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Resumen

Los niveles de RNAm del receptor de antigenos de los linfocitos T (RcT) son regulados en respuesta a distintas seiales de transduccion en
células linfoblasticas leucémicas humanas. La activacién de la PKC por TPA aumenta los niveles de RNAm del RcT « y del ReT 8
mientras que el aumento de [Ca* *]; aumenta la expresién de los niveles de RNAm del RcT 7. Nuestros resultados sugieren que existen dos
diferentes senales de transduccion en la regulacion de la expresion de los genes déi RcT.

Palabras claves:  Expresion génica-Linfocitos T-Leucemia linfoblastica

Summary

mRNA Jevels of the T cell antigen receptor (TcR) are regulated in response to different transduction signals in human lymphoblastic
leukemia cells. PKC activation by TPA increases the mRNA levels of TcR o and TcR . Whereas the increase of cytosolic calcium increases
the expression of mRNA levels of TcR 7. Our results suggest that there are two different signals in the regulation on TcR gene expression.

Key words:  Gene expression-T cells-Lymphoblastic leukemia

Introduccién

Los estudios epidemioldgicos recientes demuestran
que las leucemias y los linfomas representan un
importante problema de salud piblica en México; el
43% de los tumores malignos en nifios corresponden a
leucemias y linfomas y el 17% en adultos, siendo la
leucemia linfoblastica aguda (LLA) una de las més
frecuentes . Las células LLA poseen un fenotipo
inmaduro, estdn secuestradas en estadios tempranos
de la diferenciacién de los linfocitos, en su mayoria
preservan un patron de expresién génica y su fenotipo
puede ser alterado por estimulos externos 26,

Por otra parte, se han identificado dos isotipos del
receptor de antigenos de los linfocitos T (RcT): 1) El
RcT-gamma/delta, presente en pequefios porcentajes
de linfocitos T periféricos y en células dendriticas, y 2)
el RcT-alfa/beta, presente en la mayoria de los
linfocitos T 7%, Los ReT aparecen en ese orden

durante ¢l desarrollo ontogénico y forman complejos

independientes con la molécula CD3. El
RcT-gamma/delta se expresa en una poblacién que
carece de moléculas accesorias CD4, CD8 “*~°, La

expresion de los RcTs es regulada diferencialmente en
el desarrollo y maduracion de los linfocitos T durante
los rearreglos génicos. Tempranamente, la expresion
del gamma-delta es abundante en el timo, disminuye
con el desarrollo y, en adultos, se limita a una pequena
poblacion de linfocitos T 718 ge considera que la
determinacién de las sefiales intracelulares que
regulan la expresion génica durante la diferenciacion
intratimica facilitard el entendimiento de: a) Ia
expresion diferencial del RcT, b) la seleccion clonal y
¢) los procesos de generacion de leucemias * “°,

Durante los rearreglos de los RcT y de las Igs las
células linfoides estén sobreexpresadas en células
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leucémicas (LLA). Esto debido a la participacion de
la maquinaria recombinante del RcT y de las Igs
durante las translocaciones cromosdmicas
oncogénicas. En la leucemia de linfocitos T las
transformaciones oncogénicas  frecuentemente
involucran translocaciones de los genes alfa/delta del
RcT al locus 3’ del oncogen C-myc, resultando en una
regulacion alterada del oncogen por los elementos
potenciadores (enhancers) del RcT alfa/delta. Por lo
tanto, nuestro objetivo es estudiar las sefiales y eventos
intracelulares involucrados en la corregulacion de la
expresion génica de las cadenas del RcT.

Métodos y materiales

Las células de leucemia linfoblastica aguda (linea
celular JURKAT) se mantuvieron en medio
RPMI1640, con 10% de suero bovino fetal, 5% de
CO2, a 37°C, y a una densidad celular de 5.0x10°
cel/ml. La sonda de la regién constante del RcT-t es
inserto BamH1-EcoR1 del plasmido HG-Po6. El RcT
a y B} son insertos de los plasmidos Ca Hpall y CB2
Bglll (obtenidas del laboratorio del Dr. T. Mak,
Ontario Cancer Institute, Toronto).

Extraccién de RNA y andlisis por slot blot. El RNA
se extrajo en isotiocianato de guanidinio de acuerdo a
Chomczynsky y Sacchi 21 Se cuantificé el RNA en un
espectrofotometro Beckman DU-40. Se fraccionaron
10 ug de RNA por electroforésis desnaturalizante en
gel de agarosa al 0.9% y formaldehido 0.66M, de
acuerdo al método de Lehrach et al 22, y se
transfirieron a membranas de nylon, segln
procedimiento de Thomas 23; s¢ secaron a
temperatura ambiente y se hornearon al vacio a 80°C
Las membranas se prehibridaron durante toda la
noche a 42°C en formamida al 50%, SSC 4X (1X
SSC=0.15M de NaCL mis 0.15M de citrato de sodio,
pH 7.0), solucién de Denhart 5X (1X de solucion
Denhart=200ug/ml  de ficoll, 200ug/ml de
polivinilpirrolidona y 200ug/ml de albiimina de suero
bovino), fosfato de sodio 50 mM pH 6.5, duodecil
sulfato de sodio (SDS) 1% y 200ug/ml de DNA de
esperma desnaturalizado de arenque. La hibridacién
se realiz6 por 16 horas a 42°C, adicionando las sondas
marcadas con dCTP (32-P-alfa). Posteriormente, las
membranas s¢ lavaron por 2 horas con 3 cambios de
SSC 0.1X, NaPO4 50 mM, pH 6.5 y SDS 1.0%, a 68°C,
y se expusieron a peliculas radiograficas a -70°C. La
cantidad igual de RNA de las diferentes muestras
experimentales se confirmé midiendo la densidad
optica.
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Resultados

Andilisis del slot blot del RcT-gamma en células
Jurkat. Los eventos de transduccién de sedal y la
generacion de segundos mensajeros tienen un efecto
directo en el nivel de expresion de los genes
involucrados en los procesos de proliferacién y
diferenciacién celular. Estos eventos pueden ser
mimetizados por una manipulacién farmacolégica
adecuada, como el éster de forbol (TPA) que activa a
la proteina cinasa C (PKC), y el ionéforo de calcio
(ionomicina) que aumenta la [Ca™ *]i. Las células
leucémicas Jurkat se incubaron en ausencia y
presencia de TPA, ionomicina, la combinacién de
ambos, con fitohemaglutinina (PHA) y con
interleucina-2 (IL-2). En estas células la expresién del
RcT-gamma aumenta tanto con ionomicina como con
TPA, asi como en presencia de PHA, siendo el nivel
de expresion del RcT-gamma més marcado con
ionomicina y PHA (Fig. 1). Ambos agentes movilizan
calcio intracelular, por lo que estos resultados
sugieren que el nivel de expresion de RNAm del
RcT-gamma es modulado por los niveles de [Ca™ *];.
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Fig. 1. Andlisis del slot blot del RcT-gamma en células Jurkat.
Las células leucémicas T Jurkat fueron incubadas en ausencia
Ifnea 1) y en presencia de TPA (linea 2), ionomicina lfnea_,g),
A/lonomicina (linea 4), PHA (linea 5) e IL-2 (linea 6), a 37°C
durante 4 horas en medio RPMI. El RNA total se extrajo y fue
transferido a membranas de nylon como se describe en métodos.

Andlisis por slot blot del Rct-gamma/beta en células
Jurkat. Como ya se menciond, la movilizacion de la
[Ca™ *]; regula la expresién génica del RcT-alfa/beta.
De tal manera que estudiamos la expresién de los
genes que codifican para RcT-alfabeta mediante



TPA, ionomicina e IL-2, en células de la linea Jurkat.
La expresién del RNAm del RcT-alfa y beta aumenta
en células tratadas con TPA, asi como con el
tratamiento simultineo de TPA/Ionomicina.  Sin
embargo, la expresion del RNAm de estos genes no se
ve afectada por el tratamiento con ionomicina. El
tratamiento con PHA aumenta los niveles del RNAm
del RcT-alfa/beta.
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Fig. 2. Andlisis por slot blot del RcT-alfa/beta en células Jurkat.
Las células linfobldsticas Jurkat de estirpe T se incubaron en
ausencia (carril 1) y en presencia de TPA (carril 2), ionomicina
carril 3), TPA/lonomicina (carril 4), PHA (carril 5), ¢ IL-2
carril 6). El RNA total se aislé como se describe en métodos.
iez microgramos de RNA por carril se transfirieron a
membranas de nylon de acuerdo al método. Las membranas se
hibridaron con la sonda apropiada como se indica. Las
membranas se expusicron a autorradiografia por 72 horas.

Los niveles de RNAm de los RcTs alfa y beta
aumentan por el éster de-forbol TPA (Fig. 2), lo que
sugiere que la activacién de la PKC juega un papel
muy importante en la regulacion de la expresién
génica del ReT alfa/beta.

Por otro lado, estos resultados demuestran que los
moduladores de [Ca™ *]i, tales como ionomicina y
PHA (Fig. 1), regulan los niveles del RNAm del RcT
gamma; por lo tanto, estos hallazgos suguieren que el
aumento de la concentracion citopldsmica de calcio
regula la expresién génica del RcT gamma.

Discusién

Los factores de crecimiento y de diferenciacion
regulan la expresion génica mediante la unién a
receptores especificos en la superficie de las células,
los que a su vez activan a la fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol. Los productos son el diacilglicerol y
el inositol 1,4,5 trifosfato, que, respectivamente,
activan PKC y movilizan calcio de reservorios
intracelulares 2. Estas sefales actfian sinérgicamente

Regulacién de la expresién génica

regulando la expresion génica ~. En otros casos, la
activacion de PKC y el aumento de [Ca™ *]; actfian en
forma independiente como seiiales intracelulares.
Nuestros resultados muestran un efecto antagonista en
la regulacién de la expresion génica del RcT-gamma
por la accién de TPA y ionomicina en las células
Jurkat, lo cual enfatiza la independencia de las sefiales
de transduccién. Esta interaccién poco usual entre la
activacion de PKC y el aumento de [Ca™ *J; es
caracteristica de los linfocitos T inmaduros o,
alternativamente, es especifica para la regulacion de la
expresion génica de los RcTs. Nuestros datos apoyan
la hipétesis de que los efectos distintos, de activacién
de PKC y aumento de [Ca* *7, son especificos en la
regulacion de la expresion de los RcTs.

En este trabajo nos planteamos la hipétesis de que
los linfocitos T inmaduros en el timo son las células
que responden a estas sehales de transduccion,
iniciadas por TPA y los moduladores de [Ca* T},
durante la diferenciacién de los linfocitos T, y el
estudio se llevd a cabo en la linea celular Jurkat, que
son células de leucemia linfoblastica aguda, que se
encuentran detenidas en estadios tempranos de la
diferenciacion. Los resultados descritos son
consistentes con esta hipdtesis y, por lo tanto,
consideramos que la subpoblacién blance de linfocitos
T que responden a la regulaciton de la expresién de los
RcTs producida por la activacién de PKC y aumento
del [Ca™ *]i son los linfocitos T inmaduros.

Los linfocitos T 7/6 maduros responden a antigenos
de micobacterias. Estos pueden ser estimulados con el
PPD de Mycobacterium tuberculosis que contiene la
proteina de choque térmico desnaruralizada de 65 kD
(HSP65) y con la HSP65 purificada. Recientemente,
se emplearon péptidos pequefios, que corresponden a
diferentes porciones de la HSP65 de micobacteria,
para identificar el epitope antigénico de los linfocitos
T gamma/delta. El epitope estimulador se superpone
con el reconocido por clonas de linfocitos T alfa/béta
artritogénicos % Estos hallazgos sugieren que los
linfocitos T gamma/delta ticnen un papel en las
enfermedades autoinmunes e implica que estas células
reconocen a sus ligandos por mecanismos similares a
los linfocitos T alfa/beta; esto es, en forma de
pequeiios fragmentos de proteinas unidos a moléculas
de la superficic de las células presentadoras de
antigenos. De esta manera, la determinacién de
senales intracelulares que controlan la expresién
génica del RcT-o/8 y del RcTy/r durante la
diferenciacion intratimica ayudara al entendimiento de
la expresion diferencial de los heterodimeros, de la
seleccién clonal y, quizd, de la patogenia de las
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enfermedades autoinmunes sistémicas y de las
enfermedades leucémicas.

En conclusion, podemos senalar que existen eventos
celulares distintos en la regulacion de la expresion
génica de los distintos isotipos del receptor de los
linfocitos T. Mientras las sefiales generadas a través
de la activacion de la PKC regulan la expresion del
RcT alfa/beta, las sefiales que aumentan los niveles de
calcio reguian la expresion del RcT gamma.

Nuestros hallazgos justifican el estudio de la
regulacion transcripcional de los genes del RcT y de
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