea celular
darivada de éste estan consituidas por poblacio-
nes de linfocitos T. Por tratamiento con diferen-
tes citoquinas o factores de crecimiento se oblu-
vieron los siguientes resultados: lanto los interfe-
rones (INFs) gamma como la mezcla de o + i
inhibieron la proliferacién, mientras que, como se
observa en la Fig. 2, la IL-2 y la insulina estimu-
laron el crecimiento celular, siendo este efecto
mas marcado sobre las células del tumor origi-
nal LE que sobre la linea en cullivo.

Para analizar si las células LBC, adaptadas a
crecer in vifro, eran capaces de inducir una res-
puasta inmune, se inocularon ratones BALB/c con
celulas LBC irradiadas (LBCi). Eslas células, a
diferencia de las del tumor original, fueron
inmunogénicas. Se obtuve una respuesta inmune
humoral y una respuesta celular efectiva para re-
tardar el tiempo de muerte de los ralones desa-
fiados con el tumer LB (10 dias contra 20 dias
para una dosis desencadenante de 10° células/
raton). La especificidad de los anticuerpos gene-
rados fue analizada por inmunoblotting, y pudimos
demaostrar que éstos reaccionaron contra compo-
nentes de peso molecular 14, 16 y 27 kDa pre-
sentes en las células tumorales y en timocitos
narmales pero no en ganglios linfaticos normales
(Fig. 3). Estos componentes corresponderian a
antigenos de diferenciacién celular y son diferen-
tes de los descriptos por Stock y Naor, los que
purificaron una proteina inmunogénica de peso
molecular 64 kDa a partir de linfoblastos noma-
les y de células LB3 obtenidas a partir de un cué-
tivo de células LB de 3 semanas®.

Para poner en evidencia la presencia de LT
citotdxicos, los esplenocitos obtenidos de ralones
inmunizados con células LBCI fueron incubados
con las células blanco marcadas con *'Cr. Estos
revelaron una actividad citotdxica significativa
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contra las células LBC, a dierencia de los resul-
tados obtenidos inmunizando con el tumar LBi. en
que no se obtuvo respuesta™.

Con el objeto de determinar las caracleristicas
¥ la funcién del factor sénico modulador de la pro-



Fig. 3.- Wastemn blotting de extractos de células LB, LBC,
timocitos (T) y células de ganglio (G) de ratones nor-
malas BALB/c incubados con suero anti-LBC o suero
normal (dilucion 1/50) y revelados con un suero ant-
Ig@ de ratdn marcado con biotina y un conjugado de
estroptoaviding peroxidasa.

§feracion celular descripto previamente, s profun-
dizéd su estudio. Se determinéd que la actividad
inhibitoria se ejercié no sdlo sobre la proliferacion
de las células tumorales sino también sobre la
blastogénesis inducida por diferentes mitégenos
en linfocitos singeneicos y alogeneicos normales,
sobre la estimulacion alogeneica en un cultivo
mixto linfocitario, la proliferacién de linfocitos es-
pecificos gengrados contra un determinado
antigeno y la generacion de LT citotdxicos.

Demostramos que las células tumorales fue-
ron las responsables de producir esta inhibicin
ya que también se la encontré en los medios con-
dicionados obtenidos del cultivo in vitro de célu-
las LB (SCLB) previamente depletadas de ma-
crofagos. Este efecto fue citostatico pero no
citoldxico descartdndose, ademads, la participacion
de prostaglandinas.

Por reaccionas de ELISA utilizando anticuer-
pos monoclonales (Mabs) especificos pusimos en
evidencia la presencia de receptor soluble de IL-
2 (slL-2R) cadena o en los SCLB. Mediante un
ensayo de captura ulilizando el Mab 7D4 pudimos
demosirar que el responsable del efecto inhibito-
rio presente en los sobrenadantes de cultivo de
las células LB era la cadena a del siL-2R*. (Fig.
4). Mediante técnicas de inmunoprecipitacion y
PAGE delerminamos gue el PM del receptor so-
luble liberado por las células tumorales era de 50
kDa (Fig. 5). Estos resultados se suman a la de-
mostracién previa de la expresion en forma cons-
titutiva de la cadena o« del IL-2R sobre la mem-
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Fig. 4.~ Efecto de la captura de la actividad inhibitoria da
los SCLB mediada por el Mab 7D4. Diluciones de dis-
tintos SCLB fuaron somelidos a un ensayo de captu-
ra utilizando el MAB 7D4 (especifico para la cadana
a del IL-2R) o un Mab irrelevante como control de
isofipo. Luego de 4 h de incubacion, se cultivaron 5 x
10" células LB/ml en presencia de 25% de los
sobrenadantes de cultivo previamente sometidos al
ensayo de captura. La incorporacion de timiding tritiada
so determind luego de 48 h de incubacion. Los resul-
tados represantan &l promedic de cuadruplicados ax-
presados en cpm = 105

brana celular y a la presencia de "**|-sIL-2R en los
sobrenadantes de cultive de las células LB pre-
viamente marcadas con '*l, indicando que este
es liberado por protedlisis de los receplores ex-
presados sobre la superficie celular. Nuestros re-
sultados son concordantes con los descriptos por
otros autores que demostraron que el IL-2R pue-
de ser liberado en forma soluble no sélo por
linfocitos T y B activados sino también por cier-
tas lineas tumorales®™, y este receptor soluble
es capaz de ejercer su efecto inhibilorio sobre la
proliferacién celular dependiente de IL-2%.

Por agregado de IL-2 recombinante murina se
revirtié el efeclo inhibitoric que ejercieron los
sobrenadantes de cullivo de las células LB sobre
la proliferacion de linfoblastos preformados, su-
giriendo que el sIL-2R actuaria capturando la IL-
2 libre y de esta manera, impidiendo la unién de
esta citoquina al receptor de membrana. Otros
autores demostraron que el sIL-2R retiene la ca-
pacidad de unirse a la IL-2 y postularon que po-
dria tener un rol inmunomodulatorio, ya sea
inhibiendo reacciones de generacién de LT
citotdxicos dependientes de II-2 o de activacion
de LT colaboradores™=.

Para comprobar si los receptores de IL-2 ex-
presados constitutivamente sobre la membrana



MEDICINA
PM
] .. R
-—
. f . _94 kDa
— 67
-4
—30
' 201
" 144
X ‘
1 2 3 4 s

Fig. 5.~ Inmunoprecipitacion y SDS-PAGE de las célu-
las LB, Los inmunoprecipitados obtenidos a partir de
cilulas LB marcadas con "*| an presencia del Mab
PCE1 y Proteina G Sepharosa fueron analizados por
SDS-PAGE y posterior autoradiografia. Calle 1: isado
de células LB + Mab control de isolipo (IgG1 de rata),
calle 2 lisado de células LB + Mab PCE1, calle 3
SCLB + Ig3 control, calle 4: SCLB obtenido a partir
de 5x10° células LB + Mab PCE1, calle 5: SCLE oble-
nido a partir da 5x10® células LB + Mab PC&1. Los
pesos moleculares fueron calculados en funcidn de
proteinas controles: fosforilasa B (94 kDa), BSA
{67kDa), ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbénica
(20 kDa), inhibidor de tripsina (20.1 kDa) y lacto-albd-
mina {14.4 kDa).

celular eran funcionales, se cultivaron las células
en presencia de IL-2 recombinante murina. Tal
como se observa en la Fig. 2c, las células LB res-
pondieron al estimule mitogénico inducido por la
IL-2 exdgena en forma dosis dependiente,
incrementando su proliferacion basal. Ademas,
demostramos que los Mabs PCE1 y 7D4 especi-
ficos para la cadena o del IL-2R fueron capaces
de inhibir la proliferacién tumeral en ausencia de
IL-2 agregada exdgenamente. La inhibicion pro-
ducida por el anticuerpe 7D4 fue dependiente de
su concentracion y este efecto fue revertido por
el agregado de IL-2. Por el contrario, cuando se
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analizd la aclividad del Mab PCE1 se encontra
que la inhibicién ejercida por este anticuerpo no
se modifico por el agregado de IL-2 (Fig. 6).Este
comortamiento concuerda con o descripto por
Malek y col*, guienes demostrarcn gque 2l Mab
704 disminuye la proliferacion mediada por [L-2
pero no inhike la unidn de esta citoquina a su
receptor, mientras que el Mab PCE1 inhibe la
unién de la IL-2 a su receptor y la proliferacion
dependients de IL-2*.

Mas adn, se demostrd la existencia de un me-
canismo de estimulacion autdcrina del crecimiento
de las células LB inducido por la IL-2, ya que, tal
como se observa en las Figs. 7 y 6, los
anticuerpos especificos para IL-2 y para al recep-
tor de IL-2 inhibieron el crecimiento /n wvitro de
astas células.

Para confirmar que la IL-2 era producida en
forma endégena por las células tumorales, deter-
minamos la presencia de transcriptos dal ARN
mensajero para |L-2 en estas células. Los resul-
tados obtenidos por la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) se indican en la Fig. 8. Se
puede observar un fragmento de 453 pb de ADMNc
que corresponde al ARNm del gen de IL-2
murino. Estos resultados ponen de manifiesto que
las células LB expresan ARNm de IL-2, confir-
mando que sintetizan IL-2.

Cuando se utilizd la ciclosporina A comao dro-
ga inmunosupresora se demostro que ésta inhibid
la incorporacion de timidina tritiada sin causar un
efecto citotdxico sobre las células, ya que Ia inhi-
bicion fue revertida por agregado de IL-2. Este
dato consiituye otra evidencia experimenial que
confirma que las células leucémicas LB depen-
den de la IL-2 autdcrina para su crecimionto™,

En consecuencia, se propone gue &l mecanis-
mo de accion del sIL-2R liberado por las células
tumorales seria a través de la captura de la IL-2,
impidiendo que esta molécula interactde con los
receptores especificos de membrana. De esta for-
ma neutralizaria el efecto de la IL-2, indispensa-
ble para la activacion linfocitaria.

Dentro de los efectos inducidos por los INFs,
principaimente el INFy, estd el de aumentar la
expresion o estimular la nec-expresion de antige-
nos del CMH de clase | y Il. Con el objelo de de-
terminar si mediante la expresion de estos anti-
genos se podria modular la respuesta inmune
transformando a las células tumorales en
inmunogénicas, éstas fueron tratadas con dife-
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Fig. 6.— Efecto de los Mabs PCE1 y 7D4 especificos para el receptor de IL-2 murino sobre la proliferacién de las
células LB. a) 5x10° células/ml furon cultivadas en presencia o ausencia del Mab PC61, un Mab control de isolipo
{lgG1). IL-2 recombinante murina (10 y 50 W/ml), y al Mab PCE1 + II-2 recombinante. Los resultdos expresan las
cpm promadio + 105 de cuadruplicades. b) 5x10* células/mi fueron cultivadas en presencia o ausencia del Mab

704 purificado, Mab control de isotipo (IgM de rata), IL-2 recombinants (10 y 50 U/ml) y al Mab 7D4

IL-2

recombinante. El Mab 704 se ulilizé en las concentraciones de 1, 5, 10 y 20 ug/ml. El Mab control de isotipo (10-
20 pgé/ml) no modificd la proliferacion de las células LB. Los resultados expresan las cpm promedio + 1 DS de

cuadruplicados.

rentes unidades de INFy. No fue posible inducir
la neo-expresion de antigenos de clase Il (I-A%)
por este tratamiento, resultado que concuerda con
ofras investigaciones que demostraron la incapa-
cidad del INFy para inducir la expresion de molé-
culas de clase |l en LT murinos, a diferencia de
lo que ccurre con los LT humanos o de rata®. Por
consiguiente, y en funcidn de estos resultados,
procedimos a la transfeccidn de las células LBC
con los genes correspondientes a las cadenas |-
Ac e |-AfB, utilizando la técnica de los liposomas
y seleccion por resistencia al antibidtico analogo

a

de la neomicina G418 (genelecin), de acuerdo al
diagrama esquematizado en la Fig. 9. Se llevd a
cabo una triple transfeccién de los genes corres-
pondientes a las dos cadenas de las moléculas
I-A* y &l gen pSV2-Neo, que codifica para una
aminoglucdsido-transferasa capaz de inactivar al
Genetecin y por consiguiente confiere a las célu-
las transfectadas la capacidad de crecer en un
medio que contenga ese antibidtico.

Luego de 20 dias de cultivo se obtuvieron 3
clones positivos para la expresién de I-A%, entre
los cuales se selecciond uno, LBCT, por presen-
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B.- Analisis de la pre a ARNm de IL-2 en las células LB por RT-PCA. F e a partir del
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positiva), calles 3 y B: células LB, calles 4 y 7: patrones de peso molecular entre 100 y 1500 pb, calle 6: contro
negativo
tar la mayor expresién de este antigeno (Fig. 10). LBCT y que el tiempo de sobrevida de los rato-
Las células de este clen fueron utilizadas para es-  nes inmunizados con 1.0 x 10* celulas fue 3 ve-
tudiar la influencia que ejerce la expresion de an- ces mayor al obtenido con las células sin
tigenos del CMH de clase en la inmuno- transfectar, y s& cuadruplicd con respecto a los
genicidad y en la tumorigenicidad inoculados con las células de tumor original LB
Como consecuencia de la transfeccion no se  (figura 11 y Tabla 2). Como puede observarse en

modificéd la morfologia ni la cinética de crecimiento
celular. Es interesante destacar gue el tumor no
se desarrollé con un indculo de 1.0 x 10° células

la Fig. 12, este efecto es
de LT citotéxicos especi
tumorales's,

O D0 a generacion

icos contra las

celulas



TRANSFECCION DE LAS CELULAS LBC

Fig. 9.~ Esquema del procedimiento utilizado para reali-
zar la transfeccion de las células LEC con los genes
gue codifican para s cadenas I-Ac® e I-AR".

En funcion de los resultados obtenidos, postu-
lamos que la expresion de moléculas de clase Il
sobre la superficie celular le confiere a la célula
tumoral la capacidad para actuar como célula pre-
sentadora de antigeno. De esta manera la
estimulacién de los LT colaboradores se efectua-
ria por contacto directo célula tumoral-célula T,
generando una respuesta anti-tumoral mas efi-
ciente, Por otra parte, otros investigadores traba-
jando con tumores no espontaneos pero inmu-
nogénicos, demostraron que la induccion de
genes gue codifican para antigenos del CMH de
clase |l indujeron una respuesta inmune efectiva
para rechazar el tumor, incluso con un indculo
grande de células™*. Las células LBCT, deriva-
das de un tumor no inmunogénico con caracte-
risticas muy agresivas, inducirian una respuesta
no suficientemente efectiva para rechazar la neo-
plasia con altos indculos. Esto podria deberse al
bajo nimero de epitopes diferentes que estimu-
lan una respuesta inmune anti-tumoral gue esta
restringida a unas pocas moléculas. En conse-
cuencia, la variacion de la respuesta celular ob-
tenida no seria cualitativa sino cuantitativa, pro-
ducida por una expansidn clonal de los LT
citotdxicos especificos y como resultado de las
linfoquinas sintetizadas por los LT colaboradores,
estimulados directamente por las células
tumarales.
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Fig. 10.— Expresitn del antigenc del CMH de clasa Il |-
A® sobre las células LBC después de realizada la
transfeccion. a) Call-ELISA de las células LBC antes
y después de ser transfectadas. Los resultados expre-
san los valores promedio de 1as absorbancias £ 1 DS.
Para el anslisis estadistico se utilizd el test de Student
de doble cola para muastras indapendientas y s& con-
siderd una diferencia significativa con p < 0,05. "LBCT
cormesponde al clon que presentd mayor absorbancia
[mayor expresidn de [-A) y que s& selecciond para ser
ufilizado en ensayos posteriores. b) Histograma obrte-
nido por citometria de flujo (FACS) dal clon LBCT. b1)
Andlisis dal clon LBCT en comparacin con las célu-
las sin transfectar. b2) Histograma del clon LBCT.

En funcién de todos los resultados obtenidos
en nuestras investigaciones, podemes concluir
que tanto el tumor espontaneo LB como la linea
LBC constiluyen modelos de interés para el es-
tudic de diferentes mecanismos relacionados con
el crecimiento tumeral y la interaccion tumor-
huésped. Postulamos que la IL-2 y el receptor
soluble de IL-2 serian reguladores autécrinos y
antagonicos importantes en el crecimiento del
tumor LB. Por otra parte, el establecimiento de
la linea celular LBC ofrece la posibilidad de tra-
bajar con las células neopldsicas en un medio
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CURVA DE SOBREVIDA DE LOS RATONES BALB/c INOCULADOS CON CELULAS LB,
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Fig. 11.— Curva de sobravida de ratones inoculados en forma i.p. con células LBCT, LBC y LB. Lotes de 12 ratones
BALB/c fueron inoculados con 1,0610° célulasiraton. Los resultados son representatives de una de dos exparnian-
cias realizadas. Diferencia significativa respecto de las curvas de muarte de los ratones inoculados con las célu-
las LBC (p< 0,01, Log Rank Tast).

CITOTOXICIDAD ESPECIFICA ANTI-TUMORAL INDUCIDA EN RATONES SINGENEICOS
INMUNIZADOS CON LAS CELULAS LBCT
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Fig. 12.- Citotoxicidad especifica anti-lumoral inducida por inmunizacion con las células transfectadas LBCT.
Esplenocitos de ratones BALB/C inmunizados con células LBCT irradiadas (LBCTI) fueron cultivados in vitro du-
ranta & dias, al cabo de los cuales fueron enfrentados con células LBC durante 4 h, en un ensayo de liberacion da
“Gr. Cada punto representa el promedio de triplicados, en todos los casos los DS fueron menores al 10%. Para el
andlisis estadistico se utilizo el test de Student de doble cola para muastras independientes y se considero una
diferancia significativa con p < 0,05. BI[LBCT"|) coresponde a esplenocitos de los ratones sobrevivienles de la
curva de muarte realizada inoculando células LBCT (Figura 10). La barra corresponde al control positivo realizado
enfrentando linfoblastos de ratones Swiss marcados con 9'Cr y esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con
las células LBCI y co-cultivados con células esplénicas de ratones Swiss irradiadas, durante 5 dias.

definido, experimentalmente manejable, para es- wvacion relacicnados con el crecimiento tumoral.
tudiar las diferentes sefales de transduccién La induccidon de antigenos del CMH de clase ||
gatilladas por la IL-2 y los mecanismos de acti- por transfeccion permitid transformar a la celula
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tumoral en una CPA, posibilitando la respuesta
inmune anti-tumoral. Este seria un método efec-
tivo para desarrollar wun estade de
inmunovigilancia en los casos donde el numero
de células tumorales que debe ser controlado es
bajo y hay posibilidades de desarrollo de metas-
tasis luego de la extirpacion del tumor primario.
Investigaciones futuras permitirian avanzar en el
conocimiento de eslos temas a efeclos de con-
tribuir al esclarecimiento de los complejos meca-
nismos que regulan el desarrollo de un tumor.
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Summary

Immunobiological characterization of the murine
L8 leukemia and the LBC cellular line

LB leukemia is a nonimmunogenic T cell tumor
which spontaneously arose in a BALB/c mouse;
efforts to Induce immunclogical rejection of the
leukemic cells have always failed. The leukemic
cells grow rapidly and progressively in the
syngeneic host invading spleen, lymph nodes and
liver. A cell line (LBC) was developed from the
original tumor. Both the original tumor and the cell
line have been characterized as expressing the
Thy 1+, CD3-, CD25+, MHC class |+, class Il-,
CD4- (original tumor), CD4+ (cell line), CDB+,
gp70-, J11d.2+ phenotypes. Immunization of
syngeneic mice with irradiated LBC cells induced
eytotoxic T lymphocytes as well as anti-LBC anti-
bodies which reacted with components of 14, 16
and 27 kDa present on LB tumor cells, LBC cell
lina and normal thymeocytes but not on normal
lymph node cells. Immunization of syngeneic mice
with LBC cells partially protected them against
subsequent challenge with the original tumor cells.
The effect of sera from tumor-bearing mice and
the super-natants from short term cultures were
studied on cell proliferation. An inhibitory activity
was demonsirated in these fluids, which was ab-
rogaled by addition of exogenous IL-2. ELISA
showed the presence of soluble IL-2Ra chain both
in the conditioned medium as well as in the se-
rum, which was demonstrated to be responsible
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for the inhibitory aclivity. The scluble IL-2R was
produced by LB leukemic cells and exerted Lthe
inhibitory activity blocking cell proliferation and
modulating immune response by binding to free IL-
2. Using reverse-transcription PCR, mRNA for IL-
2 was found to be presenl in tumor cells. Our find-
ings indicate that LB cell proliteration is mediated
by an autocrine pathway involving endogenous IL-
2 generation, despile the fact thal these cells are
not dependent on exogenous IL-2 to grow in cul-
ture. The relationship between tumorigenicity and
expression of MHC class || was also investigated,
In vitro treatment with IFNy failed to induce the
expression of class Il antigens in LBC cell line.
Therefore these cells were tri-transfected by a
liposome-mediated protocol with I-Aa?, 1-Af?
genes and pSV2neo. Cells were selecled to grow
in medium containing Genetecin (G418) and sur-
viving translectants were cloned. Three [-A+
clones were obtained (LBCT) and were used lo
induce a spacific CTL response against tumor
cells. Syngeneic mice inoculated with 10° LBCT
cells failed to develop a tumor while the DT, of
mice injected with 10* LBCT cells was three times
the value for mice injected with LBC cells (I-A-).
It is suggested that neocexpression of MHC class
Il molecules enhances anti-tumor response by
transforming tumor cells into professional antigen-
presenting cells, which may be used to improve
tumor-specific immunity in the autologous host.
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