A23-A24 S e :
: Y no se ha encontrado ningan alogenotopo

€N este estudio gue s '
€ estudio que se correlacione con 1la reaccion

Cruze -A2 ' ¢
Zadua A2-A28. Sin embargo un alogenotopo se relaciona

con dos especificidades No reactivas cruzadas A3-aA9

(Dausset, Cohen, 1.984). 1Los alogenotopns que no

Se pueden relacionar con ninguna especificidad serold-

o v--z:\lnr—r)r{-r') c o COYYe

S
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de clase I similares a los Qa y T1 murincs (Dausset
-
Cohen, 1.984).

2) Genes .de clase II.~ Se estudian :on
Eres tipos Je sondas de clMA para genes de clase
II: DQ-alfa, DQ-beta y DR-beta. Los patrones de hibrida-
cién para la sonda DQ-alfa son simples (2«6 ba-""'s)
(Dausset, Cohen, 1.984), mientras que “as sondas
beta muestran mayor complejidad (10-20 bandas) (Dausse .,
Cohen, 1.984).

El andlisis de correlacién permite disti iguir
numerosos grupos de alogenotopos, cada uno de ellos
constituido como minimo por dos fragmentos. La correla-
cién positiva refleja desequilibrio de uni“n, mientras
gue la negativa significa alelismo en ciertas regiones
gendémicas. Los alogenotopos para la sonda DQ-alfa
forman dos series alélicas; la primera, formada por
tres grupos, se asocia con el locus CQ-alfa, mientras
gue la segunda, de dos ¢ 'upos, estd relacicnada con
el 1locus DQ-alfa 2. Para la sonda DQ-beta se han

descrito otras dos series alélicas que se asocian

con los locus IQ-beta y DO-beta 2. La »nda DR-beta

define seis grupos de alogenotopos (Dansset, Cchen,

1.984).

Otro tipo de analisis ue




alogenotopos consiste en mezclar los fragmentos detecta-

des 3 S 25 2 g
por las tres sondas después de su asignacién

& los genes DO o DR. Be observaron 16 grupos, 14

3 : : .
e los mismos se pudieron correlacionar de forma

clara con varias o con una sola especificidad DR
(Cohen y cols., 1.984).

I-2.5 DISTRIBUCION TISULAR DE LOS ANTIGENOS
HLA

I-2.5-1 DISTRIBUCION TISULAR DE LOS ANTIGENOS
HLA DE CLASE 1I

La mayoria de 1las células del organismo
expresan antigenos HLA de clase I. No se han detectado
en las neuronas del sistema nervioso central, en
el 2ndotelio corneal ni en diversas estructuras glandu-
lares como las localizadas en la porcién exocrina
del pancreas, las células acinares de la pardtida
y las gldndulas de Brunner en el duodeno. Las vellosida-
des trofobldsticas también carecen de la expresidn

de los antigenos HLA de clase I (Daar y cols., 1.984).

En ot:ros tejidos su expresidén es débhil
como en la mucosa géastrica, el misculo esgquelético,
el miocardio y en las células endocrinas del tiroides,

paratiroides e islotes de Langerhans. Tabla 4.

En los hepatocitos (Fleming Yy cosl., 1.981)

(Barbatis y cols., 1.981) vy espermatozoides (Halin

y cols., 1.974) (Law, Bodmer, 1.978), 1la expresién

de los antigenos HLA de clase I estd sometida a dis

cusidn.




TABLA

DISTRIBUCION TISULAR NORMAL DE LAS MOLECULAS HLA CLASE I

e EXPRESION
TEJIDO HLA CLASE 1 TEJIDO

EXPRESION
HLA CLASE

SISTEMA UROGENITAL

SISTEMA ENDOCRINO

Tiroides +b
Pgrapiroides + Tdibulo renal
Pituitaria + Epitelio de:
Islotes de Langerhans + réter ue
Suprarrenales: Vejiga
Corteza Préstata
Médula Uretra

TRACTO GASTROINTESTINAL Testiculos:
Espermatozoides

Epitelio de Células de Leydig y
L engua Sertoli
Esofago Epididimo:
Estomago: Epitelio
Fundr + Espermatozoides
Antro +
Duodeno . i MISCELANEA
Gladndulas de Brunner Epitelio mamario:
Ileon + 4 Ductal
Apéndice ++ Glandular
Colon ++ Pancreas:
Recto 4 Porcidén exocrina
Ampolla rectal ++ Epitelio ductal
Higado: Pardtida:
Células sinusoidales ++ Epitelio acinar
Hepatocitos +/- Epitelio ductal
Epitelio biliar ++ Masculo:

. 16t
SISTEMA CARDIO-RESPIRATORIO ifgge i

Epiglotis ++ Cérnea:
Trdquea ++ Epitelio escamoso
Epitelio amigdala +¥ Endotelio, m. Descemet
Pulmén ++ y lamina propia
Corazén: Células de Langerhans
Miocardio y células dendriticas
Discos intercalares intersticiales
Endotelio: Linfaticos
Capilares Fibroblastos
Grandes vasos placenta (v.trofoblasto)

Epidermis
SISTEMA NERVIOSO

Periférico

Central:
Neuronas
Duramadre

Glomérulo renal

b(+)= levemente marcadas
d{-)=no marcadas

a(++)=fuertemente marcadas;

as profunda positiva;

z =Capa basal o m
e(+)=muy levemente marcadas




I-2.5-2 DISTRIBUCION TISULAR DE LOS ANTIGENOS
HLA DE CLASE I1I

La expresién de 1los antigenos HLA de clase

II1 se describié en un principio como restringida

a las celulas relaciocnadas con el sistema

inmune:
Linfocitos B vy monocitos (Kissmeyer~Nielsen, 1.9758),

<infocitos T activados (Schirrmacher » Festenstein,
1.975), células epidérmicas de Langerhans que actian
ccmo presentadoras de antigenos (Klareskog y cols.,
1.977). También se expresan en diferentes estadios
de diferenciacién de precursores hematopoyéticos
(Winchester, Kunkel, 979).

Posteriormente se ha detectado la expresidn
de los antigenos HLA de clase II en células de origen
no linfoide como las endoteliales (Hirschberg y cols.,
1.979) y varios tipos de células epiteliales (Wiman
v cols., 1.978) entre 1las que se encuentran céluls
del duodeno, de 1los glomerulos y tiubulos renales,
de la uretra y del epididimo (Nixon y cols., 1.982)
(Natali y cols., 1.981) (Daar y cols., 1.984). Tabla
S

I-2.6 FUNCION DE LOS ANTIGENOS HLA

I-2.6-1 FENOMENO DE RESTRICCION DEL CMH
SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

Los efectos mediados por 1los antigenos
ITI son de naturaleza inmunolégica, ¥
comin 1la estimulacién de

de clase I Yy

tienen como denominador
(Bodmer y Bodmer, 1.978). Esto se ha

por una amplia gama de ensayos:

linfocitos T
puesto de manifiesto

128.




TABLA

~__m"mm“?ISTRIBUCION TISULAR NORMAL DE LAS MOLECULAS HLA II

EXPRESION
: EXPRE
TEJIDO HLA CLASE I1 TEJIDO HLARgEigE I

SISTEMA ENDOCRINO SISTEMA UROGENITAL -

Tiroides

Paratiroides

Pituitaria

Islotes de Langerhans

Suprarrenales:
C?rteza Prdstata
Méedula Uretra

TRACTO GASTROINTESTINAL Testiculos:
Espermatozoides

Epitelio de: Células de Leydig
Lengua y Sertoli
Es6fago Epididimo:
Estdmago: Epitelio

Fundus Espermatozoides
Antro
Bubdans MISCELANEA
Gldndulas de Brunner Epitelio mamario:
Ileon Ductal
Apéndice Glandular
Celon Pancreas:
Recto Porcién exocrina
Vesicula Epitelio ductal

Higado: Pardétida:

Células sinusoidales Epitelio aciner
Hepatoccitos Epitelio ductal
Epitelio biliar b i | Mésculo:’

SISTEMA CARDIO-RESPIRATORIO it

Epiglotis ++C Cérnea:

Traguea ++ Epitelio escamoso

Tonsila + Endotelio, m. Descemet

Pulmén NT y ldmina propia

Corazén: Células de L:.gerhans
Miocardio y células dendriticas
Discos intercalares inters@iciales

Endotelio: Linfét;cos

i Fibroblastos
gig;é:;eiasos Placenta (v.trofoblasto)

Epidermis
SISTEMA NERVIOSO

Glomérulo renal
Tabulo renal
Epitelio de:
réter
Veijiga

Periférico

Central:
Neuronas
Duramadre

-

++

b(*)=levemente marcadas;

é(-)=no marcadas; " mate
.+ Capa basal o mas profunda positiva; d(++

)=fuertemente marcadas
de las criptas de Leiberkiihn, negativas

levemente marcadas;
lacenta y posiblemente en tes

e Células profundas
£NT=no testado; g(#)=muy
h Excepto en cerebro y P

ticulo.




cultivo mixto linfocitirio {Dupont y cols., 1.980)

contra el huesped (Simonsen,
linfocitotoxicidad mediada por células

reaccién del injerto

1.962), (Gordon

¥ CQle.. 1.91%5), hipersensibilidad retardada (vadas,
Greene, 1.981) y reaccién frente al injerto
Y cols.:

(Hurme
1.978). Todos estos €nsayos requieren contacto

entre linfocitos alogénicos, =ituacidr que - Ho -ocu¥ye

de forma natural en vertebrados superiores.

La verdadera funcidén de las moléculas del CMH,
es servir como marcador de lo propio en €l reconoci-
miento de lo extrafio por los linfocitos T. Las molé-
culas de clase I, son marcadores de lo propio para
los linfocitos T citotdéxicos, de forma que sélo pueden
actuar sobre células diana que posean 1los mismos
antigenos de clase I. Este fenémeno de restricciénm,
se descubrié simulténeamente por Zinkernagel y Doherty
{(1.974) para células infectadas con virus, y por
Shearer y cols. (1.975) para células singénicas mo-

dificadas con trinitrofenil (TNP).

Las moléculas de <clase 1II, son marcadores
de lo propio para las células T reguladoras y con-
dicionan su interaccién con los linfocitos B (Katz
vy pgols., 1.973 y con las células presentadoras de
antigenos (APC) (Rcsenthal, Shevach, 1.973) (Yano
v cols., 1.977). 86lo habra nroduccién de anticuerpos
6 estimulacidén linfocitaria, si las ceélulas presen-
tadoras de antigenos & 1los linfocitos B, muestran

identidad en la expresidén de 1los antigenos de clase

II con los linfocitos T reguladores.




I-2.6-1.1 Bases moleculares del fendmeno de

restriccién por CMH

En el afio 1.974, el fendémeno de restriccién
de las funciones inmunes por el CMH, habia sido perfec-
tamente descrito y delimitado aunque no estaba. clara
$U  interpretacidn (Katz y eols.. 1.973) (Rosenthal,
Shevach, 1.973) (Yano y cols., 1.977).

La primera hipétesis, suponia que los 1linfo-
citos T reaccionaban mediante un receptor especifico
para el antigeno y a través de un enlace establecido
con las moléculas del CMH de 1los tipos celulares
implicados que tenian que ser identicas a las de
los linfocitos T. De esta forma entre las moleéulas
del CMH se formarian un complejo similar a los dimeros
0 tetrdmeros de las enzimas. Ambos tipos de enlaces
se realizarian simultdneamente para producir la estimu-
lacién de 1los linfocitos T. Este modelo recibié la

denominacién de "interaccién entre iguales" (like-like)

o de proximidad, ya que dentro de las experiencias
de citotoxicidad mediadas por linfocitos T, proponia
la necesidad de una asociacidn muy estrecha entre
el linfocito T y la célula diana para que la lisis
ocurriera, posiblemente porque el mecanismo de 1lisis

estaba mediado por las moléculas de clase I del CMH

(Schwartz, 1.984).

Frente a esta primera teoria, Zinkernagel

y Doherthy (1.974) consideraban que la 1lisis por
1as células diana infectadas
tor gue no reconocia

jos 1linfocitos T de

por virus, necesitaba de un recep

) : P sa
el antigeno viral, sino & las moléculas de cla

I modificadas por el virus. Este modelo recibié 1la

131.




dencminacién de "alteracidén de los propio".

De forma alternativa, Schwartz (1.984)

propuso que la molécula de clase I codificada por

el CMH y las proteinas virales expresadas en la membra-

na celular, interaccionan para formar un complejo
’

-1y

, P, “H A~ ~ A s s
G4€ €5 ILSZCONoCido como una s0la entidad extrafia por

el 1linfocito T. E1 complejo recibié el nombre de

determinante neoantigénico (NAD) 6 determinante antigé-

nico complejo (CAD). El1 fenémeno de restriccién por

el CMH, se explicaba como un proceso de reconocimiento
simultdn.> de un antigeno y de las moléculas de clase

I del CMH por un receptor unico de la célula T.

Se demostrd que 1las moléculas codificadas
por el CMH de la célula diana 6 de la célula presenta-
dora de antigeno, intervienen en 1la constitucién
del determinante antigénico reconocido por los linfoci-
tos T, y que las moléculas del CMH de los linfocitos
T no intervienen como elementos de enlace con las

células diana (Paul y cols., 1.977).

Si quedaba alguna duda sobre la existencia

de un receptor funico Yy espccifico para el complejo
antigeno-moléculas singénicas del CMH, el desarrolloe
de 1las técnicas de clonacidn de linfocitos T, ha

venido a confirmar esta teoria (Sredni, Schwartz,

1.981).

Con tres grupos de experiencias se estable-

cié, de forma definitiva, gue las moléculas de

clase I son elementos de restriccién reconocidas

por linfocitos T citotdxicos:




*

Koszirowski y Ertl (1.975), descubrieron

que los aniisueros anti-H2 inhibian la citotoxicidad
mediada por linfocites T frente a células

por wvirus,

infectadas

Zinkernagel (1.976), empleé dos cepas
mutantes en cuanto a la evpresidén de 1la molécula
de clas I K . los linfocitos T citotdxicos dirigidos
contra la molécula Kb asociada con antigenos virales,
no lisaban células mutantes y a la inversa. De esta
forma la molécula Kb quedaba definida como el elemento
de restriccién en el mecanismo de reconocimiento
de las células diana por los linfocitos T citotéxicos.
Las modificaciones en su estructura alteraban el

proceso de reconocimiento.

* Forman y cols. (1.983), mediante tecnologia
de DNA recombinante, transfectaron el gen codificante
de 1la molécula H-2Ld a células infectadas con el
virus de 1la estomatitis vesicular (VSV). Comprobaron
que la restriccién de la lisis mediada por linfocitos
T citotdéxicos dependia de 1la molécula de clase I

codificada por el gen transfectado.

Las moléculas de clase II son los elementos
de restriccién reconocidos por los linfocitos T coopera-

dores sinérgicos. La confirmacién de esta funcion

se ha llevado a cabo con:

* Experiencias de inhibicién de la prolifera-

cién de 1los linfocitos T cooperadores, cuando se
sueros

tratan células presentadoras de antigeno con

anti-Ia (Mcbhougal, Cort, 1.978).




* ~ p 4
Cuando se realizan ensayos con cepas

estructura de
los antigenos de clase II, afectan a 1la especificidad

mutantes, las modificaciones en la

de reccnocimiento del complejo antigénico por parte

de los linfocitos T cooperadores (Kimoto y cols.
1.982).

1-2.6-1.2 Modelo de restriccidn por el CMH.de

las funciones de los linfocitos T

* Interaccidén entre las moléculas del CMH y

las moléculas extrafias para constituir el determinante

antigénico.

Si las moléculas codificadas por el CMH
y 1las extranas, se reconocel conjuntamente por los
linfocitos T, es de suponer gue entre ellas se establez-
ca algin tipo de wunién (Rock, Benacerraf, 1.984).
Otra posibilidad es que la molécula extrafia al asociarse
con los antigencs del CMH, induzca cambios que originen
nuevos determinantes antigénicos, reconocidos como

alogénicos por los 1infocitos T (Zinkernagel, Doherthy,

1.974).

Heber-Katz y cols. (1.975) consideran que

las moléculas antigénicas se concentran en la membrana

de la célula presentadora,
s del CMH con el receptor de las

mediante un enlace estableci-

do por las molécula
También se debe considerar la posibilidad
ileva @

células T.
un mismo receptor de la céluia T,
tdneo de la molécula

cols., 1.983).

de que
cabo un reconocimiento dual y simul
del CMH y del antigeno nominal (Pincus ¥y




* Receptor de las células T.

El empleo de anticuerpos monoclonales diri

-~ gi-
dos contra clonos de células

{ humanas, ha permitide

la caracterizacién del receptor especifico (Ti) para

la asociacién antigenc-molécula del CMH (Meuer vy

cols., 1.982). Este receptor estd constituido por
dos cadenas, alfa y beta de 51 y 43 Kd respectivamente,
asociadas a la molécula T3 coastituida per dos péptidos
de 20 y 25 d y expresada en todas las células T
maduras. Su estructura apoya la hipdétesis del reconoci-
miento simulidneo de las moléculas del CMH y del

antigeno néminal (Meuer y cols., 1.983),

Los marcadores de subpoblaciones de linfocitos
T4 y T8, contribuyen al enlace con 1las moléculas
del CMH. E1 marcador de 1las células T cooperadoras
(T4), de peso molecular 48 Kd (Reinherz y cols.,
1.979), establece algin tipo de unién con las moléculas
de clase II (Biddison y cols., 1.982), probablemente
en sus regiones monoméficas. Por el contrario el
marcador de linfocitos T citotéxicos/supresores (T8),
formado por dos péptidos de peso molecular 34-46
K@ (Reinherz y ccls., 1.980) se asocia con las moléculas

de ciase I (Meuer y cols., 1.982).

* Integracién de los mecanismos reguladores

y efectores de la respuesta inmune.

Los linfocitos T helper desarrollan una

funcién de regulacién de 1la respuesta inmune, de

ellos depende la induccién de la produccién de anticuer-

téxicicad especificos.

pos ¢ de los mecanismos de cito
por las moléculas de

La interaccién, restringida




clase II entre los 1linfocitos T Cooperadores y las

ceélulas presentadoras de antigenos, tiene como resultado

la produccién por parte de éstas ds 11-1 {Interlew

cuina-1) (Rosenstreich y cols., 1.976), que actia

sobre 1los linfocitos T cooperadores (Gillis, Mizel,

1.981) y los induce a sintetizar I1-2 (Smith y cols.,
1.980). La 1I1-2 estimula 1la proliferacién de los
propios linfocitos T cooperadores (Watson, Mochizuti,
1.980) y actia sobre 1los 1linfocitos T citotéxicos
previamente sensibilizados, capacitdndolos para mediar
la 1lisis de 1la célula diana (Shaw y cols., 1.980)

(Fig.10).

Los linfocitos T cooperadores también interac-
cionan con 1los 1linfocitos B, a través del antigeno
néminal y de las moléculas de clase II, comportdndose
los linfocitos B como células presentadoras de antige-
nos. La interaccién linfocito-T cooperador-linfocito B,
~ondiciona el isotipo y el idiotino de las inmunoglobu-
linas, sintetizadas por 1los linfocitos B (Asano vy

cols., 1,982},

I-2.6-1.3 Origen del fendémeno de restriccién

pox el CMH

En el timo existen células radioresistentes
gue expresan antigenos del CMH de clase I y 1I, encarga-
das de llevar a cabo el aprendizaje de las células
T para distinguir 1o propio de 1lo extrafio (Von
Boehmer y cols., 1.975) (Katz, 1.977):

La restriccién por el CMH, es una caracte-

ristica adquirida de los 1linfocitos T, determinada

i jacid imo en ausencia del
por sSu diferenciacidn en el t :




antigeno Este procesc 5qi
: v 'roceso ontoldgico, sitd
Jice, ua a3l repertori
de células T 3 i e 7
was 1, en una situacidn gue cuande se introduce
el ant i SO
antigeno, séle los clonos especificos para ese

antigeno, en ascciacién con las moléculas del CMH

reconocidas comc las
nocidas como propias, se expanden (Pfizenmaier

y cols., 1.976) (Zinkernagel, 1.976) (Bevan 1.977)

{75 ». L . . 1
VG AR L ’ y 1
1 VA2, 1

(

i bk iy g
v d 10 ) \L.J.Jtr'\L:I_hugt:L Y (.:Ulti.,

1.878) (Zir <ernagel y cols., 1.978).

I-2.6-2 ALOREACTIVIDAD

Diversas experiencias realizadas en los
albores de la inmunologia celular mostraron que la
frecuencia de células aloreactivas, era alta (Simonsen,
1.967).

Payne y Jaffe (1.962), estudiando la respuesta
del injerto contra el huesped, describieron que la
respuesta alogénica era mds intensa que la xenogénica
y, por tanto, la separacién filogenética entre los
individuos estaba en relacidén inversa con la capacidad
de producir una respuesta inmunolégica celular. Este
planteamiento contribuyé al desarrollo de la hipétesis
de Jerne (1.971), que especulaba sobre el papel que

jugaban las moléculas del CMH en la aparicién del

repertorio inmunoldgico.

ca

El porcentaje de células aloreactivas

ha fijdado en un 276 % (Ryser, McDonald, 1.979).

Esta frecuencia tan alta de células aloreactivas

se puede explicar seglin tres hipdtesis:

* para Jerne, existen dos subpoblaciones

separadas de células T, wuna presenta un receptor




que 2 see 5 s
] reconcce las moléculas del CMH extrafias y la

otra tiene el

receptor gue se une al complejo antigeno
nominal-moléculas del CMH propias (Jerne, 1.971)

* La segunda hipétesis, contempla a 1las

células T con dos receptores, uno media 1la respuesta

alogéiica y el otro sirve para el reconocimiento

antigénico restringido por el CMH (Heber-Katz, Wilson,
1.976).

* Por Gltimo la tercera hipétesis, considera
que la célula T expresa un sélo receptor que es capaz
de actuar en la respuesta alogénica y en la desarrollada
frente a un determinado antigeno nominal (Hiinig,
Bevan, 1.980).

Se ha demostrade que el fendmeno de aloreac-
tividad estd intimamente ligado al de restriccién
por el CMH, y que 1los receptores que median ambos
procesos se expresan en la misma célula T (Von Boehmer
y cols., 1.979) (Schmitt-Verhulst, Shearer, 1.975)
(Lemonnier y cols., 1.977) (Sredni, Schwartz, 1.980).
Sin embargo, la relacidn fisica entre los dos tipos
de receptores no estéd definida. Un estudio reciente
realizado con un clon de linfocitos T sugiere que
un s6lo receptor muestra una reaccién cruzada entre
una molécula del CMH alogénica y la asociacién antigeno

nominal-molécula propia del CMH (Hedrick y cols.,

1.982).,

1-2.6-3 SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL POLIMCRFISMO
DE LOS ANTIGENOS DEL CMH

El sistema inmune debe reconocer los 2ntlgenos




extranos en la superficie de 1las células y no ser

distraido por otros antigenos. Para ello el antigeno

Se asocia a una molécula de 1la membrana
Las células

calular.
T deben ser tolerantes para esta proteina

cuando no se asocie a un antigeno 6 se presente ligada

a otros elementns del propio individuo y asi evitar
la autoagresidn. Si esta molécula no fuera polimérfica
podria ocurrir que penetrara .n agente infeccioso
con el que muestre cierta semejanza y ello ocasionaria
una falta de respuesta por parte del sistema inmune,
con la consiguiente proliferacidén del germen y muerte
del individuo. Ei polimérfismo de las moléculas del

CMH previene la posibilidad de coincidencia entre

estas moléculas y cualquier agente infeccioso (Schwartz,

1.984).

Esta teoria planteada hace mds de 15 afios,
aungue sin soporte experimental, es Util para explicar
el =significado ©bioldgico del polimérfismo de las

moléculas del CMH.

I-2.7 IMPORTANCIA DE LOS GENES QUE CODIFICAN
PARA LOS ANTIGENOS DEL CMH EN LA
EVOLUCION DE LOS TUMORES

1-2.7-1 TIPOS DE GENES QUE CONDICIONAN EL
ORIGEN Y DESARROLLO DE NEOPLASIAS

Los tumores surgen como consecuencia de

i ura
transformaciones progresivas, {ue producen la rupt

Glti de 1lo0s procesos
de maltiples controles reguladores i P

de divisién y diferenciacién celular.

estudios, histoldgicos ¥y citogenéti-
de los tumores

Diversos

cos, confirman que la historia natural
. r
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esponta ali :
pontaneos malignos en humanos y en animales sigue

un proceso de multir ] 3
proceso de multiples etapas con la aparicién sucesiva

de A
€ nuevos subclonos de células que sustituyen a sus

predecesoras (Nowell, 1.976).

Foulds (1.958) analizé por vez primera

el procesoc de progresidén tumoral. Considerd que el

fenotipo neopldsico estaba constituido over varias
uni@ades caracteristicas capaces de una variacién
amplia y comportamiento independiente. A través de
varias vias alvernativas se pocdia alcanzar la expresién
del mismo fenotipo. Cada etapa de progresidén tumoral
refleja 1la activacidén, mutacidén o pérdida de genes
diferentes, entre 1los que se distinguen tres grupos

funcionales:

* E1 primer grupo estd representado por
oncogenas, que actidan induciendo transformacidén tumoral
cuando se transfieren a células en cultivo. El mejor
empleo de este grupo de genes, es la familia "ras",
en donde una simple mutacidén le confiere capacidad

oncogénica (Yoakum y cols., 1.985).

* E1 segundo grupo incluye a genes supresores
de los tumores o antioncogenes. Se denomina asi porque
para originar un tumor, estos genes, deben ser elimina-

dos o anulados funcionalmente. El gen mejor estudiado

dentro de este grupo, el el "pb=1", cuyes alelos

se han perdido en 1las células tumorales del retinoblas-

toma (Cavenee y cols., 1.983) (Benedict y cols.,

1.983). Parece ser due este gen tiene una funcién

reguladora en células normales, posiblemente en la

sencial en 1la diferenciacién

Benedict, 1.984) (Robert~

induccién de una etapa €

terminal del tejido (Murphree,

son, 1.984).




* El. tercer grupo de genes,
moduladores, influyen en el

denominados

comportamiento de las

neoplasias, condicionan su diseminacién, pero no

‘ oncogenética,
Constituyen un grupo amplio y heterogéneo, entre

tienen capacidad de transformacién

ellos se encuentran los genes del CMH que se relacionan-

Y a o i e e T e e
Mll(ﬂ‘\,‘lll\..kn e e I

cen 13 capacidad metastdsica de

los tumores (De Baetselier y cols., 1.980) (Katzav
¥ cole.. 1.980 .

I-2.7-2 Antigenos de histocompatibilidad v ca-

pacidad metastdsica de los tumores

La funcidn esencial de los antigencs HLA dentro
del sistema inmune es 1la de actuar como moléculas
de restriccién en el reconocimiento de los antigenos
por parte de los linfocitos T (Doherty y cols., 1.976)
(Gomard y ecols., 1.976). Si una célula tumoral ne
expresa antigeno HLA de clase I en su membrana, carece
de unc de los elementos, que en asociacién al antigeno
tumoral, es reconocido por los linfocitos T citotdxicos.
Entonces 1la célula tumoral no seria atacada por el

sistema inmune. (Schmidt, Festenstein, 1.982).

El problema fundamental reside en reconocer .

lo mecanismos inmunolégicos que intervienen en el

rechazo de los tumores. Es preciso delimitar qué

neoplasias inducen una proliferacién Yy respuesta
de linfocitos T citotdxicos para poder explicar cuando
de 1los antigenos HLA es 1la responsable

En neoplasias cuyo agerte

la perdida
de la diseminacidn tumoral.
virus DNA, se ha demostrado que a través
en la membrana

causal es un

de 1la expresién de proteinas virales

de células tumorales se induce una estimulacidén de




los linfocitos T citotéxicos, restringidos por las

moléculas de histocompatibilidad de clase T (Klain

: \
Klein, 1.977) como sucede en tumores inducidos por

el virus de Epstein-Barr (Saemundsen y cols., 1.982).

Otros tumores se desarrollan per la activacién
de oncogenes promovida por retrovirus (Hayward . v
cols., 1.981). Como la :zona del retrovirus responsable
de esta activacién es muy pequefia y no codificante,

el rechazo del tumor no se puede predecir hasta mno

conocer la expresién completa de proteinas virales

por las células tumorales.

La mayoria de los tumores expontaneos surgen
como consecuencia de la activacién de oncogenes celula-
res por mecanismos no virales, tales como mutaciones
puntuales, reordenamientos del DNA, amplificacién
génica, translocaciones cromosémicas etc. Los oncogenes
estan formados por proteinas normales o ligeramente
modificadas. Por lo que es dificil explicar el rechazo
inmunolégico especifico. Es posible que las proteinas
codificadas por 1los oncogenes presenten mutaciones
en la secuencia de sus aminodcidos que podrian originar
determinantes antigénicos reconocidos como extrafios

por el sistema inmune del huesped (Klein, Klein,

1.985).

1-2.7-3 Expresién anormal de los productos

del CMH en tumores

1) Modelos experimentales murinos

* Yariaciones cuantitativas.




Se ha encontrado una relacidén inversa entre

niveles de expresién de los antigenos asociados al

tumor y 1los antigenos H-2 (Haywood, McKhann, 1.971).

Estudios posteriores, confirman 1la ausencia o disminu-

cion de expresién de antigenos H-2 (Garrido y cols.,

1.979) (Garrido, 1.979) {Baillinari ¥ cols., 1.8583)
(Rosloniec y cols., .1.984).

Recientemente, se ha relacionado de forma mas
precisa la expresidén H-2 con la eficacia de la lisis
de células tumorales por parte de linfocitos T citotéxi-
cos y con el crecimiento del tumor (Walich y cols.,
1.985) (Tanaka y cols., 1.985).

La disponibiiidad de anticuerpos monoclonales
frente a antigenos especificos del CMH, facilita
estos estudios (Testorelli vy col§., 1.980), vy han
contribuido a demostrar que algunos tumores han perdido
la expresién de antigenos H-2, que estan presentes
en la membrana de las células normales autdlogas

(Schmidt v cols., 1.979) (Schrier y cols., .983).

Las células tumorales que han perdido su
expresién H-2, son mds agresivas (Plata y cols.,
1.981) (Rogers y cols., 1.983). La expresién de antige-

nos H-2, es por tanto de gran importancia para la

respuesta del huesped frente al tumor (Lakdar, Senik,

1.982) (Gooding, 1.982) (Katzav y cols., 1.984) (Eisen-

bach y cols., 1.983).

Garrido y cols., (1.986), en un tumor inducide

con metil-colantreno detectaron heterogeneidad en

la expresidén de antigenos de clase I, ¥

cuanto a :
varios clonos a partir del

consiguieron establecer




mismo tumor con diferente expresién de moléculas

de clase I. Upne de las clonos, mostraba unos niveles

normales de moléculas de clase I y tenia un cre

cimiento
local limitado, ademds era capaz de inducir proteccién

si se administraba de forma adecuada. Otro clon,
tenia una expresién muy reducida de moléculas H-2
con crecimiento local intenso y no inducia proteccii:.

Todas estas experiencias, ponen de manifiesto
que 1la perdida de expresién de 1las moléculas del
CMH de clase I, trae consigo la progresién tumoral
por fallar en el reconocimiento de las células tumorales
los linfocitos T citotdxicos. Si mediante transfeccién
génica se consigue restablecer 1la expresién de estos
antigenos, el tumor reduce su capacidad oncogénica,
ya que entonces el sistema inmune puede reconocer

a las células tumorales mediante los 1linfocitos T

citotbéxicos (Hui y cols., 1.984).

Como causa principal de la perdida de expresion
de 1los antigenos de clase I en células tumorales,
se considera que existe una alteracién en la transcrip-
cién de DNA a RNAm (Baldacci y cols., 1.983). Al
variar las condiciones externas o tratar a las células
con determinados factores, sSe consigue que las células

tumorales reexpresen las moléculas de clase I (Ostrand-

Rosenberg y cols., 1.9€7).

En otros casos la ausencia del producto de un

gen de clase 1 se debe a una alteracidén a nivel del

DNA en su secuencia de nucleotidos (Rogers Y cols.,

1.983).

* cambios bioquimicos.




5 S
e ha descrito que algunos de los tumores que

exprese i {
Fresan antigenos del CMH, son quimica e inmunolog'
ica-

men isti
te distintos de aquellos que presentan las células

autologas nrormales. Varios laboratorios han definido

antigenos del CMH alogénicos o ext.afios en las células
tumorales (pPliskin y cols., 1.978) (Ballinari
1.983).

y cols,,

En 1la i vari j
1 .actualldad, varios trabajos detectan,
en células tumorales, antigenos del CMH que son
quimicamente distintos a los de las células autologas

normales, pero no se consideran como aloantigenos

(Callahan y cols., 1.981) (Callahan y cols., 1.982)
(Cal’ahan y cols., 1.983).

Martin y cols., (1.977), describieron varios
tumores pulmonares inducidos transplacentariamente
en ratones C3HfB, que eran desde el punto de vista
inmunoldgico cross-reactivos en los ratones ancestrales
C3H y distintos de 1la cepa parental C3HfB. Uno de
estcs tumores, el LT-85 crecia de forma progresiva
en ratones de la cepa ancestral C3H y era rechazado
por los de la parental C3HfB. Callahan y cols., (1.983),
por mapeo triptico demostraron que las moléculas
H-ZI(k del tumor LT-85 en algunas porciones de su
secuencia de aminoAdcidos eran iguales a las de 1la
cepa C3H y en otras regiones se parecian a las de
la cepa C3HfB. Se habia originado pues una nueva

molécula posiblemente por un Pproceso de conversién
génica a partir de 1la regién telomérica del CMH en
denominada Qa/Tla. Esta nueva molécula

ntigeno clasico

el cromosoma 17,

no debe ser considerada como un aloa

y se puede plantear que la aparente expresién de

nos H-2 se deba a reacciones cruzadas fortuitas

aloantige




basadas en 1la homologia ent

parecidos (H-2-1like).

re moléculas H-2 y antigenos

Brickel y cols., (1.983) describieron, que con
un clon de c¢DNA que codifica para 1los antigenos
Qa/Tla, se pueden detectar niveles elevados de un
determinade tipo de RNAm en células tumorales, lo
que puede interpretarse como un aumento en la expresién
de moleculas Qa/Tla o©o como expresién de procesos

de conversidén génica originados en esta regién del CMH.

Aunque la importancia de estas observaciones
para la genética molecular de 1los antigenos del CMH
es grande, su papel dentro de la inmunologia tumoral

no esta aun bien definido. En el caso del tumor LT-85

se considera que el antigeno modificado H—2Kk es

el responsable del rechazo por parte de ratones singéni-
cos {Callahan v cols., 1.982).

También es posible que las células tumorales
que expresan antigenos H-2 alterados sean menos sucepti-'
bles a la lisis mediada por las células T del huesped,
lo que originaria un aumento de la capacidad oncogénica
de estas células (Chapdelaine y cols., 1.981). Por

tanto es posible que las células transformadas que

expresan antigenos H-2 alterados se conviertan en

tumorales al escapar al control inmunolégico. Si

bien estd claro que por este mecanismo se desarrolla

una neoplasia , no se comprende como el huesped no

reconoce como axtrafio un antigeno H-2 alterado (calla-

han, 1.985).

Se cree que los antigenos GT-1 y GT-2 expresa-

en 1los carcinomas embricnarios Y responsables

146.




de la actividad NK frente a estos tumores estan
r

regién Qa/Tla (Brickel
Y se han descrito reacciones cruzadas
entre los carcinomas embrionarios

codificados por genes de la

Y cols;, - 1.981)

Yy otros tumores

sensibles a 1la actividad NK, como los inducidos por
el virus 8SV40 o por metilcolantreno (Castro ¥ cols,,

1,974]. (Medawar, Hupt, 1.978) (sikera y cels., 1.:873)

2) Variaciones cuantitativas y cualitativas en

la expresidén de los antigenos del CMH en

las células tumorales humanas.

Fxisten muchos menos datos sobre la expresién
de antigenos del CMH por las células tumorales humanas
que en modelos experimentales murinos, debido sobre
todo a 1las dificultades inherentes al estudio de
una poblacién exogdmica. También hay que considerar
que sélo recientemente se han conseguido estabilizar
lineas celulares procedentes de un tumor y del tejido
normal correspnndiente de un mismo individuc (Callahan,
1.985). Sin embargo existen varios tra ajos que
sugieren que la expresién de antigenos del CMH por
las células tumorales humanas es distinta a la observada

en células normales (Trowsdale y cols., 1.980) (Travers

y cols., 1.982).

Lampson y cols., (1.983), han descrito que

l1ineas celulares derivadas de neuroblastomas

algunas
de alta malignidad no expresan antigenos HLA. La

ausencia de 1los antigenos HLA se debe a la pérdida
de la cadena pesada de 1las moleculas

2-microglobulina se sintetiza

de expresién
de HLA ya que la beta

normalmente en estas células.




Doyle y cols., (1.985), han propuesto que la
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cilitar su escape del sistema inmune del huesped

y dotarlas de mayor capacidad oncogénica, aunque

no existe ninguna evidencia directa que demuestre

una relacidn entre 1la expresién de 1los antigenos

11.7 ; g idad oncogénic: ’
HLA y la capacidad oncogénica de la células tumorales

{Poupon ¥ cols., 1.981).

Una linea celular de adenocarcinoma prostati-

co, expresaba antigenos HLA a.iotipicos que no se

encontraron en los 1linfocitos de sangre periferica
del mismo paciente. Pero estos resultados no descartan
la posibilidad de una contaminacién alogénica y el
empleo de anticuerpos policlonales dificulta su inter-

pretacién (Claas, Steenorugge, 1.983).

En células de linfomas T humanos inducidos
por virus se expresaban con facilidad antigenos HLA-A
¥ B gue no se detectaron en linfocitos B normales
autélogos +iransformados por el virus de Epstein-Barr,
ni en los de sangre periferica del paciente. Se cree
gue pueda deberse a reacciones cruzadas entre antigenos

virales y algunos antigenos HLA (Clarke y cols., 1.983).

Ootros trabajos (Robinson y cols., 1.981),
dirigidos a caracterizar el fenotipo HLA de 1las células

tumorales, han fracasado en demostrar diferencias

2 | 5
entre 1le tumor y 1as células singénicas normaies,

pero como la mayoria de estas experiencias se han

basado sbélo en el empleo de reactivos serologlcos,

pierden valor, Yya gque se ha demostrado que una entidad

identidad genetica (Biddison

serolégica no implica
(owerbach y

y cols., i,982) (Arden Y eols, . 1.982)




La caracterizacidén serolégica es inadecuada

si se emplea como Gnico medio para describir el fenotipo

de 1los antigenos HLA de 1las células tumorales, vya
que pueden existir diferencias significativas entre
las células normales y las tumorales que son serologi-

camente invisibles (Newman, Graves, 1.982).

Aungue existe menos informacidén sobre la ex-
presién anormal de las moléculas HLA en los tumores
humanos que sobre 1las moléculas H-2 en el modelo
murino, los datos que hasta ahora se han registrado
sugieren que las variaciones encontradas en los tumores

murinos también pueden ocurrir en los humanos.




I-3 ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y MELANOMA MALIGNO

La progresién del MM estd asociada a modifica-

ciones en 1la expresién fenctipica de sus células
{Brocker y cols., 1.985%.

La transformacién y progresidén de los melano-
citos humanos a MM puede asociarse con cambios en
la expresidén de antigenos de histoconpatibilidad,
gue incluyen aparicién de expresién ‘de antigenos
HLA de €lase II, reduccién o desaparicién en la expre-
sién de antigenos HLA de Clase I y heterogeneidad
en la expresién de ambos entre el tumor primario
y su metdstasis (Holzmann y cols., 1.987). Por ello,

ualguier alteracién en la expresién de antigenos
de histocompatibilidad en las células de MM, se traduce
en un comportamiento biolégico distinto (van Duinen

v cols.; 1,988}

1-3.1 ANTIGENOS HLA DE CLASE 1

Los melanocitos normales presentan en su
membrana moléculas de Clase I (Houghton y cols.,

1.982) (Holzmann y cols., 1.987), po lo que la pérdida

de expresién en células de MM es una anomalia. Se

han descrito MM HLA-Clase T (=) {(Ruiter 'y €018,

1.984) (Natali y cols., 1.985) (Brocker y cols.,

1.985). Su expresidn, emn general, es alta en MM primi-

tivos (Parmiani y cols., 1.986) y baja en sus metastasis

(Ruiter y cols., 1.984).

que la lisis de células tumorales

pado




de MM estd producida por linfocitos T citotdxicos

(Anichini v eale., 1 985) Y para que estos lianfocitos

reconozcan como extrafia a la célula

tumoral, estas
tienen que expresar antigenos HIA de Clase I
= ’

sSu
falta o disminucidén se traduciria en progresién tumoral.

Ruiter y cols., encontraron una menor expre-
sion de moléculas HLA de Clase I en MM metastdsicos
que en MM primitivos (Ruiter y cols., 1.984) y Brocker
y cols., observaron también una menor expresidén de
antigenos HLA de Clase I en MM invasivos (Brocker
y cols., 1.985), de forma que 1la reduccidén de 1la
expresién de antigenos HLA de Clase I puede influir
en la capacidad metastdsica del MM primitivo (Goodenow
y .cols., 1.985). Por el contrario, otrds, Ao hen
encontrado diferencias entre MM primitivo y metas-

tasicos (Toramelli v cols,., 1.988;,

La expresién de moléculas HLA de Clase
I es heterogénea en una misma lesién y entre dis-

tintas lesiones de un mismo paciente. Esta heteroge-

neidad se puede explicar por:

1) Variaciones en la expresidn relacionadas

con el ciclo celular (Burchiel y cols., 1.982).

2) Por criterios de inmunoseleccidn, de

forma gue 1o0s linfocitos T citotdxicos antitumorales

s6lc 1lisarian células que exXpPresasd antigenos HLA

de Clase I, y las células HLA de Clase I negativas

i . ‘a
escaparian al control del sistema 1nmuné y serilan

capaces de metastatizar (Ferrone y cols., 1.978).

i i SC1omn
3) Modulacién antigenica, la producci




de gamma interferon, por parte de los 1linfocitos

T sensibilizados frente al tumor del infiltrado
r

€S capaz de inducir la expresién de
de Clasa I (Adelf, 1.985).

antigenos HLA

Segln el estadio evolutivo tumoral se detectan

diferentes antigenos asociados a melanoma:

1) Antigenos constitutivos, que aparecen
en todas las células de estirpe meldnica (Bruggen
¥ cola.; 1.9848).

2) Antigenos tempranos, cuya expresidn
disminuye con la progresién del tumeor (Suter y cols.,
1.985).

3) Antigenos tardios, que aparecen en lesiones

metastédsicas (Bruggen y cols., 1.983).

Las moléculas HLA de Clase I, se consideran
como antigenos temprano-intermedios (Brocker y cols.,

1.988).

La falta o disminucién de expresién de
moléculas de Clase I por las células de MM, se ha
relacionado, con la capacidad invasiva del tumor.

Se ha visto una disminucion de la expresién de Clase

1 a medida gque aumenta el espesor de Breslow (Ruiter

¥ ©ols., 1.982} <(Brocker. y cols., 1.985) (Holzmann

1.987) (van Duinen y cols., 1.988), el nivel
gols.. 1.985) (Lopez  Nevor ¥

¥y cols.,
de Clark (Brocker Y

cols., 1.986) (Brogelli y cols., 1.988), y por tanto

con la progresién tumoral (Brocker v cols., 1.985).




También se ha descrito que la expresién

de moléculas de Clase I en los tumores, wva ligada

al grado de diferenciacién celular, de forma que

las células tumorales Clase I negativas suelen ser

las mds indiferenciadas, Y por lo tanto con mayor

capacidad proliferativa (Real y cols., 1.985).

I-3.2 ANTIGENOS HLA DE CLASE II

Las moléculas de Clase II no estdn presentes
en los melanocitos normales (Herlyn y ccls., 1.983)
ni en nevus pilgmentocelulares, nevus displésicos,
o MM incipientes, en los MM se puede considerar como
un proceso de neoexpresién (Holzmann y cols., 1.987).
En condiciones normales, las moléculas HLA-DR sélo
se detect2an en células presentadoras de antigenos,
Linfocitos B, Linfocitos T activados y células endo-

teliales.

Después de las primeras descripciones de
moléculas HILA de Clase II en células de MM (Winchester
y cols., 1.978) (Wilson y cols., 1.979), se ha visto
que 1la expresién de antigenos DR es mds frecuente

en metastdsicos que en los primitivos (Brocker y

cols., 1.985), aungue Natali (Natali y cols., 1.983)
tanto

encontré un porcentaje elevado de MM DR (ek,

en primitivos como eén metastdsicos y Wilson (Wilson

y enls., 1.975) encontré mayor expresién HLA-DR en

MM primitivos que en los metastdsicos, mientras due

Parmiani encuentra una distribucién similar de Clase

¥ ¥ 11, LTBRtU 90 MM primitivos como éen metastasicos

(parmiani y cols., 1.986).




La expresién de Clase I aumenta ccn el

nivel de Clark (Brocker Y ocnde, T i gRey

(Brogelli
Y cols., 1.988), '

Yy con el espesor de Breslow, sucede

lo misme (Ruiter y cols., 1.982) (Brocker y ccls

1.9865) (Holzmann y cols., 1.987)
1.988).

(Van Duinen y cols.,

La expresidn de moléculas de Clase II es
un marcadcr de mpalignidad (Natali y cols., 1.984)
no solo para MM primitivos, sino también para sus
metdstasis (Van Duinen y cols., 1.984). Su expresién
en células de MM primitives indica urn alto potencial
de metastdtizar, aunque es indipendiente del espesor
tumoral {Brocker v cols., 1.985). Brocker define
a los antigenos HLA de Clase 1II, como marcadores
tardios-intermedios en 1la progresién tumoral (Brocker
¥ cols. . 1:985).

Se plantean tres hipdtesis para explicar

la expresidén de moléculas de Clase II en melanomas:

1.- Persistencia de un estadio precoz de
diferenciacidén: Se ha descrito que 1los melanocitos
fetales y del recién nacido son HLA-Clase II positivos,
por lo que dichas moléculas, se consideran como antige-
nos que aparecen en el proceso normal de maduracién

de las células meldnicas, en sus estadios mds tempranos,

y posteriormente se pierden al alcanzar los melanocitos

un mayor grado de Aiferenciacién. La expresidn de

moleculas DR se asocia con determinadas caracteristicas

morfolégicas del tumor cOmo la baja actividad de

la tirosinasa o nula pigmentacién y citologia epite-

lioide (Houghton y cols., 1.982).




2.- Ligado al proceso de transformacidén

tumoral (Natali y cols., 1.984)

(Holzmann y cols.,
1.987). En este sentido, Albino y cots. (Albino vy

e .
ols., 1.986), comprobaron 1la aparicién de estos
antigenos durante la transformacién maligna de melano-

Citos inducida por el virus del sarcoma murino.

3.- Induccidn por -células T activadas.
Se ha deuwnstrado que es posible inducir 1la expresién
de moléculas HLA de Clase II, in vitro, por interferon
(Basham y cols., 1.983) (Houghton y cols., 1.984)
{Lépez Nevot y cols., 1.986). In vivo, esta neoexpresidn
puede producirsé por el interferon gamma producido
por 1les linfocitos del infiltrado peritumoral (Real

y cols., 1.985) (Vreesﬁijk y ¢ols., 1.788).

Las moléculas de Clase II intervienen en
la presentacién de antigenos, de forma que los linfo-
citns Th sélo reconocerian al antigeno tumoral si
se presenta asociado a 1la molécula DR. La expresién
de moléculas HLA-DR en células de melanoma, las capaci-
tarfa como células presentadoras de antigenos a 10s
linfocitos Th que originarian la secrecién de linfo-
quinas (interleuquina 2, interferon, etc.), que induci-
rian la produccibén de linfocitos T supresores gue

e

bloquearian 1la respusesta antitumoral (Ting y cols.,

1.982).

Tn  vitro, Gerry .Yy cols. encontraron que
celulares de MM obtenidas a partir
in wvitro a 1los linfocitos

s6lo las 1lineas

de MM primitivos estimulan

autologos Y comprobaron due este estimulo estd en

la expresién de antigenos

proporcion directa con
tumoral .

HLA de Clase II en la superficie de la célula




Pe S : i
ro este estimulo seria clinicamente ineficaz si

no hay expresién de HLA de Clase I adecuada, ya que

no se produciria una actividad litica (Gerry y cols
.

1.984).

Taramelli y cols., describieron que 1las
células de MM metastdsicos HLA-DR (+) inhiben 1la
estimulacién de 1los linfocitos T autélogos, mientras
que los MM primitivos HLA-DR (+) no tenian este efecto
supresor (Taramelli y cols., 1.986). Asi pues, 1la
estimulacién de 1la respuesta inmune dependeria de
las moléculas HLA-DR expresadas por MM primitivos,
mientras que 1las moldculas de Clase II de MM metas-

tdsicos tendrian un efecto supresor.

El aumento del nivel de expresién de moléculas
de Clase II es similar a la disminucidn de moléculas
de Clase I, por lo gque estas células, al carecer
de determinantes HLA-I, no serian destruidas por
los linfocitos T citotdxicos, y contribuirian a aumentar
el nidmero de células DR+ (Van Duinen y cols., 1.986).
La relacién entre la expresién HLA-DR vy expansién
de 1la enfermedad parece clara y por tanto los MM

més indiferenciados tendrian un mayor nimero de clonos

en proliferacién y por tanto mayor expresién HLA-DR.

Se deduce que cuanto mayor sea la expresion
de antigenos HLA de Clase I mas diferenciado es el
miés indiferenciado, cuanto mayor sea

clase I1I (Houghton Y cols., 1.982)

tumor y sera
la expresién de
(van Duinen y cols., 1.986).

La expresién coordinada de Clase I ¥ 11

en células de MM puede sugerir un mecanismo por el




que las células de MM pueden escapar a 1la inmunovigi-

lancia. La desaparacién de antigenos de Clase I esqui-

varia la actividad citotéxica y la expresién de Clase

II aumentaria 1la actividad supresora (Brogelli
cols., 1.988).

Yy

Es pues una situacién conocida las modifi-
caciones en la expresién de moléculas del CMH, con
la neoexpresién de HLA Clase 1II y pérdida de Clase
I, lo que supone una alteracién fenotipica que implica
modificaciones importantes en el comportamiento celular.
Esta alteracién de la expresidédn de caracteres fenoti-
picos, puede deberse a una alteracién genética o
bién, desberse a modificaciones en el proceso de trans-

cripcién de la informacidén genética.




0BJETIVOS




Estudio de 1la expresién de antigenos de Clase

I y IT en células de MM primitivos Yy MM metas-
tdsicos.

Valoracién de 1la correlacién estadistica entre
la expresién de antigenos de histocompatibilidad
Y 1los factores de pronéstico clinicos e histo-
légicos de Melanoma.

Establecimiento de 1lineas celulares "in vitro"

de melanoma, e induccidén experimental de antigenos

de histocompatibilidad con gamma interferon.

Estudio mediante técnicas de Southern de 1los
genes de Clase I y Clase II del sistema mayor

de Histocompatibilidad en Melanomas.




MATERIAL Y METODOS




Para desarrollar nuestra hipdtesis de trabajo
y alcanzar nuestros objetivos, . realizamos un estudio
en 27 pacientes con MM primitivos y 32 pacientes con
MM metastdsicos, intervenidos en 1la Unidad de Melanomas
del Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario
de Granada. Las diferentes técnicas inmunolégicas
se realizaron en el Servicio de Andlisis Clinicos

e Inmunologia del Hospital Virgen de las Nieves.

En todos los pacientes realizamos un Estudio
Clinico detallado. Las piezas operatorias fueron proce-
sadas con la técnica de Hematoxilina-Eosina para su
andlisis Dermopatoldégico. La expresidén de los antigenos
de Histocompatibilidad de Clase I y II, en los 27
melanomas primitivos y en las 32 metdstasis, se estudié
en cortes criostdticos con la t.cnica de inmunofluores-
cencia indirecta. Se aplicé un andlisis estadistico
a las relaciones entre los diferentes criterios clinicos
e histoldégicos y la expresién de antigenos HLA de

Clase I y II en los melanomas estudiados.

En el segundo apartado de nuestro trabajo

se establecié una linea de melanoma (M1) a 1la que

se aplicé 1la técnica de microscopia electronica para

Las técnicas de radiounioén
1a 1linea M1

confirmar su origen meldnico.

e inmunoprecipitacién se emplearon con

para el andlisis fenotipico de 1las moléculas HLA.

£1 tratamiento con gamma interferon de esta 1linea
cir la expresién de moléculas HLA de Clase
1a técnica de Southern Blot sé€

HLA de Clase I y Il

Ml para indu
I y II. Finalmente
utilizé para comparar 1c5 genes

de la linea de melanoma M1 con los de células normales

autologas.




PROTOCOLO DE MELANOMAS MALIGNOS: HLA

Ne: Edad: Sexo:

Raza: 1.Blanca 2.Gitana Color Piel: 1.B 2.M
Color ojos: 1.Negro 2.Castafios 3.Verdes 4.Azules

Color pelo: 1.Negro 2.Castafio 3.Rubio  4.Rojo

ANTECEDENTES FAMILIARES:

Diabetes Cancer C.Cutaneo Melanoma
Pad.-Herm. :

Otros:

ANTECEDENTES PERSONALES:

Tumor previo Expuesto: O.No 1.< 3h 2.2-8h 3.>8h
Exposicién Solar: 1.Crénica 2.Intermitente

Precancer Cutaneo-Mucoso: ciado: l.Carcinoma 2.Basalioma 3.Melanoma

Nevus: 1.<20 2.=20
CARACTERISTICAS DEL TUMOR:

Forma Clinica: 1.MN 2.ILMM 3.SSM 4.Acral Pigmentado: Ulcerado:
Dimensiones: cm Localizacidn: Metdmera:

Tiempo de Evolucidn: Estadio: Ganglios: 1.Cuello 2.Axila 3.Ingle
Termograma: 1.Thl-f 2.Thl-i 3.Th2 4.Th3 5.Th4 6.Th5 7.Th5-1

DATOS HISTOLOGICOS

Clark:

Breslow: 1.(<0.75) 2.(0.76-1.5) 3.(1.51-2.25) 4.(2.26-3.0) 5.(>3)

Mitosis: l.Escaso 2.Moderado 3.Intensa Infiltrado:
Citologia: l.Globocelular 2.Fusocelular 3.Mixto

Fecha de intervencién del tumor:

Metdstasis: 1.No 2.Cutdneas 3.Ganglionares 4.Viscerales 5.dos-tres
N.E.D.:
A.W.D.:

Situacién actual: 1.Vive 2.Exitus

EXPRESION HLA:
1.(-) 2.(25-50%) 3.(50-75%) 4.(100%) 5.(15-25%)
T-HLA I
T-HLA II
M-HILA T
M-HLA II




II-1 ESTUDIO CLINICO

De acuerde con un protocolo de recogida

de datos , que incluyen las siguientes variables:

A.-Criterios obtenidos por la exploracién:

Sexo, Edad, Localizacidn, Forma Anatomo-
clinica, Tamafio del tumor, Caracteres fenotipicos,
Namero de nevus, presencia de precancer y cancer cuténeo
asociado, Pigmentacién y Termografia. Para el estudio
termogrdfico de los MM primitivos empleamos el Sistema
AGA-Termovisién 680 Medical, de fabricacidén sueca,
con un detector puntual de antimoniuro de iridio alojado
en un vaso Dewar, instalado en la Unidad de Melanqmas

del Servicio de Dermatoiogia.

B.-Criterio obteridos por la Historia Clinica:

Tiempo de evolucidn (en afios), Historia
de Exposicién al sol, Antecedentes familiares, Estadio

Evolutivo, N.E.D. y A.W.D.

Con las piezas operatorias realizamos:

I1I-2 TECNICAS HISTOLOGICAS

I1I-2.1 DERMOPATOLOGIA

MATERIAL

Estudiamos 59 piezas quiridrgicas correspondien-

tes a 27 MM primitivos y 32 MM metastdsicos.

itual,

Tallado y procesado segin la técnica hab

i 3 +omia
en la seccién de Dermopatolcgla de la Catedra de Ana

163.




Patoldgica de la Facultad de Medicina de Granada (Fija-

cion en formol &l 10 %

de 5

» 1nclusidén en parafina, cortes
micras y tincidn con hematoxilina-eosina).

Todas 1las preparaciones fueron examinadas
eén nun microscopio NIKON HFX-IIA.

METODO

Obtenemos los siguientes parametros:

1) Tumores primitivos

Nivel de invasidén, segin 1los criterios
de Clark, gque establecen 5 niveles (Clark y cols.
1.959):

Nivel 1I: Tumor intra-epidérmico.

Nivel II: Invasién fragmentada de dermis
papilar.
Nivel III: Invasidén de dermis papilar.

Nivel IV: Invasién de dermis reticular.

Nivel V: Invasién de hipodermis.

* Espesor del tumor, Breslow propuso la
medida del espesor mdximo del tumor, lo gue implica
el empleo de micrémetro ocular y cortes seriados verti-

cales. Se establecieron varios grupos (Breslow, A.,

1.970):




* Patrén de crecimientn, McGovern progpone
la siguiente clasificacién (McGovern y cols., 1,973}

- Melanoma sin componente adyacente: Melanoma
Nodular (MN).

- Melanoma con componente adyacente del
tipo de Melanoma de extensién superficial
(ssm).

- Melanoma con componente adyacente

'tipo Lentigo malignc melanoma: LMM.

Melanoma con componente adyacente

tipo Lentiginoso acral: ALM.
Tipo celular, existen 3 tipos:

Globucelular
Fusocelular

Mixto

* Infiltracidn linfocitaria peritumoral,

que se ha clasificado:

- Intensa (+++)
- Moderada (++)

- Escasa (+)

Actividad mitética, McGovern y Murad establecen

i i i das en un drea de
gue las mitosis deberian ser conta




i wmp? en
aquella zona de 1a pieza donde fueran mas

numerosas y proponen 3 grados (McGovern Ml o 3
T. M., 1,98%) .

Murad,

- Grado 1: <1 mitosis/5 campos
= brado 2: 1 m/S5 e = 1 mll &

= GYado 3: & 1 m/l o
* Pigmentacidn.

* Ulceracidn.

2) Metdstasis ganglionares y cutdneas

* Estudio del tumor ©primitivo segin

parametros anteriormente descritos.

* Estudio de 1las metdstasis, siguiendo

parametros de:
- Tipo celular
- Actividad mitdtica

- Pigmentacién

II-2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

MATERIAL Y REACTIVOS

piezas quirdrgicas. Glutaraldehido al 2,95 %
Agua destilada. Acetcna
Oxido de

Tetraoxido de Osmio al 1 %.

de 70. Acetato de Uranilo. Acetona de 100.

Propileno. Resina de Spur. Resina pura. Cdapsulas de

Beem. Citrato de Plomo. Estufa. Ultratome III de LKB.




Cuchillas de vidrio. Microscopio
100 B.

electrdénico Seol-Sem

METODO

Se ha realizado en la Seccién de Microscopia
Electrénica del Servicio de Anatomia Patoldégica de

la Facultad de Medicina de Granada.

1) Fijacién: La pieza de melanoma obtenida
por extirpacién quirdrgica, se fija en glutaraldehido
al 7,5 % durante 2-6 horas. Lavado en tampdn y posterior
fijacién en tetradéxido de osmio al 1 %, nueve lavado

con agua destilada.

2) Deshidratacidén de 1la pieza: Se realiza
en acetona de 70 mezclada con Acetato de Uranilo,
durante 2 horas. Dos bafios en acetona de 100 durante
15 minutos cada uno y posteriormente dos bafnos en

Oxido de Propnileno de 15 minutos cada uno.

3) Inclusién o penetraciun: En mezcla de
oxido de Propileno y resina de Spur 3 partes iguales
durante una hora y media. Despues toda la noche en

resina pura. Inclusién en capsulas de Beem y se polimeri-

za &n estufa a 602.

4) Corte: Se utili a un Ultratome III de LKB

y cuchillas de vidrio. Se obtienen cortes de 400 A
anilo al 8 % durante

gue se contrastan con Acetato de Ur

20 minutos y Citrato de Plomo durant:e 5 minutos.

5) visualizacién en mi-roscopio electronico




11-2.3 INMUNOFLUORESCENCIA  INDIRECTA  SOBRE
CRIOSTATICOS

CORTES

Segun técnica descrita por Natali y
CLL 983 .

MATERIALES Y REACTIVOS

Piezas quirdrgicas. Cortes an congelacién.
Portas. Cubreobjetos. Medio de montaje Crio-M-bed).

Bandeja para los portas. Camara humeda.

Anticuerpos monoclonales:
AcMo Especificidad

GRH1 (Lopez Nevot y cols., 1.986) B-2-microalobulina

’

W6/32 (Brans-Table, 1.978) Cadena pesada antige-

nos HLA clase 1I.

GRB1 (Ruiz-Cabello, 1. HLA clase II detcrmi-

nante monomérfico(DR)

GRTZ2 (lopez Nevot y cols., 1.986) Antigeno panleucoci-

tario.

Inmunoglobulinas de conejo anti-ratén conjuga-

das a fluoresceina (RAM-FITC) (Nordick).

Glicerol tamponado. PBS.

Criostato 5030(Bright instruments fa.

Microscopio de fluorescencila.

METODO

de melanoma se congelaron én ni-
a la interven-

1) Las piezas

trogeno liquido en las 2 horas siguientes

ciorn




2) Del contenedor de nitrégeno liquido se pasan

@l criostato para realizar cortes de 4 micras de espesor

los cortes se colozan en portas y se fijan con acetona
durante 5 minutos antes de congelarlos a -20¢°C.

3) Para su empleo 1los cortes sobre portas
se descongelan con PBS en frio durante 10 minutos
y a continuacidén se, incuban con el primer anticuerpo
durante 30 minutos en cdmara himeda.

4) Cuatro lavados con PBS sobre el porta;
inmediatamente después de la primera incubacién, a
tns 10% 300 3 Hul

5) Incubacidén a 30' en cdmara himeda con

la inmunoglobulina de conejo anti-ratén marcada con

fluoresceina (RAM-FITC).

6) Cuatro lavados con PBS, igual que en

el apartado 4).

7) Secado de 1la zona del porta no ocupada
por 1los cortes ¥ montaje del cubreobjetos con una

gota de glicerol tamponado.

8) Observacién al microscopio de fluorescencla.

II-3 CULTIVO CELULAR

Segiin técnica de F ughton y cols., (1.982).

MATERIALES Y REACTIVOS

Pieza quirdrgica.
Medio de cultivo: RPMI 1640 con:
- Glutamina 2 mM
- Ampicilina 500 mg/ml y Gertamicina 40 mg/1l.

169.




- Suero fetal 15 %.
Frascos de cultivo (Falcon) de 75 ml.

Tubos universales estériles.

PBS con 0,25 % de tripsina.

Colador. Agujas. Jeringas. Filtros de 0,45 um.
Cémara de flujo laminar.

Estufa de 37°C gon €O..

2
Centrifuga.

Microscdépio de contraste de fase.

METODO

1)

En condiciones de esterilidad, dentro de la cawmara
de flujo laminar, 1la pieza de melanoma se trocea
y disgrega mecanicamente sobre un colador mwientras
se afiade PBS. La suspensién celular asi obtenida
se pasa por varias jeringas, con agujas de distintos

tamafics para deshacer los grumos.

Se realizan dos lavados con PBS, centrifugando

a 1.800 rpm durante 10 minutos.

El botdén celular se resuspende com medio de cultivo,

previamente filtrado, para alcanzar wna concentracion

de leoS células/ml. La suspensidén celular se resparte
en frascos de cultivo a razdén de 5 ml por frasco.
Las células se cultivan en la estufa a 37¢C con

una atmosfera de CO2 A1 5 %.

cada 3 dias se realiza el cambio de medio de cultivo




Para ello la mitad del volumen del medio de cada

frasco se vierte en un universal y se centrifuga

a 1.800 rpm durante 10 minutos. Este volumen se

repone en cada frasco con medio fresco. Después

| : e -
de la centrifugacién, el botén celular se resuspende

en medio y se pasa a un nuevo frasco de cultivo.

El crecimiento celular se controla por microscopia

de contraste de fases.

Cuando en un frasco de cultivo se observa que las
células han ocupado en su crecimiento toda la superfi-
cie disponible se realiza la expansién a otro reci-
piente. La expansién se realiza despegando las
células con PBS adicionado de tripsina al 0,25 %
durante una incubacién de 15' a 372C. Las células
despegadas se centrifugan a 1.800 rpm durante 10'
y después de resuspender el botén celular con medio

se reparten en dos frascos de cultivo.

II-4 CONGELACION Y DESCONGELACION DE CELULAS

1) Congelacién de células de melanoma.

MATERIALES Y REACTIVOS

suero fetal con DMSO al 10 %.
Criotubos de 2 ml (Nunc) .
Congelador de -802C.

Contenedor de nitrdgeno liguido.

METODO




La congelacién se 1llevé a ecabo con suero

fetal (Gibco) més DMSO al 10 % que se afiade a las

cé

lulas del melanoma hasta conseguir una concentracién

6 s
de 2-5 x 10 celulas/ml. El1 suero fetal mds DMSO se

emplea a 4°C. La suspensién celular se reparte en

los criotubos situados sobre una cubeta con hielo
y rapidamente se colocon en el congelador de -80%c.

A las 24 horas 1los tubos de congelacién se pasan al

contenedor de nitrdgeno liquido a -1352cC.

2) Descongelacidén de células de melanoma.

MATERIALES

Tubos universales
PBS esteril

Bafio de 372C.

METODO

Para descongelar 1las células de melanoma,
los criotubos se sacan del contenedor de nitrégeno
liguido y se colocan en un bafio de 37¢C. Posteriormente
se vierte su contenido en tubos universales que tienen
PBS esteril a una temperatura de 37¢2C. Se realizan

dos lavados con PBS esteril y las células se ponen

a cultivar.

I1I-5 TRATAMIENTO IN VITRO CON GAMMA-INTERFERON

Segin la técnica de Tarasmelli y cols.,

(1.986).




MATERIALES Y REACTIVOS

Células de melanoma en cultivo.

Interfer6n gamma (Boehringer). Titulo: 4.6x10
unidades/ml. Actividad especifica: 2x107 unida-

des/mg de proteina.

Placas microtiter de 96 pocillos.

METODO

1) Las células del melanoma ML en cultivo

se situaron en pocillos de placas de 96, a una concentra-

e 5
cion de 10"+ celulas por pocillo. Para cada ensayo

se emplearon tres pocillos.

2) El interferdn gai.na se afadic a una concen-

tracién de 50 u/ml.

3) se dej6 incubar 72 horas en estufa a

3)12C con CO, a}) 5 %,
L

4) Se realizaron tres lavado centrifugando

a 1.800 rpm durante 10 minutos.

5) Se cuantificé la variacidén en la expresién

de los antigenos HLA de la clase Iy II por la técnica

de radiounién.

6) Como control se emplearon células de
la 1linea KM3 establecida a partir de wuna leucemia

1infoblastica comin.

I1I-6 TECNICA DE RADIOUNION




Segun la técnica de Garrido y cols. (1.986)

MATERIALES Y REACTIVOS

Células de melanoma (ML).

Anticuerpos monoclonales: W6/32

GRB1.

Inmunoglobulina de conejo antiratdn. Fragmentos

125

F (ab‘)2 marcados con I (Amersham) .

PBS-azida sdéaica (10 mM NaN3)
Placas microtiter de 96 pocillos.
Centrifuga para placas.

Contador gamma.

METODO

1) Las células del melanoma ML se distribuyeron
en los pocillos de una placa microtiter de fondo en

i a ragbn de 2 X lO5 células en 0,1 ml de medio por

pccillo.

2} La placa se centrifugé a 1.800 rpm durante

5 minutos y se retird el sobrenadante.

3) Las células se jncubaron con 25 ul del

anticuerpo monoclonal correspondiente, durante una

hora en hielo. Para cada anticuerpo monoclonal se

utilizaron cuatro pocillos.

4) Se realizaron tres lavados con PLCS-azida.

5) Después del tdltimo lavado se retiré el




sobrenadante y las células se incubaron

hora en hielo con
125
con I 5

durante otra

25 ul de F(ab')2 antiratén marcado

6) Se realizaron cinco lavados con PBS-azida.
7) Finalmente las células se resuspendiercn en
200 ul de medio de cultivo. 100 ul de 1la suspensidn

celuler se emplearon para medir en un contador gamma

la radiocactividad fijada.

8) Las cuentas especificas se calcularon
restando a los valores obtenidos con los Ac MO W6/32
y GRB1 las cifras correspondientes a Ias células tratadas

con un AcMo irrelevanté (OKT3, especifico de células T).

II-7 TECNICAS INMUNOQUIMICAS

II-7.1 ACOPLAMIENTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL A GEL DE
SEFAROSA ACTIVA 4B-CN Br

Segin técnica descrita por el fabricante (Phar-

macia Fine Chemicals).

REACTIVOS Y MATERIALES

Anticuerpo monoclonal purificado. GRHI.

Tampén de acoplamiento: CO3 NaH 0,1 M
ClNa 0,5 M

pH: 8,3
Gel de sefarosa 4B activada CN Br (Pharmacia
Fine chemicals) .

Solucién de ClH 1 mM.




Solucidén bloqueante de grupos activos: solucién
0,2 M, pH 8 (Merck art. 4201).

Tampén de acetato sédico 0,1 M PH 4, contenien-
do ClNa 0,5 M.

Bolsas de dialisis.

Agitador magnético.

Filtro de vidrio de 63 de porosidad.
Matraz Kitasato (Simax).

Bomba Jde vacio.
METODO

1) Se disuelve 1 ml de anticuerpo monoclonal

purificado en 2 ml de tampdén de acoplamiento.

La solucién se coloca en una bolsa de dialisis
gque se deja durante 18 horas a 4°2C, frente a un 1litro
de tampén de acoplamiento. La solucién se mantiene

en agitacién cambiandose el tampén cada 6 horas.

2) Se pasa 1 g de gel de sefarosa 4B activada

CNBr que se mezcla con 10 ml de una solucién 1 mM

de ClH durante 15 minutos, posteriormente se lava

con la misma solucién, utilizando un filtro de vidrio

de 63 de porosidad, unido a un matraz Kitasato, conectado

a una bomba de vacio. Para el lavado se utiliza un

volumen total de 200 ml de la solucién de C1lH, en

10 alicuotas de 200 ml, aspirandose el socbrenadante

entre 1los sucesivos lavados. Aproximadamente un gramo

de gel después del javado, alcanza un volumen de 3,5

ml.




3) El gel se lava posteriormente con 5 ml de

tampon de acoplamiento e inmediatamente se mezclan

2 ml de la solucién del ligando (2 ml de la solucién

del anticuerpo monoclonal dializada frente a tampén

de acoplamiento) con 1 ml de la suspensién del gel

durante 2 horas, a temperatura ambiente,
suave.

en agitacién

4) E1 gel se centrifuga a 309 g durante
5 minutos, transfiriendose a continuacién a una solucién
0,2 M de glicina de pH 8 durante 2 horas a temperatura
amhiente, en agitacién suave, para blogquear los grupos

activos que habian quedado sin acoplar.

5) El1 gel se lava 5 veces alternativamente
con tampén acetato conteniendo ClNa para eliminar
las proteinas ligadas no covalentemente.
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II-7.2 MARCAJE EXTERNO CON 1

(Vitetta v cols., 1.971).

REACTIVOS Y MATERIALES

1257 Na: 1 mCi (General Radioguimica).

Lactoperoxidasa: 200 ug.

PBS

H202 al 0,06 % (Merck art. 822287).

Tubos universales.

6
Células de melanoma 80 X 10 .

METODO

e ——— A ——————




Las células de melanoma son recogidas vy

lavadas 2 veces con PBS, después del Wltimo lavado
ml de PBS conteniendo 200 ug de

lactoperoxidasa, manceniendo la suspensién en

se resuspenden en 1

barfio
de hielo. A la mezcla se le afiade 1 mCi de 1251 Na y se

comienza la reaccién con la adicién de 10 ul de H202
al 0,06 %, a los 2.5 minu* se le afiaden otros 10 ul de
H202, volviendo a repetir la operacién 2,5 y 5 minutos
mds tarde. Tras la dltima adicién de 10 ul de H202
se esperan 5 minutos tras lo cual se afiade PBS frio

y se lavan 2 veces.
Durante el proceso del marcaje se debe agitar
la suspensién celular con frecuencia y de forma suave,

manteniendose a una temperatura de 42C.

II-7.3 LISADO DE LAS CELULAS MARCADAS

REACTIVOS

Azida sédica (Merck, art. 822335).

ClNa (Merck, art. 6404).

EDTA (sal disédica del Aacido Etilendiaminote-

traacético, dihidratado) (Merck, art. 8421).

Etanol.

NP-40. Nonidet-40 (Acetilfenilpolietilenglicol)
(Flucka, 74.385).

pP.M.5.F. (Fenilmetilsulfonilfluoride) (sigma
ne 7626).
Tris (Hidroximetil-aminometano) (Merck,
art. 8386).




SOLUCIONES

Solucidn tampén de lavadc I:

10 mM Tris/ClH

150 mM ClNa (Merck, art. 6404)

pH 7,4
Solucidn tampén de lisis:

i84,9 mg iodoacetamida
300 ul de EDTA 0,1 M
100 ul de NP-40

9,39 ml de PBS frio

Justo antes de 1lisar anadir a 1la mezcla

resultante 100 ul de solucién P.M.S.F.

Solucién P.M.S.F.:

2 mg de P.M.S.F. (Phenyl Methyl sulfonilfluori-

de) disueltos en 40 ml de etanol.

Solucién tampén de lavado II:

0,125 M Tris

0,5 N ClNa
0,5 % NP-40
10 mM EDTA

pd 8,2




MATERIALES

Tubos Eppendorf.

Microcentrifuga.

METODO

Preparacidén del lisado celular.

1) Lavado: Las células ya marcadas son primera-
mente lavadas con PBS y despufés con solucién tampén

de lavado a la gue se agrega 40 ul de P.M.S.F.

2) Lisis: Después de este lavado las células
son resuspendidas en 1 ml de :oluciédn tamﬁén de lisis
e 1incubadas a 4°2C durante 30 minutos. Transcurrido
este tiempo, la suspensién se centr.fuga a 15.000
rpm durante 20 minutos separandose un lisado donde
se encuentran las proteinas, tantoc de membrana como
citoplasmaticas, y un precipitado que contiene restos

celulares.

I1-7.4 INMUNOPRECIPITACION

El 1lisado, después de la purificacién, se
enfrenta con 100 ul de sefarosa 4B, que tiene acoplade
el AcMo, durante 4 horas a 4°C. Después se lava tres

veces con la solucicn de lavadu II y otras tres Vveces

con PBS.

I1-7.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN S.D.S.

(s.p.S P.A.G.E.) (Laemmli, 1.970).




REACTIVOS

Acrilamida. (Bio-Rad, catdalogo: 16i-0 100).
Bis Acrilamida (Merck, art. 10897).
Bromofenol (Shandcn Southern, 2550080).
Gitcergl (C.1.D.).

Glicina (Merck, art. 4.201).

2-Beta-Mercaptoetanol (Bio-Rad, catdlogo:
0710).

2-propanol. (Merck, art. 9634).

Persulfato aménico. io-Rad, catdlogo:
Q700).

S§.D.5. Sulfatododecil-sédico. (Bio-R-4, catdlo-
go: 161-u301).

TEMED.N,N,N'N' Tetrametiletilendiamino (Merck,
art . 10.732).

Tris/ClE. (Me~_:k, art. 8.386).
Controle: de peso molecular. (Amershan CFA.
645) :
Liso.;ima. Pm, 14.300.
Anhilrasa carbénica. Pm, 30.000.
Ovoa’bumina. Pm, 46.000.

Albumina humana. Pm, 69.000.

Las proteinas de 1los controles de peso molecu-

lar van marcadas con C° .




SOLUCIONES

Solucidén de Acrilamida Madre:
- 22,2 g de acrilamida.
- 0,6 g de bis acrilamida.
- agua destilada 100 ml.
Solucidén tampdén gel inferior:
-~ 1,5 M Tris/ClH pH 8,8.
Solucidén tampdn gel superior:
- 0,5 M Tris/C1H pH 6;8.
Solucibn B2.D.8.:
- 10 % de S.D.S. en agua.
Solucién de persulfato aménico:
- 100 mg de persulfato aménico disueltos en
~ 1 ml de agua.
Solucidén de bromofenol:
- 0,2 % de bromofenocl en agua.
Solucidén tampén de la muestra:
10 ml de glicerol.
12,5 ml de tampén de gel inierior.
10 ml de solucidén de S.D.S.

5 ml de solucidn de azul de bromofenol.

5 ml de 2 mercaptoetanol.

- agua bidestilada hasta 100 ml.

Tampdén de electroforesis:

i1 - Glicina 8.4 g/fl.




2+= Tris 6,06 g/1.

3= B.D.8.. 1 @g 12 (sulfato-dodecyl-sédico).

4.- Agua destilada hasta 1 litro.

El mercaptoetanol se afiade inmediatamente
antes de su uso.

MATERIALES

Cubeta LKB 2CO01.

Fuente alimentadora-LKB (Biorchrom 2.103).
METODO

Una vez finalizados los lavados, el complejo
formado por sefarosa 4B-AcMo antigeno se disgrega
y reduce agregandole 100 ml de solucién tampdn de
la muestra y sometiendolo a ebullicién de 5 a 10 minutos,
transcurridos 1los cuales el antigeno esta 1liberado
y se le somete a la electroforesis en geles de poliacri-
lamida en presencia DE S.D.S. (S.D.S.-PAGE). Al mismo

tiempo se realiza 1la electroforesis de un control

de pesos moleculares.

Los geles de poliacrilamida se preparan
Para la prepara-

segiin describen Weber y Osborn (1.969).

cién del gel inferior se emplea la siguiente mezcla:

Solucidén de acrilamida 17

Solucién tampén gel inferior .5

4'9

H20

Solucidn S.D.S. 0,3




Solucidén de persulfato 0,2 ml

TEMED Bk

Los tres primeros componentes se mezclan en
la priemra fase, desgasificandose, tras 1o cual se
anade el S.D.S., Persulfato y TEMED son afiadidos justo
antes de introducir 1la mezcla en el molde. Una vez
introducida 1la mezcla, se le cubre con una pequefia
capa de propanol para que el frente del gel sea recto.
El proceso de npolimerizacidén 1lleva de 30 minutos a
una hora, tras 1lo cual se retira el propanol y se
le agrega la mezcla para la fabricacién del gel supericr.

Mezcla formada por:
Solucidén de acrilamida 2,25
Sclucién tampdn gel superior 2,50
HZO 5 ml
Solucidén S.D.S. 0,1 ml

Solucién de persulfato aménico 0,1 ml

TEMED 0,01 ml

La mezcla se realiza de una sola vez y sin

desgasificacién. A los 30 minutos el gel estd listo

para su uso.

La electroforesis se coOrre durante 1la noche

a una intensidad de 180 mA.

La cubeta usada en nuestro trabajo ha sido

la LKB 2001.




II-7.6 PREPARACION DEL GEL PARA LA AUTORADIOGRAFIA

l.- Fluorografia

Tiene como finalidad impregnar el gel de
PPO que amplifica 1la radiaciones beta, emitidas por
el carbono 14, wutilizado para marcar 1los controles
de peso molecular. De esta manera los controles podran

impregnar la placa de autoradiografia.
REACTIVOS

Acido acético (Euro-Kurz).
D.M.S5.0. Dimetil-sulféxido (Merck, art. 2931).
Metanol (Riser).

P.P.O0. (2.2-Difenilo-azol).(Merck, art. 2946).

SOLUCIONES

- Solucidén fijadora:
Metanol 25 %
Acido acético 10 %

- Solucién FPO/DMSO:
PPO 26,6 g

DMSO 120 ml

METODO

después de concluida la electrofore-
por la linea de separa-

a) El1 gel

s:3, Sse corta con una cuchilla,

; ; : L iy
cién entre las porcilones superior e inferio




b) La porcién inferior se coloca en un bafio

de solucién fijadora durante 30 minutos.

c) Treinta minutcs en DMSO antiguo (usado).

d) Treinta minutos en DMSC nuevo.
e) Tres horas en la solucién PPO/DMSO.
f) Cuarenta minutos en agua corriente.

2.- Secado del gel

MATERIALES

Papel de celofan.
Papel Wathmann.
Secador de geles (LKB. 2003).

Bomba de vacio.

METODO

a) Después del dltimo lavado en agua el gel
se coloca sobre un trozo de papel Wathmann himedo

que estd situado sobre la rejilla del secador.

b) El1 gel se cubre con un papel celofan y la

rejilla se coloca en el secador.

c) El1 secador se conecta a 1a bomba de vacioc y

antes de encenderlo se comprueba la colocacién correcta

del gel.




d) se interrumpe el secado a 1los treinta

minutos.

AUTORADIQGRAFIA

El gel una vez seco, se situa dentro de
un chasis con una placa de radiografia. Se deja en
el congelador de -80°C y 1z placa se revela a los
tres o cuatro dias. E1 tiempo de exposicién wvaria
segin la intensidad del marcaje con 1125 de las proteinas

inmunoprecipitadas.

I1-7.7 CALCULO DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS INMU-
NOPRECIPITADAS

Al revelar la placa radiogridfica se observan
ias bandas de 1los controles de peso molecular y 1las

de las proteinas inmunopre. ipitadas.

Se calculan las distancias relativas de
todas las bandas. La distancia relativa de una banda
es la relacién entre la distancia recorrida por esta

banda y la distancia alcanzada por el frente del gel.

lLos valores de los pesos moleculares en

: 4 \
Kd de 1los controles, divididosper 10, sc llevan a

las ordenadas de una grafica semilogaritmica y en

abcisas se situan los valores de sus distancias relati-

vas. Con los puntos de interseccién se traza una recta.

Los pesos moleculares de las proteinas linmuno-=

precipitadas se extrapolan en 1la grdfica a partir

de sus distancias relativas.




II-8 TECNICA DE SOUTHERN BLOT

La aplicacién de esta técnica tiene como
objetivo comparar la estructura de los genes que codifi-
can para las moléculas HLA de clases I y II de un

melanoma con células normales procedentes del mismo
individuo. Para el estudio de 1los genes de clase 1
se empleé la sonda Pdp 001 que codifica para el antigeno
HLA-B7 (Sood y cols., 1.981), tiene un tamafio de 1,4
KB y estd inserta en el plasmido PBR 322. Para el
estudio de los genes de clase II se empled la sonda
pII/B-B Gustafsson y cols.1984) que es un ¢DNA cbtenido de la
linea celular Raji (DR 3/w6) y que contiene la secuencia
de nucleotidos que codifica para una cadena DRJ. Estas
sondas estan insertas en el pldsmido pBR322 que posee
los genes de resistencia a la ampicilina y a las tetraci-
clinas y un numero adecuado de puntos de corte para
las enzimas de restriccién ( Belivar y cols., 1.977). El
pldsmido pBR322 es uno de los mds empleados y se conoce

su secuencia completa ( Sutcliffe, 1.979).

ETAPAS DE LA TECNICA DE SOUTHERN BLOT

PREPARACION DE LA SONDA

.1 Aislamiento del plésmido.

.2 Aislamiento de la sonda pI;ﬁ =3.

.3 Linealizacién del plasmido que contiene la sonda

Pdp001.

isotépico con P32 de las sondas (Nick

.4 Marcaje

Translation).

PREPARACION DEL FILTRO PARA LA HIBRIDACION




Aislamiento del DNA de alto peso molecular.

Cuantificacién del DNA.

Digestién con enzimas de
"Blotting".

restriccién

Electroforesis en gel de agarosa.

Transferencia a papel de nitrocelulosa.

.3 HIBRIDACION

.1 PREPARACION DE LA SONDA

.1.1 Aislamiento del plismido.

.1.1.1 Cultivo de bacterias (Maniatis vy cols.,
1.978) .

REACTIVOS

- Medio de cultivo LB (para un litro):
Bactotriptona 10 gr.
Extracto de levadura 5 gr.
ClNa (Merck, ref. 6404) 10 gr.

H20 hasta 1 litro.
pH: 7,5.
Solucién de tetraciclina: 12,5 mgr/ml, se

conserva a -20 2C.
Solucién de ampicilina en agua: 25 mg/ml,
se conserva a -20 2C.

Bacterias de la cepa 490 A de E.Coli:
se conservan congeladas a -80 °C en medio

LB con DMSO (dimetil sulfoxido).

MATERIALES

Matraces de vidrio de 2 litros.




Manureductor.

Bano de 37 ec.

METODO

- El1 medio de cultivo LB se esteriliza en
autoclave y 1la boca de 1los matraces se cierra con

gasa y papel de aluminio. Se mantiene a 4 ©°C hasta
su empleo.

- Para cada siembra de bacterias, se utilizan
400 ml de medio de cultivo LB, dispensados en matraces
de 2 litros. Con una punta esteril se afiade el antibidbti-
co: tetraciclina (2 ml de 1la s5o0lucién por 1litro de
medio) en el caso de la sonda Pdp 001 y ampicilina
(1 ml de la solucidén por litro de medio) para la sonda
pII £~3. Posteriormente se realiza la siembra con el
material obtenido por raspado de un criotubo que contiene

las bacterias congeladas.

- Se cultiva en bafio de 37 ¢2C durante 18

horas con sistema de aireacidén por manure¢ductor.
II-7.1.1.2 Lisis alcalina de las bacterias.

Con =ste procedimiento 1las cadenas lineales
del DNA cromosémico de 1las bacterias se desnaturalizan

mientras gque el DNA plamidico permanece en Su forma

nativa, Esta técnica se aplicé segin el método de

Birnboim y Doly ( 1.979).

REACTIVOS

(Merck,

- Alcohol isopropilico (propanol)

190.




ref. 9634).
- Lisozima
- Solucidén Tris-ClH 1M pH 8:

121 g de Tris (Tris hidroximetil aminometa-
no) (Merck, ref. 8386).

42 ml de C1H (Merck, ref. 317).

HZO hasta 1 1litro previo ajuste del
pPH a 8 con ClH concentrado.

Se esteriliza en autoclave.

- Solucidén alcalina de lisis I:
Glucosa (Merck, ref. 8342) 50 mM.
Tris-ClH 25 mM. (pH:8)

EDTA (A.etilendiaminotetraacético) (Merck,
ref. 8421) 10 mM.

Se esteriliza en autoclave y se mantiene

a 4 2¢,
- Solucidn alcalina de lisis II:
Hidroxido sédico (Merck, ref. 5033) 0,2 N.

Dodecil sulfato sédico (SDSs) (Merck,
ref. 822050) 1 %

Se prepara en el momento de su empleo.

- Disolucién TSE:

C1lNa G,1 M

Tris-C1lH 10 mM. (pH:8)

EDTA 1 mM.

- Disolucién TE:

Tris-C1lH 10 mM. (pH:8)




EDTA 1 mM.(pH:8)

Solucidn de acetato potdsico 5N pH:6:

Se prepara mezclando 286 ml de &cido
acético glacial con 52,5 gr de hidréxido
potdsico y enrasando con agua destilada

hasta 1 litro previo ajuste del pPH a 6.

- Solucidén de fenol:

Se prepara fundiendo fenol solido a 682C
al que se afiade 8 hidroxiquinoleina hasta
una concentracién final del 0,1 %. El
fenol fundido se extrae por decantacién
con Tris-ClH 1 M (pH:8) y después se
realiza la misma operacién con Tris-ClH
0,1 M (pH:8) hasta conseguir que el
PH de 1la fase acuosa sea superior a
7,6. La solucidén de fenol se almacenaa

4°C en frascos de color topacio.
= Sevdg

Es una disolucién compuesta por 24 partes
de cloroformo (Merck, ref. 2445) y una
parte de alcohol ioscamilico {Merck,
ref. 979). Para un 1litro se mezclan

960 ml de cloroformo y 40 ml de alcohol

iscamilico.

- Disolucién madre de Ribonucleasa A:

Se prepara a una concentracién de 10 mg/ml:

Ribonucleasa A (Boehringer ref 109169) 20mg

Tris-ClH 1M (pH:7,5) 20ul

6ul
ClNa 5M u

en 2 ml de agua destilada.




MATERIALES

Centrifuga.

Tubos de policarbonato.

METODO

- Las bacterias se precipitan por centrifuga-
cién a 4.000 g durante 10 minutos a 4°C. Se tira el

sobrenadante y se lavan con 100 ml de TSE frio.

- El1 botdén bacteriano se resuspende en 10 ml
de la solucidén alcalina de 1lisis I a la que se afiade
lisozima a una concentracién de 5 mgr/ml. Posteriormente
se trasfiere 1la suspensién a uh tubo de policarbonato

y se deja a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Se afiaden 20 al de 1la solucién II, se
tapa el tubo y se mezcla su contenido por agitacién

suave, Jejandolo en hielo durante 10 minutos.

- Afadir 15 ml de 1la solucién de acetato
potdsico 5M (pH:6) enfriada en hielo. Dejar durante

10 minutos la mezcla en hielo.

- Centrifugar a 20.000 rpm durante 20 minutos

a 4°C. El1 DNA bacteriano y los restos celu _ares forman

el precipitado.

- Recoger el sobrenadante y pasarlo a un

tubo de vidrio.

- Extraccién con fenol y sevag:

E1 sobrenadante se mezcla con fenol y sevag




a4 parites iguales y se centrifuga a 2.500 rpm durante

15 minutos.

- Recoger el sobrenadante y afiadir 16 ml de

alcchol isopropilico que precipita el DNA plasmidico

Centrifugar 1 15.000 rpm durante 30 minutos.

- Decantar el sobrenadante vy disolver el
precipitado en 1 ml de TE con 10 ul de una sclucién
de RNAasa d. 10 ugr/ml.

- Dializar durante toda la noche en un tamp®n
de TE.

IT1-8.1.2 AISLAMIENTO DE LA SONDA p II-/3-3

Li sonda p II-‘ﬂ -3 se encuentra inserta en el
plasmido pBR322. Una vez que se ha aislado el plasmido
se procede a su digestién con enzimas especificas
de restriccién. Las endonucleasas de restriccién son
enzimas que cortan puentes fosfodiester internos de
cadenas de polinucleotidos. Las enzimas de tipo II
reconocen sitics de unidn restringidos Yy especificos,
produciendo la rotura en el mismo o en un lugar proximo

al de reconocimiento.

Tras 1la digestidén del plasmido se producen
diversos fragmentos de DNA entre los que se encuentra
Mediante electroforesis sobre gel de agarosa

sonda de 1los Otros fragmentos

la scnda.

se consigue separar 1la
Finalmente se procede a eluir wel

4rea donde se ha

de DNA plasmidico.

gel de agarosa 5u contenido en el

localizado la sonda .




I1-8.1.2.1 Digestidn del pléasmicc plIl-beta-3 con las en-

zimas de restricéidn Sac I e Hind III
REACTIVOS

- Enzimas de restriccién:

Tampén T2 de Secuencia

conc.salina incubacidén ~ue reconocen

Sac I (Amersham baja 372
eC
cod. T.1080z) gl

Hind III ("mersham media 37-55¢2
o 2C A'A
cod. T.1060z) s

~ Tampoén de digestidn: de baja fuerza ionica, no r~see

ClNa.

Tris~C1n (pH:7,5)

Ccl1.Mg (Merck, ref. 5833)

Ditiotreitol (Sigma, ref. D 0632) 1 mM

Se filtra con filtros milipore de 0,45 um (Cat
ne SLEA 025bs). Se almacena a 42C durante 1 o 2

semana- o a -20°C indefiridamente.
- Solucién de FDTA 0,5 M (pH:7,%):
186,1 g de EDTA

20 g de NaOH

H20 hasta 1 litro previo ajuste del pH.

Se esteriliza en autoclave.

MATERIALES

Tubos Etpendorf

puntas de pipeta




Pipetas automaticas regulables.

METODO

a) Digestién anelitica:
Se utiliza para chequear el DNA plasmidico

- Se colocan en un tubo Eppendorf 0,2 ug de
DNA plasmidico en un volumen de 10 a 20 ul de agua
destilada.

- Se afiaden 1 o 2 ul del tampén apropiado 10x.
- Se anaden las enzimas.
- Incubacidn 2 horas a 37¢cC.

- Es recomendable que la proporcién de enzima
respecto al volumen final de reaccidén no sea muy alta,
no superior al 1i5-20 % con cobjeto de evitar que el
glicerol incluido en la solucién enzimatica comoc anticon-

gelante pudiera inhibir la reaccién.

En caso de digestiones dobles o triples se
utiliza el tampdn de menor fuerza ionica. Todas las
manipulaciones se deen rcalizar en bafioc de hielo

para evitar la actuacidn precoz de la enzima.

b) Digestién preparativa:

La digestién preparativa se lleva a cabwn des-

pués de haber chequeado el DNA plasmidico en la digesticn
la sonda. En

analitica. Tiene como objeto conseguir

este caso se aumentan la cantidad de DNA, el volumen

de 1la digestién, y 1las soluciones enzimaticas y el

tiempo de inc 1ibacién.

- Se preparé una disolucién de 40 ugr de DNA




plasmidico en 500 ul de agua

Eppendorf esteril.

destilada en un tubo

- Se afadieron a continuacién, 60 ul del

tampén 10x de digestién de fuerza ionica baja, 20 ul
de la enzima Sacl (100 unidades/ul) y 20 ul de 1la

enzima Hind III (200 unidades/ul).

Se dejé incubando la mezcla a 379C durante
4 horas.

La reaccidén se detuvo con EDTA 0,5 M (pH:7,5)

Concluido el tiempo de incubacién se realiza
por norma una comprobacién de 1la digestién mediante
una electroforesis en gel de agarosa empleando un
minigel. De esta forma se puede saber si la digestiédn
ha sido completa y también sirve para descartar una

probable contaminacién con exonucleasas.
II-8.1.2.2 Electroforesis en gel de agarosa.

Tiene como finalidad separar los fragmentos
de DNA en base a su tamafio. La velocidad de migracién
electroforetica de las moleculas de DNA es inversamente
proporcional al logaritmo decimal de sus pesScCS molecula-

res, siempre que se trate de moleculas de DNA lineal.

La concentracién del gel de agarosa €s impor-

tante para obtener una buena separacién de los fragmentos

de DNA. Normalmente S€ emplea a una concentraclion

prepacativa

del 0,6 %. En el caso de 1la electroforesis
el tipo de agalosa

para la extraccién de la sonda,
bajo punto de fusién y de mayor pureza

es especial de
gque gelifica a 30eCc y funde

que la agarosa tipo 11,

a 65¢cC.




Para la visualizacién del DNA en los geles de

agarosa se emplea el bromurc de etidio

que posee un
grupo planar que se intercala entre las pilas de bases

del DNA. La radiacién UV absorbida por el DNA a 260 nm

y transmitida al ceclorante es emitida a 590 nm, en

la regién rojo-anaranjada del espectro visible.

REACTIVOS

Solucién de bromuro de etidio (Sigma, ref.
E-8751) 10 mg 1.

Solucidén de agarcosa de bajo punte de fusién
(Bio-Rad, ref. 1620020) al 0,6 %.

Tampén 50x de electroforesis (TAE):

Tris

Acido acético glacial

EDTA 0,5 M (ph:8)

Agua hasta 1 litro.

Se esteriliza en autoclave.

Para su utilizacién se diluye 50 veces.
Tampén LB 10x (Loading Buffer):

Azul de bromofenol (Merck ref 8122) 0,125 ml

Xi.leno-cianol (Bio-Rad ref 161-0423)0,125 ml

Ficoll tipo 400 (Pharmacia ref 17-0400-02)
12,5 ml

i 50 ml
g

MATERIALES

placa de vidrio.




Cinta adhesiva de autoclave,

Peine de 6 pocillos (25 x 3 mm/pocillo).
Cubeta de electroforesis BRL modelo H4.

Fuente de alimentacién.

METODO

- En primer 1lugar se prepard el gel. Para
ello se emplearon 200 ml de una solucién de agarosa
al 0,6 %. La &garosa se disolvidé por calentamiento
a 502C. El1 molde se confecioné sobre una placa de
vidrio cuyos bordes se acotaron con cinta adhesiva
de autoclave. El molde se selld con una pequefia cantidad

de agar y se colocd el peine.

Después de afiadir 20 ul de la solucién de
bromuro de etidio y 4 ml de tamp6én de electroforesis,
la solucién de agar caliente se colocé en el molde.
Se dejé enfriar durante 30-45 minutos y se retiraron
la cinta adhesiva y el peine cuidando de no romper

los pocillos.

- E1 gel se colocd en la cubeta de electrofore-

sis que se 1llendé con tampén de electroforesis hasta

gue sobrecubriera el gel en 1 mm.

- La muestra de DNA plasmidico digerido con
con 70 ul de

llos.

los enzimas de restriccién se mezclo

tampén de carga (L3) y se repartié en 4 poci

Se conectdé la cubeta a la fuente de alimenta-
el gel a 4,5 v/cm durante 16

cién y se dejé correr

horas.




I1I-8.1.2.3 Extracciéb
cion de 1la sonda pII-/ﬁ—3 del gel de

agarosa.

REACTIVOS

Tampén de baja fuerza idnica:
ClNa

Tris-ClH (pH:7,5)
EDTA

Tampdén de alta fuerza idnica:
C1lNa

Tris-ClH (pH:7,5)
EDTA

Fenocl

Sevag

Columna de hidroxi-apatita (Bio-Rad, RDP mini

columns ref. n2 1620201)
Acetato sbédico 3 M
t-RNA (Boehringer ref. 1214239)

Etanol absoluto

MATERIALES

Tubos Eppendorf

Microfuga
Desecador de vacio

Fuente de luz ultravioleta 2,500 uW/cm?

Transiluminador




METODO

- Realizada la electroforesis preparativa
’

banda correspondiente a la sonda pPlI-pA3 se localizé
al colocar el gel

la

sobre el transiluminador v conectar

la fuente de 1luz ultravioleta. Se corté 1la porcidn
de gel que contenia la sonda y se mezcld con 5 volimenes
de tampon de baja fuerza iénica. A continuacién se
fundié por calentamiento en un bafio a 65°C durante

30 minutos.

- Se extrajo con un volumen igual de fenol
recuperando la fase acuosa por centrifugacién a 500 g
a 20°C y posteriormente se volvié a extraer con un
volumen igual de una mezcla de fenol-sevag. Finalmente
se hizo una tercera extraccién con un volumen igual

de sevag.

- E1l DNA se obtuvo por medio de una columna
de hidroxi-apatita. La columna previamente se prepard
pasando a través de ella un tampén de alta fuerza

iénica y 3 ml de tampén de baja fuerza idénica.

La fase acuvosa de la extraccién con sevag
se pasé lentamente por 1la columna (gota a gota) ¥y
se lavdé esta con 3 ml de tampén de baja fuerza iénica.

Posteriormente, con el fin de desligar el DNA, se

pasaron 400 ul de tampén de alta fuerza iénica, gota

a gota, con una jeringuilla de insulina.

- Al eluido de la columna se le afiadieron 3 ul

de tRNA de una solucién de 10 ug/ml para favorecer

la precipitacién del DNA. Posteriormente S€ afiadieron

40 ul de AcNa 3 M V¥ 800 ul de etanol absoluto con
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objeto de precipitar el DNA y el tRNA.

Se dejé precipi-
tando a -20°C toda la noche.

- Se centrifugé 10 minutos en una microcentri-
fuga de alta velocidad para tubos Eppendorf, para
recoger bien todo el precipitado que se lavé con 1 ml

de etanol de 70 %, centrifugando otros 10 minutos
en la misma centrifuga.

- Desechado el sobrenadante, se seco el preci-
pitado en un desecador de vacio vy posteriormente,
se resuspendid en 12 ul de TE.

II-8.1.3 Lineaiizacién del plasmido que contiene la sonda

Pdp001l.

Para el estudio de 1los genes de clase I se

empleé la sonda PAdp00l unida al DNA del pldsmido PBR322.
Previamente al marcaje con P3? se procedié a linealizar
el plasmido. Se emplearon 300 wul de plésmido para
la digestidén con 30 ul de 1la enzima EcoRI en 30 ul
del tampén de alta fuerza idnica. Se completé el volumen
hasta 0,5 ml cos 140 ul de agua destilada. La digestién

se 1levd a cabo a 379C durante 2 horas.

Finalizada la digestién se efectué una ex-
traccién del Pdp00l1 1linealizado con fenol otra con
fenol-sevag y otra con sevag. Para concluir se precipité
1a sonda 1linealizada coOn acetato sédico 3 M y etanol.
El precipitado se resuspendié en 50 ul de TE.

II-8.1.4 Marcaje isotépico con P*? de 1as sondas. (Rigby
y cols., 1.977)




La enzima polimerasa I procedente de 1a

cepa Escherichia coli afiade nucleétidos

terminal 3' hidroxil que

a la porciédn
se originan cuando una hebra

de DNA Dbicatenario se rompe. Ademds, la enzima por

su actividad 5'---- 3' exonucleasa puede quitar nucleéti-
dos del lado 5' en la zona de rotura. La eliminacién
de nucleotidos de la zona 5' y 1la adicién secuencial

de nuevos nucledtidos en la zona 3' da como resultado
un desplazamiento del drea de rotura (Nick Translation)
a lo largo del DNA. Sustituyendo los nucleotidos preexis-
tentes con otros marcados radioactivamente, es posible
preparar DNA marcado con P’? con una actividad especifica

superior a 108 cpm/ug .

MATERIALES

DNA (Sondas: pII-f-3 y Pdp001)

Solucién 1: nucleotidos sin marcar, 2'desoxi-
adenosina,5'trifosfato (d-ATP),2'desoxiciti-
dina,5'trifosfato (d-CTP) y 2'desoxiguanidi-
na,5'trifosfato (d-GTP) en un tampén de Tris-

C1lH, C12Mg y 2 mercapto etanol.

Solucién 2: Solucién enzimatica que contiene

la DNAasal y la DNA polimerasa I en un tampdn

de Tris-ClH, C12Mg, glicerol y seroalblimina

bovina.

solucidén 3: nucleotido marcado, 2'desoxicitl-

(¢-p22?) trifosfato, sal trietildmoni-

dina,b5' ]

ca de actividad 10 mCi/ml.

i 5 un
Las soluciones 1,2,3 vienen preparadas en un

"kit" comercial de Amersham ref Nick Transla-

tion N 51 OOO'




Sephadex G-50 medio (Pharmacia Fine Chemicals
ref 17004302) | -

Solucién TE y solucidn TE con el 0,1 % de SDS
Columna de propileno (Bio-Rad ref 731-1550)
Matraz de vidrio

Tubos Eppendorf

Bario de hielo

Liquido de centellec: Solucidén de PPO en

Toluol: 9 gr/litro

Contador gamma

METODO

- En una cubeta de hielo sobre un tubo Eppen-

dorf, se lleva a cabo la reaccidn con:
10 ul de las sondas pII;ﬁL3 o Pdp001
20 ul de la soluciédn 1
10 ul de la solucién 3
10 ul de la solucién 2

53,5 ul de H20
Se mezcla el contenido del Eppendorf agitandolo

con suavidad y se realiza una centrifugacién de 1 minuto

en microfuga.

- Se deja incubando a 152Cc durante 2 horas

reaccién se paraliza con

y después de ese tiempo la

70 ul de TE-SDS al 0,1 %.

- A continuacién se procede a separar el DNA
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marcado de 1os nucleotidos radioactivos no incorporados
r

en una columan de Sephadex G-50.

La columna de 10 ml se prepara afiadiendo 9 ml

de una mezcla constituida por 250 ml de TE y 30 gr

de Sephadex G-50, se deja empaquetar y se
con TE-SDS 0,1 %.

equilibra

En la columna de Sephadex G-50 se coloca el
producto de la reaccidn, recogiendose el eluido, después
de afiadir TE-fDS 0,1 %, en 20 tubos Eppendorf a razén

de 8 gotas por tubo.

La actividad radioactiva en cpm de cada
tubo se mide en un contador gamma, afiadiendo 5 ul

por tubo con 5 ml de liquido de centelleo.

El primer pico de actividad radioactiva
suele aparecer entre los tubos 7 y 17 y se corresponde
con la sonda marcada. Los tubos comprendidos en este
intervalo se mezclan y se guardan a =-20°C hasta su

empleoc en la hibridacién.

1I-8.2 PREPARACION DEL FILTRO PARA LA HIBRIDACION

II-8.2.1 Aislamiento del DNA de alto peso molecular

II-8.2.1.1 Preparacién de las células de melanoma

REACTIVOS

- Solucién de TBS:

ClNa




C1K 050 o

Tris-base 3

gr
Rojo fenol 0,015 gy

H,0 hasta 800 ml

S ajusta el pH a 7.4 con ClH

anade agua hasta el litro.

MATERIALES

Espatula
Frascos de cultivo

Frascos universales
METODO

Las células del melanoma M1 se cultivaron en meonocapa.
Antes de proceder a su recuperacién se lavaron dos
veces los frascos de cultivo con una solucién de TBS
fria. Las células del melanoma Ml se despegaron de
los frascos de cultivo con una espatula adecuada emplean-

do TBS. Se centrifugdé la suspensidén celular a 1.500 g

durante 10 minutos a 4°2cC.

1I-8.2.1.2 Aislamiento de los polimorfonucleares.

- =

MATERIALES

50 ml de sangre periférica
Ficoll de 1,077
Ficoll de 1,901

Heparina




i 512

Tubos de vidrio de 15 ml
Pipetas Pasteur
Tubos universales de 30 cc

Centrifuga

METODO

50 ml de sangre periferica heparinizada,
extraidos del paciente portador del melanoma
I se mezclaron con 50 -ml de TBS. La
mezcla se repartid en tubos de 15 ml donde se habian
colocado 3 ml de ficoll de densidad 1,901 y sobre
estos tres de ficoll 1,077.

- Los tubos se centrifugaron a 2.500 rpm

durante 30 minutos.

- Con una pipeta Pasteur se recogieron 1los
halos situados entre 1los dos gradientes de ficoll.
La suspensién de PMN se centrifugdé a 1.500 rpm durante

10 minutos a 4°C.
T1-8.2.1.3 Extraccidn del DHR mediante lisis de las célu-

las del melanoma M1 y de los PMN. Segin la
técnica de Blin y Stafford, de 1.976.

MATERIALES

- Solucidén de lisis:

EDTA 0,5 M (pH:8/

proteinasa K (Merck art ne24568) 100 ug/ml
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Sarcosyl
Solucién de dialisis:

Tris-ClH (pH:8) 50 mM
EDTA 10 mM
ClNa 10 mM

Solucidén de DNAasa _bre de RNAasa (Boehrin-
ger ref. 104132)

Fenol
Sevag

Solucidn TE

METODO

- Tantc 1las células del melanoma M1l como los

PMN se ajustaron a una concentracidn de lO8 células/ml

en TE frio.

- Se afiadieron 10 volumenes de la solucidn de

- Las suspensiones con las células lisadas

se dejaron durante 3 horas en un bafio de 502C agitando

periodicamente.

=& yeaalizt 18 extraccién de DNA con un

volumen 1igual de fenol por tres veces. Despues de

el fenol generalmente forma la fase supe-

centrifugar,
debido a la ccncentracion

rior, en estes extracciones,

salina tan alta de la muestra. Se retiré el fenol

y la interfase.

- pDespués ds la tercera extraccién con fenol,
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las mues 5 E iali
; mestras se dializaron frente a cuatro litros

i ; s : sl
la sclucidén de didlisis, hasta conseguir cue los

. . . %
dejo espacio suficiente en las kolsas de dAisticia
para gque las muestras aumentaran tres veces de

volumen.

- S5e trataron las muestras de DNA de mela-
noma y de PMN con 100 ug/ml cada una de 1la solucidn

de RNAasa libre de DNAasa a 37 2C durante 3 horas.

- Se realizaron dos extracciones de las

muestras con sevag.

- Finalmente se dializaron frenta TE ¥

se dejaron a 4 2C.

- Para aumentar 1la concentracién de DNA,
las muestras se precipitaron con 1/10 de su volumen,
de una solucidén de acetato sdédico 3 M pH 5,2 y Eon
un volumen de etanol al 95 % dos veces superior.
Se recogieron 1los precipitados vy cada uno de ellos

disonlvidé con 1 ml de TE.

11-8.2.2 Cuantificacidén de DNA

utilizado alternativamente dos

la cantidad de DNA de una prepa-

Se han
en la medicidn de

racién.

sin

&1 la muestra es purg (por ejemplo,




cantidades significativas de contaminantes como pro-
teinas, fenol, agarosa y otros 4&cidos nucléicos) 1la
medicidén por espectrofotometria de la cantidad de

luz U.V. absorbida por las bases, es un método simple
y exacto.

Si 1la cantidad de DNA es muy pequefia, o
si la muestra contiene significativas cantidades de
impurezas, 1la cantidad de &cidos nucléicos puede ser
estimada por la intensidad de fluorescencia emi-
tida por el bromuro de etidio comparado con

patrones.

13 Determinacidn espectrofotométrica del

DNA.

Para cuantificar la cantidad de DNA se
toman lecturas de longitud de onda de 260 nm
v 280 nm. La lectura de 260 nm permite calcular
la concentracidn de dcidos nucléicos en la
muestra. Una absorvancia el = 1 corresponde

apréximadamente a 50 ugr/ml de DNA.

La relacién entre 1la lectura de 260 nm

' na estimacidn
y 280 nm (OD260/OD280) proporciona u .
Preparaciones puras

de la pureza de dacidos nucléicos.

de DI/A ticnen OD260/OD280 de 1,8 a 2,0.

. i & 3 P Al
Si hay contaminacion con proteinas o© fen

/0L seria significativamente inferiur que
g ~uantificacién

el CD260
dados anteriormente ¥V la

los valores




exacta de la cantidad de dcidos
seria posible.

nucléicos no

El volumen minimo de muestra es de 300-

600 ul. Para el DNA de plésmicos es conveniente medir
una dilucibn 1:25 a TIi58,

La concentracién de DNA seria igual al

producto A26O x 50 ug/ml siempre que la relacién

AEBO/AZBO sea mayor o igqual 1,5.

Determinagién del DNA con bromuro de

Etidio.

Algunas veces no hay suficiente DNA (250ng/
ml) para 1la prueba espectrofotométrica o, el DNA
puede estar contaminado con sustancias de distinta
absorcién U.V. gque impiden un andlisis exdcto. Un
camino rapido para estimar la cantidad de DNA en
tales casos, es utilizar 1la cantidad de fluorescen-
cia emitida a U.V. por la moléculas de bromuro de
etidio intercaladas dentro del DNA, ya gque la can-
tidad de fluorescencia emitida es proporcional a la

masa total de DNA. La cantidad de DNA en 1la muestra

puede ser estimada por comparacién de la flucrescen-

cia producida por la muestra con una serie de mues-

tras standard. Cantidades tan peguefias como I-5

ngr pueden ser detectadas por este método.

Se prepara una placa de Petri con agarosa




mas Bromuro de Etidio (1 ugr/ml)

se deposita I

Yy en 1la superficie
ul de la muestra de DNA y I ul de 1a
solucidn standard a distintas

concentraciones. Se
deja secar y se 1lleva al transiluminador y se hacc

una fotografia. Por comparacién de 1la fluorescencia
emitida por la muestra en estudio y las distintas
soluciones standard calculamos aproximadamente la
concentracién de DNA de la muestra.

I1-8.2.3 Digestidén con enzimas de restriccién para

Blotting.

Se emplea para tratar el DNA eucariota antes
de 1la electroforesis y de 1la transferencia a filtro
de nitrocelulosa. La digestién del DNA se produce
al incubarlo con una cantidad suficiente de enzima
en las condiciones marcadas por el fabricante. Cada
enzima requiere un determinado tampén. E1 tampdén se
puede preparar o bien utilizar uno comercial. Las
enzimas que se.utilizaron fueron: EcoRI, Pvu II y Hind III
gue actuan en el tampon E8 (Amersham) y la enzima

Pst que necesita el tampén ES5 (Amersham) .

Las digestiones se llevaron a cabo teniendo

en cuenta las siguientes condiciones generales:

- E1 volumen total de digestién no ha de
ser inferior a 10 ul.

- E1 volumen del tampén debe ser el decimo
del total.

- E1 volumen de preparacién enzimatica no
puede superar el 10 % del volumen total.

- La cantidad de DNA eucariota oscila entre
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iy 2 5 i
y 0 ug y las unidades de 1las enzimas entre 100

y 150 en un volumen miximo de 50 ul. Por tanto 1la

concentracién minima de DNA eucariota a utilizar serd
de 250-300 ug/ml y 1la concentracién minima de

enzimas de 20-30 u/ml.

las

METODO

- En tubos Eppendorf se colocan por orden las
cantidjades requeridas de: Agua, tampén, DNA y enzima.

- Agitar en vortex, muy ligeramente y ceatri-

fugar unos segundos en microfuga.
- “ncubar 4 horas a 372C.

Para la digestién del DNA de 1las células
del melanoma Ml v del DNA de 1los PMN autdélogos se

empleé el siguiente protocolo:

Agua DNA Enzima
28 ul 20 ul EcoRI 6 ul E8 6 ul

28 ul 20 ul EcoRI 6 ul E8 5 ul

20 ul 20ul PvulIl 5 ul E8 5 ul

20 ul 20ul Pvull 5ul E8 5 ul

En este caso Sé estudiaron los genes de

elase II. Para el estudio de 1lso genes de clase 1

se aplicé el siguiente protocolo:

Agua DNA Enzima Tampdn

28 ul 20 ul BamH-I 6 ul E6 6 ul

28 ul 20 ul BamH-I € ul E6 6 ul
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DNA Enzima
20 ul PVuIl 5 ul E8 5 ul

20 ul PVuII 5 ul E8 5 ul

20 ul PstI 5 ul E5 5 ul

20 ul PstI 5 ul E5 5 ul

1I1-8.2.4 Electroforésis en de agarosa (Helling y

gtole -y o974

REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Agarosa tipo II (Sigma, ref. A-6877)
Solucién de bromuro de etidio.
Tampén de carga 10 x LB.

Tampén de electroforésis 50 x.

Marcadores de peso molecular: III-DNA de
Fago Lambda digerido con EcoRi y Hind-III
(Boehringer, ref. 528552).

MATERIALES

rolde para gel.
Ccinta adhesiva.
pPeine para pocillos.

Cubeta para electroforesis.

MTTODO

- ge preparan 200 ml de solucidn de agarosa

tipo II al 0,6 % gue Ss€ disuelve calentandola hasta

la ebulliciédn.




- El molde se prepara sobre el porta-geles

acotandolo con cinta adhesiva. Cuando se ha enfriado

la disolucién de agarosa hasta 502C se le afiaden 4 ml

de tampén de electroforesis 50x y 20 ul de la solucibn

de bromuro de etidio. Se vierte a continuacién sobre

el molde donde se deja que solidifique.

- E1 gel se coloca en una cubeta de electrofo-
resis que se 1llena con el tampén de electroforesis

hasta que el gel quede cubierto.

- Las muestras se preparan afiadiendo tampdn
10xLB en una proporcién del 10 % del volumen total
y después de una ligera agitacidén seguida de una breve

centrifugacién se cargan en los pocillcs.

- La cubeta se conecta a la fuente de alimenta-

cién y se deja correr el gel a 4,5 v/cm durante 10 horas.

11-8.2.5 Transferencia a papel de nitrocelulosa.

MATERIALES

- Soluciénr 1:
ClNa 1,5 M
NaOH 0,5 M
- Solucidn 2:
Tris-ClH (pH:8) 1 M

ClNa 1,5 M

- Tampén de transferencia 10x SSC:

ClNa 87,6 g

citrato sédico 44,2 g




Agua hasta 1 litro
pH 7
Papel Whatman 3 MM

Papel de nitrocelulosa tipo HAH-4 Millipore
ref. HAH4 304F0

Papel de filtro adsorvente para blotting

Bio-Rad ref. 162-0118
Bano

Estufa con sistema de vacio

METODO

--Después de concluir 1la electroforesis se
se lleva el gel al transiluminador y se realiza una
fotografia para comprobar si el desplazamiento de

las diversas bandas de DNA es correcto.

- Se coloca el gel, para desnaturalizar
el DNA, en un bafio con varios volumenes de la solucidn
1, durante una hora a temperatura ambiente y con agita-

cidén continua mediante un iman.

- El1 gel se neutraliza con la solucién 2 duran-

1 hora a temperatura ambiente en agitacidén continua.

. Se corta una pieza de papel Whatman 3 MM

de dimensiones mayores due el gel y se coloca sobre

un soporte situado dentro de una cubeta. La cubeta

se llena con el tampén 10x SSC de forma que nc llegue

liquido a rebasar el soporte pero que
pel Whatmann 3 MM.

el nivel del

rmitiera empapar los extremos del pa

pe
de aire con una varilla de

Se eliminan 1las burbujas




cristal.

-~ El gel se invierte y se coloca sobre el

papel 3 MM humedecido, evitando la formacién de burbuijas
de aire.

- Se corta una pieza de papel de nitrocelulosa

de dimensiones superiores en 2 mm a las del gel. Para

manejar el filtro de nitrocelulosa se deben utilizar
guantes.,

- E1 filtro de nitrocelulosa se coloca en un

bano de 2x SSC durante 3 minutos.

- El filtro de nitrocelulosa humedecido se
situa sobre el gel y se cubre con dos piezas de papel
Whatmann 3 MM de dimensiones iguales a 1las del gel

y previamente humedecidas con el tampdén 2x SSC.

- Se cortan papeles de filtro absorbente
para formar un bloque de 5-8 cm de alto y de base
menor a la superficie de 1los papeles Whatmann sobre
los que se situaron. El blogue se cubre con una pieza

de vidrio y finalmente se coloca un peso de 500 g.

El objetivo es establecer una corriente de

liquido desde le bafio que pase a través del gel Y
del filtro de nitrocelulosa de forma que los fragmentos
gel se situen en el filtro de nitro-

de DNA eluidos del

celulosa.

- Se realiza 1la transferencia durante 18 horas.

filtro y se situan con gel

Se recogen el gel y el
Whatmann

; ki ,
orientado hacia arriba entre plezas de papel




3 MM secos. Se marcan los 1limites del gel sobre el

filtro con un lapiz y posteriormente el gel se despega
gel filtro.

- E1 filtro se coloca sobre un bafio con
tampén 6x SSC a temperatura ambiente, durante 5 minutos.
Después de escurrir el exceso de liquido se deja secar
a temperatura ambiente dentro de unas cubiertas de
papel Whatmann 3 MM. Finalmente el filtro seco se
coloca dentro de 1la estufa de vacio durante 2 horas
a 80z2C.

ITI-8.3 HIBRIDACION

MATERIALES

- Sonda pli-A-3 marcada con P?*?
- DNA de melanoma y PMN
- Solucidn A:

ClNa 5,8 g

Formamida desionizada (Merck art n29684)

50 ml.

Dextran sulfato al 50 % (pharmacia fine

chemicals ref 17-034002) 20 ml.

Tris 3 M pH:7,4 1,65 ml

pirofosfato tetrasddico 10 H2() (sigma ref.

P-9146) 1 ml

Esperma de salmén fragmentado

a una concentracién de 10 mg/ml.

sps al 10% 10 ml que S€ afiaden al final de

c i B.
la mezcla Ce las soluciones A Y




METODO

se humedece e€en la solucidn

cilindro.

Solucién B 50x Denhart:
Ficoll tipo 400 1 %
Polivinilpirrolidona 1 %
Albimina bovina 1 %

Solucidén 20x SSC:

ClNa 3 M
Citrato sédico 0,3 M (pH:7)

Solucién 3x SSC,SDS 0,1 %:Se prepara mezclan-
do

150 ml de solucidén 20x SSC

10 ml1 de solucidén SDS al 10 %

agua destilada hasta 1 litro.
Solucién 0,3x SSC,SDS 0,1 %: se mezclan
15 ml de solucidén 20x SSC

10 ml de solucidén SDS al 10 %

Agua destilada hasta 1 litro

Solucién 0,1x SSC,SDS 0,1 %: se mezclan

5 ml de solucién 20x SSC

10 ml1 de solucidén SDS al 10 %
Agua destilada hasta 1 litro
Ccilindros para el filtro

Estufa de incubacidén con rotor.

El filtro después de 1la transferencia

3x SSC y se coloca eéen el

Después de quitar las burbujas de aire se
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anaden 7,5 ml del tampén de hibridacién.

- E1 tampén de hibridacién se prepara mezclando
- 5,25 ml de la solucién A
- 1,20 ml de la solucién B

= 0,75 m2 de S5D5 al 10 %

- E1 cilindro que contiene el filtro y el
tampén de hibridacién se situa en el rotor de la estufa

y se deja girando 24 horas a 43 ¢°cC.

- A continuacién se afiade la sonda marcada
con P32 y 70 ul de DNA humano como transportador
("carrier"). Se deja incubar durante 48 horas en rotacidn
a 43 eC.

El DNA humano gque actua como ‘'carrier" se
prepara calentandolo 5 minutos en ebullicién y enfrian-

doloc posteriormente 2 minutos en hielo.

- Posteriormente se procede a los lavados.
Se realizaron 2 de 15 minutos a 652C con la solucién
3x SSC, otros dos con la solucién 0,3x SSC y otros

dos con la solucidén 0,1x SSC en las mismas condiciones.

- E1 filtro se seca a temperatura ambiente

sobre papeles Whatmann 3 MM y posteriormente se coloca
con una pelicula de Rayos X para la auto-

en un chasis

radiografia.




II-9 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Relaciconamos 1la expresién de antigenos HLA

de Clase I y II en las células del MM con 1los demés

pardmetros clinicos e histolégicos.

.a. Estadistica descriptiv:: Se calculé 1la media (X) y

desviacién standard (D.E) para las variables de 1la
muestra de tipo continuo (tiempo de evolucién, etc.)
y los porcentajes vy frecuencias correspondientes a

las variables discontinuas.

.b. Andlisis Estadistico: Se empleé la Prueba Exacta de

Fisher para contraste de dos proporciones, para estudiar
la significacién de 1las diferencias encontradas en
las frecuencias de variables discontinuas. Nos estable-
cemos un nivel de significacién de p = 0.05. El1 test
de Student para muestras independientes, para analizar
ia significccién de las diferencias encontradas en

1as medias aritméticas de variables continuas (p 0.05).







III-]1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA. GRAFICAS. Anexo 1

Nuestra muestra formada por 27 pacientes

Eh i Frendia :
n MM primitivo y 32 pacientes con MM metastdsico
En B :

cada uno de 1los grupos, obtenemos 1lo0s siguientes

factores de pronédstico:

A.- Obtenidos por la exploracidn

A.l.- MM primitivos:

Sexo: Dos tercios de nuestra muestra fueron

mujeres (Fig. 1).
Pdad: 1a X de edad, fué de 50.67 +[/- 12.55
para los hombres y de 50.56 +/- 15.29 en mujeres,

con un maximo de 72 y un minimo de 25 (Fig. 2).

Localizacién: La mayoria de los MM se locali-

zaron en extremidades inferiores y cabeza (Fig. 3).

Forma anatomoclinica: Predominan 1los SSM,

sequidos de LLM (Fig. 4).

Tamafio del tumor: Las dimensiones medias

de nuestros tumores Sl de 2.7% em #/- 2:1Te Dada

la gran dispersién de la muestra, excluimos esta

variable de nuestro estudio.

Pigmentacién: sélo dos MM fueron amelandticos;

los demds estaban pigmcntados (Fig. 50




Caracteres fenotipicos: Predominan individuos

de piel Dblanca, ©jos claros vy

cabello claro (Figs.
6, 7 vy 8).

Nimero _de nevus: La mayoria tenian mas
de 20 nevus (Fig. 9).

Presencia de preclncer vy céncer cutdneo:

P

S6lo en 4 ©pacientes se asocié precdncer cuténeo,
en uno con Carcinoma Espinocelular del labio inferior
y en otro un segundo MM. Dacda la escasez de la mueztra
excluimos esta variable <¢le nuestro estudio (Figs.
10 v 11).

Termografia: Algo mas de la mitad presentaron
termogramas '"benignos" frios, isotérmicos o hipertermia
inferior a 19C. La cuarta parte, tuvieron hipertermias

superiores a 2°C (Fig. 12).

A.2.- MM metastdsicos:

Sexo: Un 53 nuestra muestra fueron

varones (Fig. 13).

Edad: La X de edad, fué de 47.21 +/- 18.27

con un méximo de 79 y un mirnimo de 1 (Fig. 14).

Localizacién: Nuestra muestra estad constituida

por 19 Metéastasis Ganglionares y 13 Metdstasis Cutaneas

(Fig. 15}.

La localizacidn mds frecuente de las Metds-

tasis Ganglionares €S la regién inguinal, seguida




de la axilar y cervical (Fig. 16)

Las Metdstasis Cutdneas
localizadas en 1la cabeza (7), seguida

y extremidades inferiores /2) (Fig. 17).

predominan las

de tronco (3)

Lo mayoria de los MM primitivos de dichas
metdstasis se 1localizaron en tronco y extremidades
inferiores (Fig. 18).

Forma anatomoclinica del MM primitivo:

Predominan los SSM, seguidos de MN (Fig. 19).

Pigmentacién del MM primitivo: Predominan

los MM pigmentados (Fig. 20).

B.- Obtenidos por la Historia Clinica

B.1.- MM primitivcs:

Tiempo de evolucidén: E1l tiempo de evolucién

medio, antes de consultar, fué de 5.15 afios +/- 5.26.

Al encontrar una dispersién tan grandc, desechamos

esta variable.

Historia de exposicidén al sol: 86lop el

s de nuestros pacientes manifestaron no exponerse

sol, ni siquiera de forma ocasional. S6lo recibieron

"sol de acera". De 1los expuestos, casi la mitad

hacian de forma intermitente, con fines recreatlvos

profesionales (Pig. 21).

Antecedentes familiares: Los antecedentes




familiares de diabetes, se

presentan en un nuUmero

muy reducido de pacientes. Si son mias frecuentes

los antec=dentes familiares de MM que de céncer cutédneo

no melanoma, aunque la muestra es muy reducida. No

incluimos esta variable en nuestro estudio
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(Fig.

Estadio evolutivo: Predominan los MM en
estadio I (Fig. 23);

B.2.- MM metastasicos

N.E.D. & Tiempo 1libre de Metdstasis: La

media de tiempo transcurrido desde el diagnéstico
del tumor primitivo hasta la aparicién de la metdstasis
fué de 17.9 +/- 23.8 meses, con un maximo de 96 y

un minimo de 1.

A.W.D. & Tiempo de supervivencia: La media

del tiempo transcurrido desde la aparicién de la
metdstasis hasta el exitus fué de 16.5 +/- 18 meses,

con un maximo de 72 y un minimo de 2.

Estadio evolutivo: Predominan en nuestra

muestra los MM en estadio III (Fig. 24).

C.- Factores de histoprondstico

C.l.- MM primitivos:

Espesor del tumor (Breslow): En el 30

s de los pacientes, el MM media mds de 3 mm (Fig.

25).




Nivel de invasién (Clark): En
proporcidén, las células tumorales

la misma

. invadian por debajo
de la dermis profunda e hipodermis (Fig. 26).

Infiltra?o: Predomina el infiltrado moderado
e intenso (Fig. 27).

Ulceracidn: El 33 % de 1los MM estaban
ulcerados (Fig. 28).

Citologia: Predomina 1la citologia globo-
celular. No encontramos ningGn MM fusocelular y sélo

hay un MM con citologia mixta (Fig. 29).

Mitosis: Predominan los tumores con actividad

mitética escasa (Fig. 30).

C.2.- MM metastdsicos:

Citologia: En las metdstasis, independien-
temente de la localizacidén, predomina la citologia
globocelular, Yy solamente encontramos dos MM metastéa-

sicos de cito.ogia fusocelular y dos de citologia

mixta (Fig. 31).

Mitosis: Predominan los MM metastasicos

con actividad mitética moderada e intensa (Fig. 32).

Espesor _del tumor primitivo: En el 54

s de 1los pacientes el MM primitivo media mas de 3

mm (Fig. 33).

Nivel de Clark del tumor primario: Predominan
con nivel IIL y IV (Fig. 34).

los MM primitivos




Ulceracidén del tumor

primitivo:r ElI 68.7
% de los MM primitivos estaban ulcerados (Fig. 35)

L+]

Citologia del tumor primitivo: Predomina
la citologia globocelular y solamente 4 MM primitivos
presentaban citologia mixta (Fig. 36).

Mitosis del tumor primitivo: Predominan

los MM primitivos con actividad mitética escasa y
moderada (Fig. 37).

Las caracteristicas histolégicas del tumor
primitivo solo se conocian en 26 pacientes con MM

metastdsicos.

III-2 EXPRESION DE ANTIGENOS HLA. GRAFICAS. Anexo 2

A.- MM primitivos

HLA-CLASE I: En 3 tumdores, no detectamos

expresién de antigenos de clase 1 (Foto 1lb), y en
otros 5 tumores sdélo menos del 25 % de células 1lo
expresaron (Foto 1la). En 5, se expresaron moléculas
de clase I entre el 50 y 15 % de 1las células del

melanoma y en la mayoria, 14 tumores, todas las células

los expresaron (Foto 2) (Fig. 38).

HLA-CLASE II: La mayoria, 21 tumores, no

moléculas de clase II. En uno, aparecid
sus células, en 4

expresaron
expresién en menos del 25 % de
entre el 25 y 50 % (Foto 3a) y en uno,
50 § (Foto 3b). No encontramos ningdn tumor que expre-

en mas del

sara clase II en todas Sus células (Fig. 39).




B.- MM metastdsicos

HLA-CLASE I: En 1la mitad de 1los melanomas

metastdsicos no detectamos expresién de antigenos
de clase I (Foto 4) y en 2 tumores s6lo menos del 25 % de
células lo expresaron. En 7 melanomas la expresiodn
de moléculas de clase I se produjo en el 50-75 %
de las células y en los 7 restantes todas las células
fueron positivas (Fig. 40).(Fotos 5a y 5b, respectivamen
te).

HLA-CLASE II: En algo mds de 1la mitad

de las metdstasis de melanoma no detectamos expresidn
de antigenos de clase II (Foto 6). En 10, hubo expresidn
entre el 25-50% de sus células (Foto 7) y en 3, entre el 50-75
%$. No encontramos ningﬁn tumor que expresara antigenos

de clase II en todas sus células (Fig. 41).

RELACIONES ENTRE LAS VARIABLES DE ESTUDIO.

TABLAS. Anexo 3

Cada una de las variables estudiadas,
la relacionamos con la expresién de moléculas HLA

de Clase I y 1II, obteniendo 1los siguientes resul-

tados:

A.- Con las variables obtenidas por la axploracidn

A.l.- MM primitivos:

sexo: (Tabla 1). La expresién de HLA, tanto
se II por las células de MM,

de Clase I como de Cla

es independiente del Séxo.




Al no encontrar diferencias,
estudio estadistico.

no realizamos

Edad (Tabla 2). Solo el 65 % de 1los tumores
de pacientes con edad igual o inferior a 65 afios,

expresaron clase I, mientras que tecdos 1los tumores
de enfermos mayores de 65 afios 1los expresaron. No
obstante, las diferencias no son estadisticamente

significativas (P.E. de Fischer).

POr e]1 centrario, sdlo =1l 22 3% d 108
tumores de pacientes de edad iqual o inferior a 65
afnos expresaron clase II y no lo hizo ninguno de
mayor edad. Las diferencias no son estadisticamente

significativas (P.E. de Fischer).

Localizacién (Tabla 3). Comparada la expresién

de clase I entre los MM de cabeza y extremidad infe-
rior, localizaciones mds frecuentes en nuestra seiie,
es mas frecuente en 1los tumores de cabeza, aunque

las diferencias no son significativas (P.E. de Fischer).

No encontramos diferencias en la expresidn

de moléculas de clase IT.

Forma anatomoclinica (Tabla 4). No encon-

tramos ninguna relaciédn. La forma anatomoclinica

parece no influir en la expresién de antigenos HLA

de clase I y II por las células del tumor.

Pigmentacidn (Tabla 5) No apreciamos

diferencias.




Caracteristicas fenotipicas:

Color de ojos (Tabla 6). No
diferencias.

encontramos

Color de pelo (Tabla 7). No encontramos
diferencias.

Color de 1la piel (Tabla 8). No encontramos
diferencias.

Nimero de nevus (Tabkla 9). En los MM de

los pacientes gue tienen menos de 20 nevus, el 86 %
expresan clase I, mientras que sélo el 65 % de aquellos
que tienen mds de 20 nevus lo hacen. Las diferencias

no son significativas (P.E. de Fischer).

La expresién de 1las m»oléculas de clase
II sélo se produce en aquellos pacientes que tienen
mas de 20 nevus, aunque las diferencias no son signi-

ficativas (P.E. de Fischer).

Termografia (Tabla 10). E1 93 % de MM

con Termogramas benignos expresaron clase I, mientras

que sbélo lo hicieron el 29 % de los que tenian termogra-

nas "malignos". Las diferencias son significativas

(p = 0.008) (P.E. de Fischer).

fa mayeria (93 %) de los Lumorgs gue no

expresaron clase I1I, presentaron termogramas benignos,

aungue la p estd por debajo del

(p = 0.2) (P.E. de Fischer).

1imite establecido




2.- MM metastdasicos:

Sexo (Tabla 11). La expresién de antigenos

HLA clase I y clase II por las células de los MM
metastdsicos, es independiente del sexo. Al no encontrar

diferencias, no realizamos estudio estadistico.

Edad {(Tabla 12). Con un margen de error
del 2 % (p = 0.02) podemos decir que las metédstasis
de MM en individuos de menos de 50 afios no van a
expresar moléculas de clase I y que la mayoria de
las metdstasis en individuos de mas de esta edad

lo van a expresar (P.E. de Fischer).
La expresién de clase II por las células
de 1las metdstasis es independiente de 1la edad del

paciente.

Localizacidn. Al comparar la expresién

de clase 1 entre metdstasis ganglionares Yy cutdneas

no encontramos diferencias significativas.

En cuanto a la expresién de moléculas de
clase II podemos decir que €S mas frecuente en Metdsta-
sis Ganglionares que en Metistasis Cutdneas con un

de error del 9 %. Las diferencias no alcanzan
= 0.09)

margen
el nivel de significacién gue nos mMarcamos (p

(P.E. de Fischer) (Tabla 13).

La expresion de clase 1 y.  clase IX =8

independiente de las diferentes localizaciones gan-

glionares Yy cutdneas de las metastasis (Tablas 14

w151,




Localizacién del tumor primitivo (Tabla 16)

La expresidén de antigenos HLA de clase I y clase

IT en las metdstasis cutdneas y ganglionares de melano-
mas, es independiente de 1la localizacién del tumor
primitivo.

Forma anatomoclinica del tumor primitivo.

(Tabla 17). En general, 1la forma clinica del tumor
primitivo no influye de forma significativa en 1la
expresién de moléculas HLA en las metdstasis, pero
con un margen de error del 4 % podemos afirmar que
las metastasis de los SSM expresan con mayor frecuencia
clase II que 1as del MN (P.E. de Fischer).

Pigmentacién del tumor primitivo. (Tabla 18).

No influye en 1la expresién de moléculas HLA de clase

I y clase II de las Metdstasis.

B.- Con las variables obtenidas por la Historia Clinica

B.l.- MM primitivos:

Tiempe de evolucién. (Tabla 19). El1 tiempo

de evolucién medio fué de 5.15 afios. No encontramos
diferencias en la expresidn de antigenos HLA en tumores

con mayor o menor tiempo de evolucidn.

Historia ge exposicién _al _sol. (Tabla

20). No apreciamos diferencias en cuanto a la expresion

de moléculas de clase I.

Por el contrario, en el 100 3 de los pacientes

gque no se exponen al sol, su MM no expresé antigenos

233.
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HLA de clase II, mientras que s6lo el 74 % de los

ue sl se exponen al sol, no 1lo
de Fischer).

expresaron (P.E.

Estadio evolutivo. (Tabla 21). E1 8O %

su
MM expresd antigenos HLA de clase I, mientras gque

de los pacientes que consultaron en estadio I
r

s0lo el 33 % de 1los MM de pacientes en estadio 1II
los expresaron. Las diferencias no alcanzan el nivel
de significacidén que nos marcamos (p = 0.08).

No encontramos diferencias en cuanto a

la expresién de moléculas de clase II.

B.2.- MM metastésicos:

N.E.D. (Tabla 22). No encontramos diferencias
en la expresién de antigenos HLA con respecto al

tiempo libre de metdstasis.

A.W.D. (Tabla 23). No apreciamos diferencias
significativas entre la expresién de antigenos HLA

y tiempo de supervivencia.

Estadio evolutivo (Tabla 24). Con un margen

de error del 4 % (p = 0.04), podemos‘ afirmar que

los pacientes con MM en estadio III no expresan antigenos

HLA de clase I, y que la mayoria de 1los MM en estadio

IT lo expresan (P.E. de Fischer).

En cuanto a 1la expresién de moléculas de

el 63 % de los MM en estadio II expresaron
Las diferencias

clase 1II,

y solamente el 33 % en estadio III.

no son significativas.




Conx Con 1C S i
Con los Factores de Histoprondstico

C.l.- MM primitivos:

Espesor de Breslow (Tabla 25). Solo el

i1 % de los MM con espesor de Breslow inferior a
3 mm no expresarcn clase I, mientras que el s %
de 1los mds gruesos de 3 mm no expresaron. E1 89 %
de los MM con espesor inferior a 3 mm expresaron
clase I y s¢lo el 25 % de espesor superior a 3 mm
lo hicieron. Esta relacién, Breslow-Expresién de
clase I es significativa, con p = 0.004 (P.E. de

Fischer).

S6lo el 6 % de los MM con espesor inferior a 3 mm
expresaron clase II, mientras que en el 40 % de 1los
mds gruesos aparecieron antigenos de clase II. Fsta
relacidn, Breslow-Expresidén de antigenos de clase
11, no alcanza los niveles de significacién que nos

marcamos (p = 0.09) (P.E. de Fischer).

Nivel de C(Clark ‘(Tabla 26). Todos 1los MM

con niveles de invasién inferior a III expresan clase

I, mientras que sélo el 22 % con niveles superiores

a IIT expresan clase I (p = 0.0037) {(P.E. de Fischer).

£1 90 % de los tumores nivel TIII expresan clase I,

nientras que sbélo el 22 3% con niveles IV y V los

axpresan (p = 0.0097) (P.E. de Fischer). Por 10 tanto

sxiste una relacién inversa entre el nivel de invasion

y la expresidn de clase I.

En la relacién nivel de Clark-Expresién

HLA de clase 11, sSe mantiene la misma tendencia,

i i iveles
aungue en sentido inverso, pero nos encontramos nive




de significacidén estadistica, posiblcmente por 1lo

reducido de la muestra.

Ulceracidén (Tabla 27). 'E1 56 % de. los MM
ulcerados expresaron clase I, mientras el 78 % de
ios no wulcerados, también lc expresaron. Aunque las
diferencias no son significativas, 1la presencia de
ulceracién parece disminuir las posibilidades de

expresién de clase I.
No encontramos diferencias con clase II.

Infiltrado (Tabla 28). Todos los MM, clase
I negativos, tenian un infiltrado escaso, mientras
gque todos los pacientes clase I positivos tenian
un infiltrado importante. Diferencia muy significativa,
con un margen de error igual a uno Ppor cien mil casos
(p = 0.00001) (P.E. de Fischer).

La mitad de los MM con infiltrado peritumoral
escaso, no expresaron moléculas de clase II y en
aquellos que tenian un infiltrado mayor, no se expresé
clase II en el 95 %. Las diferencias son significativas

(p = 0.03) (P.E. de Fischer).

Citologia (Tabla 29). No encontramos rela-

ciones con la citologia.

Mitosis (Tabla 30). No encontramos relacién

entre la actividad mitética del tumor y 1la expresion

HLA.




C.2.- MM metastdsicos:

Citologia (Tabla 31). No enzontramos relacidn
entre 1la citologia de 1la metdstasis + 1la

'y expresioén
HLA.

Actividad mitética (Tabla 32). El1 niimero

de mitosis por campo en 1lis metdstasis ganglicnares
o cutdneas, no influye en 1la expresién de moléculas
HLA de clase I y clase II.

Caracteristicas histoldgicas del tumor primario.

Espesor de Breslow (Tabla 33). La expresién

de antigenos HLA de clase I y clase II en las células
del MM metastdsico es independiente del espesor del

tumor primitive.

Nivel de Clark (Tabla 34). La  expresion

de antigenos HLA de clase I y clase II en las células
de las metdstasis, es independiente del n'.el de

Clark del tumor primitivo.

Ulceracidn {fTanla 35). No hay relacién

entre la ulceracién del melanoma primitivo y la expresion

HLA de sus metdstasis.

¢ racteristiicas

Citologia (Tabla 36). .Las

citolégicas del MM primitivo no influye en la expresion
HLA de sus metdstasis.

Actividad mitética (Tabla 37). B1- numere

imit i a
de ™itosis por campo en el tumor primitivo, en nuestr

. i =
muestra influye en la expresién de moléculas
r




clase II de 1las metastasis, de

forma que podemos

decir co e 16
On un margen de error del 2 %, que 1la expresioén

Qe moleculas de clase II es mé&s frecuente en 1las

etastasis de aquellos melanomas primitivos Jque tuvieron

una actividad mitdtica escasa que en los gue presentaron

una actividad mitdtici moderada.,

No encontramos diferencias en cuanto a

la expresidén de moléculas de clase I.

.- Relacidn entre Expresidén HLA en Melanomas Primitivos

y Melanomas Metastdsicos (Tabla 38). La expresién

de moléculas HLA de clase I es mas frecuente en
MM primitivos (70 %) que en MM metastdsicos (44 %),
con un margen de error del 7 %. Las diferencias no
alcanzan el nivel de significacién que nos marcamos

\

{(p = 0.07} [(P.E. de Fischet].

En cuanto a la expresién de moléculas HLA
de clase II, es mds frecuente en MM metastdsicos
(41 %) que en MM primitivos (18 %), pero no encontra-

mos niveles de significacién estadistica.

TII-4.- ANALISIS DE LA LINEA DE MELANOMA M1

Caracteristicas de la linea M1l.
Estudic fenotipico.

Andlisis inmunogqulmlco.

Induccidén de la expresifn de las moléculas

HLA de clase I y II con f-Interferon.

Estudio de los genes de clase I y II.




1) Caracteristicas de la linea M1

La linea M1 se obtuvo a partir de una metas-

tasis ganglionar de un melanoma. Las células eran

adherentes y no estaban pigmentadas ( Foto 8 ). Por

microscopia electrdnica se comprobd la presencia

de melanosomas en su citoplasma. (Foto 9).

2) Estudio fenotipico.

El estudic fenotipico de 1las moléculas
HLA de clase I y HLA-DR en la 1linea M1 se realizb
con la técnica de radiounién. En 1a tabla 39, se
reflejan los valores obtenidos. La linea M1 era negativa
para BLA-ABC y HLA-DR.

3) Andlisis inminoquimico.

Con la técnica de inmunoprecipitacién vy
posterior electroforesis en gel de poliacrilamida
no se detectd ninguna banda con el anticuerpo monoclonal
GRH1 en la 1linea Ml ( Foto 10 ). De esta forma se
confirmaron los datos del estudio fenotipico en el

sentido de que 1la linea Ml era negativa para HLA

clase I (HLA-A, B, C).

4) Induccién de 1la expresién de 1las moléculas HLA

de clase I y II con J-Interferdn.

La linea Ml tras el tratamiento con X-Inter-
HLA de clase I ¥ HLA-DR.
obtenidos

ferdén expreso las moléculas

En 1la tabla 40, se recogen los valores

con la técnica de radiounién antes Yy despues de 1la

induccién con Y -Interferon.




5) Estudio de los geres de clase I ¥ 11,

Mediante 1la técnica de Southern Blot se

compararon los patrones de bandas de 1los genes de

clase I y HLA-DR P de la 1linea Ml con linfocitos

autologos de sangre periférica, no encontrandose dife-

rencias (Potos 11 v 12).




TABLA 39

EXPRESION DE HLA-CLASE I Y HLA-DR EN Ti LINEA M1

HLA-CLASE I

Se empleé la técnica de radiounidén, realizando
cada ensayo por triplicado. Las cifras se corresponden

con 'a media de 1las cuentas por minuto obtenidas

en cada ensayo.

Céiulas de una leucemia l1infdtica crénica. Control

positivo para 1la expresién de HLA-CLASE I Yy

HLA-DR.

Linea celular procedente de una eritroleucemia.

Control negativo.




T ABLA 40

EFECTO DEL J-IFN EN LA EXPRESION DE HLA DE
.

CLASE I Y DR EN LA LINEA M1

HUA-CLASE I

SIN IFN CON IFN SIN IFN CON IFN

313 + 30 25.119 + 643 197 + 35 27.638 + 4.823

13187 + 2,196 66.099 + 35

Cada ensayo se realizé por triplicado con

6 ; :
1 X% 10 células. Las cifras se corresponden con la
media de las cuentas por minuto obtenidas en cada

ensayo <on la técnica de radiounién. La désis de

K -IFN fué de 50 U/ml. La linea KM3 se utilizé como

control positivo para la expresién basal de HLA clase

I y HLA-DR.




GRAFICAS Y TABLAS

Anexo 1: DESCRIPCION DE LA MUESTRA.
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