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Four sublines of the chemically induced BALB/c tumour MCG4 have been obtained
after serial intraperitoneal transplantation in syngeneic recipients and have been named
MCG4-O, MCG4-A, MCG4-B and MCG4-C. The four sublines have been typed for
H-2 antigens in a complement dependent microradioassay with H-2 alloantisera defin-
ing H-2 specificities as well as with two syngeneic anti tumour sera: BALB/c anti
MCG4-O and BALB/c anti MCG4-A.

The results obtained showed a Progressive loss of the foreign H-2 antigens detected
in the primitive line, MCG4-0, with a simultaneous appearance of the appropriate
H-2 antigens detected in MCG4-B and MCG4-C. Furthermore the immunogenic ca-
pacity of the sublines decreases progressively with the transplantation procedures, render-
ing MCG4-O and MCG4-A highly immunogenic and capab'.e of producing isoanti-
bodies while MCG4-B and MCG4-C are poorly immunogenic.

The results could suggest that the primitive subline is heterogeneous mixture cf
different tumour cell types and that the cell clones similar to the recipient BALB/c
(H-211) are immunoselected by the transplantation procedures with rejection of the most
immunogenic clones, which would express the foreign H-2 antigens.

La expresión de antígenos de trasplan­
te extraños en células tumorales de ratón
o en células infectadas por virus se está
convirtiendo en un área de investigación
de creciente interés (4, 10, 14).

♦ Dirección actual: Servicio de Análisis Clí­
nicos, Sección de Inmunoquímica, Ciudad Sani­
taria «Virgen de las Nieves», Granada.

El estudio de estos antígenos es impor­
tante para el conocimiento de la genética
del sistema mayor de histocompatibilidad
del ratón (H-2), para el conocimiento de
la naturaleza y origen de los antígenos
tumorales específicos de trasplante (TSTA)
y para el análisis de las interacciones de
los virus con las membranas celulares (5,
8, 12). Se ha sugerido que la derreprcsión
de aloantígenos celulares o virales podría 
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desempeñar alguna función sobre la vi­
gilancia inmunológica (11) y que la de-
rrepresión de antígenos H-2 y posible­
mente otros antígenos no H-2 podría ser
un mecanismo normal de vigilancia aná­
logo a la situación artificial de interacción
aloinmune (7). Esta hipótesis implica que
las diferencias alélicas serían producto de
diferentes genes presentes en la región
cromosómica H-2 y que el polimorfismo
genético es debido a la expresión de estos
distintos antígenos (1). Varios laborato­
rios han obtenido resultados que pueden
ser interpretados de acuerdo con esta hi­
pótesis (2, 3, 9, 13, 19).

En este estudio presentamos los cam­
bios fcnotípicos observados en el tumor
MCG4 al ser trasplantado intraperito-
ncalmente en ratones singénicos BALB/c
(H-2'1) de forma rutinaria. Estos cambios
han originado varias sublíncas que han
sido caracterizadas serológicamente en la
expresión de sus antígenos H-2; asimis­
mo, en ratones singénicos se han produ­
cido isoanticuerpos frente a dos de estas
sublíneas, de las que se ha comprobado
su capacidad de crecimiento en ratones
singénicos BALB/c.

Material y métodos

Ratones utilizados. Se han utilizado
las siguientes cepas de ratones: BALB/c
(H-211), B10.D2 (H-2'1), CBA (H-2k),
B10.BR (H-2k), C57BL/6 (H-211), B10
(H-2b), AJAX (H-2a), B10.A (H-2a),
BIO.HTT (H-2'3), B10.HTG (H-2K) y
B10.AKM (H-2ra).

Los ratones, de padres donados por el
Prof. Festenstein (London Hospital) y
por el Prof. Schirrmacher (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg), han
sido criados en nuestro laboratorio.

Células inmorales. El tumor MCG4
es un sarcoma inducido en un ratón de
la cepa BALB/c (H-2d) mediante la in­
yección subcutánea de 0,2 mg de metil
colantreno. Mediante pases intraperito- 

neales del tumor sólido se consiguió una
línea ascítica, el MCG-O, cuyo fenotipo
y propiedades antigénicas han sido pre­
viamente publicadas (7, 8, 15). Los tumo­
res MCG4-A, MCG4-B y MCG4-C son
sublíncas obtenidas a partir del tumor
MCG4-O por pases intraperitoneales ru­
tinarios en ratones singénicos BALB/c.

Aloantisueros anli H-2. Se han utili­
zado aloantisuero.s de especificidad res­
tringida (donación del Dr. G. Ray, N1H,
Bethseda, USA), que definen antígenos
privados y públicos.

Isoantisueros. El isoantisuero BALB/c
anti MCG4-O ha sido obtenido en nues­
tro laboratorio mediante un protocolo ya
descrito (8) y su especificidad ha sido des­
crita anteriormente (8. 16).

El isoantisuero BALB/c anti MCG4-A
ha sido obtenido recientemente en nues­
tro laboratorio mediante inyecciones se­
manales subcutáneas de células tumora-
les en ratones BALB/c y su posterior
sangría.

Radioensayo de liberación de cromo.
Células normales de bazo se marcaron
con 100 microCi Cr51 durante una hora
a 37° C. Las células fueron lavadas y
dispensadas en pocilios de placas de mi-
crocultivo a 10° células por pocilio. 10 ,nl
de aloantisuero 1/10, previamente absor­
bido o sin absorber, se añadió por tripli­
cado a la placa y se incubó durante 30
min a temperatura ambiente, posterior­
mente se incubó una hora a 37° C des­
pués de añadirle 50 /xl de suero de conejo
a 1/5 como complemento. Se tomaron
100 /zl de sobrenadante de cada pocilio y
se contaron en un contador gamma. La
liberación espontánea de Cr51 fue obteni­
da incubando células con complemento
solo o con antisuero solo. La máxima libe­
ración fue obtenida incubando células con
agua. El porcentaje de liberación especí­
fica de Cr51 se calculó según la fórmula:

cpm experimental — cpm espontánea
cpm máxima liberación
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Radioensayo de mareaje final. Para el
tipaje de las células tumorales se utilizó
un microrradioensayo de mareaje final en
el cual se mide la incorporación por las
células de timidina radiactiva después
de incubar las células tumorales con anti­
suero y complemento (6). Los resultados
se expresan como el porcentaje de reduc­
ción de captación de H‘ timidina com­
parado con las células tumorales con com­
plemento solo o con antisucro solo.

intraperitoneales sucesivos del tumor pri­
mitivo MCG4-O en ratones singénicos
BALB/c. El tipaje directo H-2 revela que
han sucedido cambios importantes en el
fenotipo de dichas sublíneas (tabla I). La
sublínea MCG4-C recupera los dos anti­
genos privados H-2 que no aparecían en
el tumor MCG-O, simultáneamente se ob­
serva la desaparición de la citotoxicidad
obtenido con aloantisueros que definen
especificidades H-2 extrañas que eran po-

Procedimientos de absorción. Para ca­
racterizar las reacciones no esperadas, los
aloantisueros anti H-2 fueron absorbidos
cualitativamente con células linfoides nor­
males o células tumorales según un mé­
todo descrito previamente (7, 8).

Prueba de supervivencia ante un im­
plante inmoral. Ratones BALB/c fueron
trasplantados subcutáneamente con célu­
las tumorales de MCG4-O y sublíneas
MCG4 para determinar la resistencia in
vivo al crecimiento tumoral. El número
de ratones supervivientes de cada grupo
fue revisado diariamente.

Resultados

En el presente trabajo se estudian tres
sublíneas diferentes del tumor MCG4 apa­
recidas espontáneamente al hacer pases

»—BALB/C
CELULAS DIANA CBA/H(H-2k) £¿C57BL/6

Fig. 1. Citotoxicidad del aloantisuero anti
H-2K.23 absorbido cuantitativamente con cé­
lulas de las sublineas del tumor MCG4 y con

células linfoides normales.

Tabla I. Variación de la expresión de especificidades antigénicas normales y extrañas en
sublineas MCG4 (H-2J).

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición de la captación de timidina tritiada
( + + + reducción superior al 90 %, ++ reducción del 60 al 90 %, + reducción del 40 al

60 %, ± reducción del 20 al 40 %, — reducción inferior al 20 %).

Privadas Públicas Privadas Privadas Públicas

Especificidades extrañas

Especificidades H-2'l H-2k H-2>>

Tumor Año H-2K.31 H-2D.4 H-2.3 H-2.13 H-2.28 H-2K.23 H-2D.32 H-2K.33 H-2D.2 H-2.5

MCG4-0 (1977) -+• — — — + + + — — + + + + + + + +
MCG4-A (1978) — + + + + + + — — + + + + + + — — + + +
MCG4-B (1979) + + + + + + + + + + + + + + + + + — + + +
MCG4-C (1979) + + + + + + + + + + + + + + + — — — — —
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sitivas en MCG4-O (tabla I). Situaciones
intermedias se observan en las sublíneas
MCG4-A y MCG4-B; MCG-4-A mantie­
ne H-2.5 y expresa algunos antígenos H-2'1
(H-2 D.4 y H-2.3) y el H-2K.23 y
H-2D.32 (tabla I); MCG-B mantiene H-2.5
y expresa todos los antígenos H-2'1 y el
H-2K.23 y H-2D.32. aunque muy débil­
mente. Estos cambios fenotípicos fueron
confirmados mediante absorciones de los
aloantisueros con células de las distintas
sublíneas y con células linfoides norma­
les. Así la sublínea MCG4-A es capaz de

■—BALB/C
o-BIOHTG
•—B10
o-.-CBA/H
k— B10AKM
A—B10HTT 

CELULAS DIANA 'EL4(H-2b)

absorber la citotoxicídad del aloantisuero
anti H-2K.23. mientras que MCG4-O.
MCG4-B y MCG4-C no la absorben

MCGA-0 MCG4:A MCG4-B MCG4-C

100

3 100

MCG4O MCG4A MCG4'B MCG4-C

—MCG4-0
--MCG4-A
-MCG4-B
-MCG4-C

Fig. 3. Citotoxicídad de los isoantisueros
BALB/c anti MCG-0 y BALB/c anti MCG4-A

frente a las cuatro sublineas del tumor
MCG4.

Fig. 2. Citotoxicídad del aloantisuero anti
H-2.5 absorbido cuantitativamente con células
de las sublíneas del tumor MCG4 y con célu­

las linfoides normales.

F e. 4. Supervivencia de ratones BALB/c tras la inoculación de 10i y 2,5 x 10‘ células de
las distintas sublineas del tumor MCG4.
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(fig. 1); el antisucro absorbido fue proba­
do en células de bazo de ratones CBA/H
(H-2k). MCG4-O y MCG4-A absorben la
actividad del antisuero anti H-2.5. mien­
tras que MCG-4-B y MCG4-O no (fig. 2);
el antisuero anti H-2.5 absorbido fue po­
sitivo con células del tumor EL-4 (H-21’)
(H2.5 positivo).

Las diferencias H-2 de las cuatro sub­
líneas fueron también detectadas median­
te los isoantisueros BALB/c anti MCG4-O
y BALB/c anti MCG4-A (fig. 3). el iso-
antisuero anti MCG4-O fue citotóxico con
las sublíneas MCG4-O y MCG4-A, dé­
bilmente frente a MCG4-B y no dio cito-
toxicidad frente a MCG4-C. El isoanti-
suero anti MCG4-A fue citotóxico con las
sublíneas MCG4-O y MCG4-A y negati­
vo con las sublíneas MCG4-B y MCG4-C.

Las diferencias serológicas encontradas
se acompañan de un distinto grado de
malignidad determinado por la supervi­
vencia de los ratones portadores de las
sublíneas tumorales (fig. 4).

Discusión

En el presente estudio se ha compara­
do la expresión de especificidades anti-
génicas en las sublíneas MCG4 con el tu­
mor ascítico original MCG4-O. Las sub­
líneas aparecieron espontáneamente por
pases rutinarios intrapcritoneales del tu­
mor en ratones singénicos BALB/c y
se les denominó MCG4-A, MCG4-B y
MCG4-C. Las sublíneas fueron descubier­
tas al realizar controles rutinarios de tipa-
je sobre el tumor MCG4-O.

El tumor MCG4 fue inducido en rato­
nes BALB/c con metil colantreno en for­
ma sólida en 1977. La forma ascítica se
obtuvo por inoculaciones de trozos del
tumor sólido en la cavidad peritoneal de
ratones BALB/c; la primera ascitis fue
obtenida en 1977 mostrando importantes
alteraciones fenotípicas H-2 (7), las es­
pecificidades antigénicas H-2*’ (H-2D.4,
H-2K.31, H-2.3, H-2.8) estaban ausentes 

o muy débilmente expresadas y se demos­
tró la presencia de especificidades H-2
extrañas (H-2.5, H-2K.33 y H-2D.2). El
tumor MCG4 era muy inmunógeno y se
obtenían ratones regresores muy fácilmen­
te, cuyo suero era citotóxico frente a
MCG4 y reaccionaba además con células
linfoides normales reconociendo un com­
plejo aloantigénico H-2 (8, 15).

Desde 1977 el tumor ha sido pasado
intraperitonealmente de forma rutinaria
por inoculación de 3-10 X 10° células tu­
morales. En 1979 se observó que se po­
dían distinguir varias sublíneas cuando
se tiparon células tumorales procedentes
de diferentes ascitis. Estas sublíneas se
caracterizan por la recuperación de las
especificidades H-2d (H-2D.4, H-2K.31.
H-2.3 y H-2.13) sin extrarreacciones (sub­
líneas MCG4-C); la reaparición de las
especificidades H-2'1 con extrarreacciones
con anti H-2K.23, anti H-2D.32 y anti
H-2D.2 (sublínea MCG4-B); la reaparición
de algunas especificidades H-2<1 (H-2D.4
y H-2.3) y la presencia de las especifici­
dades extrañas H-2K.23, H-2D.32 y H-2.5
(sublínea MCG4-A). El tumor MCG4 ori­
ginal se denominó MCG4-O. Estos resul­
tados muestran que la expresión de an-
tígenos H-2 extraños en las sublíneas
MCG4 es inversamente proporcional a la
presencia de antísenos H-2*1 propios (ta­
bla I).

Las sublíneas MCG4 tienen diferente
capacidad de crecimiento en ratones sin­
génicos BALB/c. La más inmunógena es
MCG4-A. seguida de MCG-0. Ambas
sublíneas tienen la capacidad de produ­
cir antisuero (8, 15); MCG4-A induce,
además, linfocitos T citotóxicos que reac­
cionan específicamente con el tumor y
también con células normales alogénicas
(8). Por el contrario, las sublíneas MCG4-B
y MCG4-C son muy poco inmunógenas,
creciendo fácilmente en ratones BALB/c
(fig. 4).

Los cambios fenotípicos H-2 observa­
dos en las sublíneas MCG4 sugieren que
existen poblaciones celulares independien­
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tes como resultado de la regulación de la
expresión genética en los procesos de car-
cinogénesis. Esta interpretación implica
que la línea MCG4-O original es una
mezcla heterogénea de células, de las cua­
les las más inmunógenas son fácilmente
eliminadas. Esta posibilidad está de acuer­
do con nuestros resultados en los cuales
las sublíneas MCG4-O y MCG4-A, que
son las más antiguas, son también las más
inmunógenas.

Estos cambios en el fenotipo H-2 ob­
servados en las células tumorales pueden
aparecer totalmente al azar o siguiendo
unas vías generales que sean predecibles.
Parece que la expresión de antígenos ex­
traños no sucede al azar y que la cepa
de origen del tumor ejerce una influencia
importante (17). Puede ser de particular
relevancia el hecho de que la especifici­
dad pública H-2.5 fue el primer signo de
expresión anómala observada en MCG4
(7) aún antes de que el H-2K.23, H-2D.32,
H-2K.33 o H-2D.2 fueran demostradas.
Esto está de acuerdo con resultados simi­
lares obtenidos en células leucémicas de
haplotipo H-2bp, en las cuales la primera
reacción de reactividad anómala fue con
el antisuero anti H-2.3, y en pases poste­
riores se detectaron las especificidades pri­
vadas H-2 D.4 y H-2K.31 pertenecientes
al haplotipo H-2d (3).

Finalmente la cuestión de la identidad
o similitud entre las especificidades H-2
extrañas y los antígenos tumorales aso­
ciados al trasplante (TSTA), están aún
dentro del campo de la controversia. La
exclusividad de los TSTA ciertamente no
favorece la relación con los antígenos H-2
extraños si asumimos que la expresión de
los antígenos extraños no es al azar. No
obstante, si las poblaciones celulares tu­
morales son heterogéneas con diferentes
clonos en distintas proporciones, la exclu­
sividad de los TSTA puede ser interpre­
tada como el resultado de la variación
del número de células de diferentes ció­
nos presentes en un determinado tumor.

Recientemente hemos comprobado que 

esta interpretación es cierta en los clonos
obtenidos en el tumor MCG4-O, habién­
dose demostrado la existencia de tres ti­
pos de células distintas: H-2-, H-2d y H-2k
que, además, poseen marcadores cromo-
sómicos e isoenzimas distintas (18).

Resumen

Se estudian los cambios fenotípicos apareci­
dos en el tumor MCG4 (H-2d) tras una serie
de pases intraperitoneales en ratones singéni-
cos BALB/c (H-2'1), habiéndose detectado cua­
tro sublíneas que han sido denominadas
MCG4-0, MCG4-A, MCG4-B y MCG4-C.

Estas cuatro sublíneas tumorales han sido
tipadas mediante un microrradioensayo dise­
ñado para células que se multiplican activa­
mente, habiendo sido enfrentadas a un panel
de aloantisueros anti H-2 de especificidad res­
tringida, y con los isoantisueros BALB/c anti
MCG4-0 y BALB/c anti MCG4-A.

Los resultados obtenidos muestran una pro­
gresiva pérdida de los antígenos H-2 extraños
que aparecieron en el tumor primitivo MCG4-O
y una simultánea reaparición de los antígenos
H-2 propios de la cepa de origen y que no
aparecían en el tumor primitivo. Asimismo la
capacidad inmunógena del tumor va desapare­
ciendo progresivamente, siendo muy inmunó­
genas y capaces de estimular la producción
de isoanticuerpos las sublíneas MCG4-O y
MCG4-A, mientras que MCG4-B y MCG4-C
son poco o nada inmunógenas.

Se discute la posibilidad de que el tumor
primitivo MCG-0 sea una mezcla heterogé­
nea de células y que en los sucesivos pases se
van eliminando las células más inmunógenas.
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