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El papel que desempefia el sistema inmune en su lucha contra los tumores,
inmunovigilancia tumoral, es un tema de controversia en la actualidad. Es evidente que
los tumores crecen y se desarrollan a pesar de la existencia de una respuesta activa por
parte del sistema inmune sano. Esto implica que la aparicién del tumor no se debe a un
sistema inmune deteriorado, al menos en los estadios tempranos del desarrollo del
tumor, por tanto si el sistema inmune juega un papel activo, las células tumorales deben
desarrollar mecanismos de escape frente al sistema inmune. La evolucion somadtica de
las células tumorales genéticamente inestables permite el desarrollo de variantes
tumorales que presentan fenotipos alterados. Dentro de estas variantes tumorales,
algunas desarrollan mecanismos de escape frente al sistema inmune. La combinacion de
la evolucidén somatica con la inmunoseleccion en el desarrollo del tumor es un concepto
actual de la expansion clonal de las células tumorales, y explica que se produzcan
células tumorales que escapan del sistema inmune permitiendo la progresion tumoral.
Uno de los mecanismos de escape mdas importantes que desarrollan las células
tumorales es la perdida de expresion de moléculas del MHC de clase I, con lo que no
presentan péptidos a los linfocitos T, y por tanto se hacen invisibles para estos.

En este estudio partimos del sistema tumoral murino B9, compuesto por un clon
de un tumor primario que carece de expresion de moléculas H-2 de clase I en superficie
en estado basal, y de metastasis espontdneas generadas en ratones inmunocompetentes
donde aparece un nuevo fenotipo MHC, con no expresion de la molécula L después del

tratamiento con interferon.
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Con estas premisas, y con la intencion de aportar nuevos conocimientos en los
mecanismos de escape de las células tumorales, y en el papel desempefiado por el

sistema inmune durante la progresion tumoral, los objetivos que nos planteamos son:

1. Generar metastasis espontaneas con el clon tumoral B9 en ratones Balb/c nude
nu/nu , deficientes en células T: para determinar si las células T desempefian un
papel activo de inmunoseleccion durante el proceso metastasico.

2. Estudiar y comparar el comportamiento in vivo de las diferentes metastasis
obtenidas en ratones inmunocompetentes y en ratones nude: ensayos de
inmunogenicidad, crecimiento local y proteccion.

3. Determinar los mecanismos moleculares implicados en la falta de expresion en
superficie de las moléculas H-2 de clase I en el clon B9 y en las metéstasis

derivadas de ratones inmunocompetentes
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Material y Métodos

1.- MATERIAL Y SOLUCIONES DE USO GENERAL

1.1.- MATERIAL

Agitador magnético (SBS)
Autoclave (Selecta, Autotester)
Balanza (Denver)

Balanza de precision (Gibertini)
Bafio (Bunsen)

Bomba de vacio

Camara fotografica Polaroid (Kodak)
Céamara de flujo laminar (Flow Lab)
Centrifuga (Sigma)

Centrifuga. Microcentrifuga (Biofugue Heraeus)
Congelador de —80°C (Giralt)
Congelador de —20°C

Contenedores de Nitrogeno liquido
Cubeta de electroforesis horizontal
Destilador de Agua (Millipore)
Estufa (Selecta)

Estufa de cultivo (Forma Sientific)

Espectrofotometro (Beckman)
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FACSort (Becton-Dickinson)
Filtro (Millipore)

Fuente de Alimentacion (Biorad)
Frascos de Cultivo

Guantes desechables

Jeringuillas estériles

Liofilizador

Micropipetas (Gilson)

Papel de filtro

Pelicula polaroid (Kodak)
PHmetro (Crison)

Placas de cultivo de 24 y 6 pocillos
Pipetas desechables de 5y 10 ml
Pipetas Pasteur

Secuenciador Abi 377 (Applera)
Termobloque (Selecta)
Termociclador

Transiluminador UV (Giralt)
Tubos eppendorf de 1.5 ml

Tubos universales de 25 ml
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1.2.- TAMPONES, MEDIOS Y SOLUCIONES

Medio LB: 1% Bacto triptone (Difco), 0.5% Bacto yeast triptone (Difco), 1% NaCl
Medio LB-Agar

Medio RPMI (Gibco)

Tampén PBS: 10mM Na,HPO4, 170mM NaCl, 3mM KCIl, pH:7.2

PBS-EDTA: 0.2 g/l de EDTA en PBS

TAE 50X : 2M Tris-acetato, 0.05SM EDTA pH 8

TAE 50X con bromuro de etidio (25 pg/ml)

2.- RATONES

Se han utilizado ratones BALB/c inmunocompetentes de 6 a 8 semanas de edad y con un
peso medio aproximado de 20 g por raton, procedentes del animalario del H.U.Virgen de
las Nieves. También se han usado ratones BALB/c atimicos nu/nu procedentes de IFFA-
Credo (CRIFFA, Barcelona). Los ratones fueron manipulados en condiciones libres de

patogenos y conforme a las normas aprobadas por nuestra institucion.

3.- CULTIVOS CELULARES

3.1.-LINEAS CELULARES

En este estudio partimos de un modelo tumoral murino GR9, compuesto por lineas
celulares derivadas de un fibrosarcoma murino inducido por metilcolantreno, clonos de

este tumor primario y metastasis derivadas de algunos de estos clonos en ratones BALB/c
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inmunocompetentes. Este modelo GR9 fue establecido a principios de los afios 80 y ha
sido ampliamente caracterizado en nuestro laboratorio. Nos hemos centrado en el estudio
del clon B9 por sus caracteristicas: 1) carece de expresion de las moléculas H-2 de clase 1
en superfice e induce la expresion de las tres moléculas K, D, L tras el tratamiento con IFN-
v ; 2) su bajo poder metastasico.

Para los ensayos de produccion de metéstasis expontaneas se inyectaron 5x10° células del
clon B9 a nivel subcutaneo en la pata de ratones BALB/c inmunocompetentes y de ratones
atimicos. Cuando el tumor local alcanza 6-8 mm el tumor es extirpado, y de 30 a 60 dias
después el animal es sacrificado. Las metastasis pulmonares visibles macroscopicamente
fueron adaptadas a cultivo. Todas estas lineas celulares crecen presentando adherencia al

plastico. Su poblacion se dobla en un tiempo de 24-48 horas.

3.2.-METODOS DE CULTIVO CELULAR

El manejo de las lineas celulares se realizd en condiciones de esterilidad en campana de
flujo laminar, usando material y soluciones estériles. Todas las lineas fueron cultivadas en
medio DMEM (GIBCO, Paisley, UK), suplementado con un 10% de suero fetal bovino
inactivado (Life Technologies, Milan, Italy), con glutamina 2mM, ampicilina 500pg/ml y
con gentamicina (Genta-Gobens) 40 pg/ml. Para el cultivo se utilizan falcons estériles y la

incubacion se lleva a cabo en una estufa a 37°C, en atmosfera de 5% de CO, y 90% de

humedad.
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El medio de cultivo fue cambiado de acuerdo con su acidificacion (color amarillo), para lo
que se deben de despegar las células adheridas al plastico del frasco de cultivo anadiendo
una solucién de PBS-EDTA. Se incuban las células 10 minutos a 37°C, se golpea el frasco
y las células se despegan debido a que el EDTA secuestra el Ca’™ que es necesario para que
las células permanezcan adheridas. A continuacion se pasa la suspension celular a frascos
universales estériles y se centrifugan a 200xg durante 5 minutos. Se deshecha el
sobrenadante y el boton de células se resuspende en medio de cultivo nuevo, pasandolo
posteriormente a un frasco de cultivo nuevo. Cuando el frasco se satura las células se

duplican en dos frascos de cultivo nuevos siguiendo el procedimiento anterior.

3.3.- CONGELACION DE LAS CELULAS

Para conservar las lineas celulares durante un largo periodo, se congelan las células en
nitrégeno liquido. El proceso consiste en centrifugar las células a 200xg en frascos
universales durante 5 minutos y resuspenderlas en suero fetal bovino inactivado + 10% de
DMSO. Se distribuyen en criotubos y se introducen rapidamente en el congelador de
—80°C, pasandose a las 24h a nitrogeno liquido.

Para descongelarlas se introducen en un bafio a 37°C y posteriormente se lavan dos veces
con PBS estéril, para eliminar los restos de DMSO. Por ultimo, son resuspendidas en medio

de cultivo y depositadas en falcons de cultivo.
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3.4.- LAVADO DE LAS CELULAS

Esta operacion se realiza para retirar los restos de medio de cultivo cuando las células van a
ser sometidas a algin experimento posterior, cuando se van a extraer acidos nucleicos o
proteinas o cuando las células van a ser congeladas. Se centrifugan las células a 200xg
durante 5 minutos y al boton celular se le afiaden 20ml de PBS estéril, volviéndose a

centrifugar.

3.5.- TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CON IFN-y
Las células derivadas del clon B9 y de las distintas lineas metastasicas derivadas tanto de
ratones BALB/c inmunocompetentes como de ratones atimicos nu/nu, fueron tratadas

durante 48 horas con 100 U/ml de IFN-y (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany).

3.6.- TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CON 5-AZA-2"-DEOXICYTIDINA

Se incubaron células del clon B9 y de distintas lineas metastasicas MP5, MP12 que carecen
de expresion de moléculas H-2 de clase I en superficie con una concentracion 1uM de 5-
aza-2"deoxicitidina (SIGMA) en el medio de cultivo, manteniendo las distintas lineas en
cultivo durante 3 dias y cambiando el medio cada 24 horas. Posteriormente, se midio la
expresion de las moléculas de clase I en superfice por FACS. También se incubd con este
agente desmetilante las células de la metastasis MN1.5 (H-2 de clase I positiva), utilizada

como control.
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4.- ANALISIS POR CITOMETRI{A DE FLUJO

Mediante esta técnica fueron estudiadas la expresion en superficie del las moléculas del
MHC de clase I (Kd, Dd, Ld) , tanto en clon B9, en los tumores locales a nivel de la pata
generados en ratones inmunocompetentes (BO9LT) y en ratones atimicos( N9LT), asi como

en las distintas metastasis obtenidas en ratones inmunocompetentes y en ratones atimicos.

4.1.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE MOLECULAS H-2 DE CLASE I EN

SUPERFICIE

4.1.1.- Material

- PBS

- FACScan (Becton-Dickinson, Mountain View, CA)

- Anticuerpos monoclonales especificos: anti H-2 K¢ (K9.18), anti H-2 D% (34.5.8) y anti
H-2 L* (28.14.8 y 30.5.7) procedentes de ATCC (Rockville, MD)

- 2° anticuerpo marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Dako A/S, Glostrup,

Denmark)

4.1.2.- Método
Las células a estudiar son despegadas del frasco de cultivo con PBS-EDTA, y
posteriormente son lavadas dos veces con PBS frio, con el fin de eliminar los restos de

medio de cultivo. Posteriormente, las células son incubadas con el primer anticuerpo anti
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H-2 Kd, Dd, y L¢ , a concentracion de saturacion durante 30 minutos a 4°C. Tras un lavado
con PBS se incuban con el segundo anticuerpo FITC a dilucién 1/20 durante 30 minutos a
4°C. Por ultimo, se lavan de nuevo y se analizan por citometria de fluyjo mediante
FACScan. Se utiliz6 como control negativo células incubadas sélo con el segundo
anticuerpo FITC. Los parametros del instrumento fueron chequeados y la calibracion se
llevd a cabo por el FACScomp software. Los histogramas se obtuvieron por amplificacion
logaritmica de la fluorescencia emitida por las células. Cada muestra analizada const6 de un

;. 4
minimo de 10" células.

4.2.- ANALISIS DE LA EXPRESION EN SUPERFICIE DE LAS MOLECULAS H-2

DE CLASE Ib Y DE CLASE 11

4.2.1.- Material

- Lineas celulares: B9, MP5, MP12, MN1.1 y MN1.5

- PBS

- FACScan (Becton-Dickinson, Mountain View, CA)

- Anticuerpos monoclonales especificos:Biotin-anti-mouse Qa-2 y Qal® (moléculas no
clasicas) y biotin-antimouse I-A y I-E (clase II), todos de Pharmingen

- Estreptavidina-Phycoeritrina, Pharmingen
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4.2.2.- Método

Las células de las distintas lineas celulares se despegan con 1ml de PBS-edta, y son lavadas
durante 5 minutos con PBS. A continuacién se incuban 5ul del primer anticuerpo 0.5
mg/ml durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Posteriormente las células son lavadas con
PBS e incubadas con el 2° anticuerpo (Streptavidina-Phycoeritrina 0.5 mg/ml) durante 30

minutos. Finalmente se analiz6 la expresion de estas moléulas por FACS.

5.- ENSAYOS DE ESTABILIZACION DE MHC DE CLASE I

Estos ensayos se realizaron con el fin de determinar si la falta de expresion de moléculas
MHC de clase I en el clon B9 y en las distintas metastasis derivadas de ratones
inmunocompetentes se debe a un déficit de P,-microglobulina o a una alteracion de las

moléculas necesarias en el procesamiento y presentacion antigénicas.

5.1- Material
- Lineas celulares: BOLT, MP12, NOLT
- PBS

- Po-microglobulina humana ( Sigma, Deisenhofen, Germany)

5.2.- Método

Se incubaron 0.5 x 10° células de BILT (tumor local a nivel de la pata en ratones

inmunocompetentes), y de las distintas lineas metastasicas derivadas de ratones
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inmunocompetentes (MP12) durante 18h a 26° C en presencia o no de 2.5 pg/ml de [B,-
microglobulina exdgena. Igualmente fueron incubadas 0.5 x 10° células de NOLT (tumor
local a nivel de la pata en ratones atimicos nu/nu), que al igual que las anteriores carecen de
la expresion de moléculas H-2 de clase I en superficie.

Posteriormente se determin la expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase I: K,

DY, LY por citometria de flujo, segun el método descrito anteriormente.

6.- EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

6.1- EXTRACCION DE RNA

Como se conoce, en la célula eucariota existen varios tipos de RNA: RNA mensajero
(mRNA), RNA de transferencia (tRNA) y RNA ribosémico (rRNA). Generalmente se
extrae RNA total de las células, pero en este caso se procedio a la extraccion de mRNA ya

que es una copia directa de la secuencia de DNA codificadora de proteinas.

6.1.1- Fundamento

El método utilizado para la extraccion de RNA se fundamenta en la subpoblacion de
mRNA contiene una “cola” constituida por una secuencia poliadenilica (poliA) formada
por unos 200 nucleotidos que posteriormente se acortan a unos 40-65 residuos de adenina.
La existencia de estas colas de poliA permite la extraccion de mRNA (desechando el tRNA

y TRNA) ya que estas colas hibridan con el oligodT y se unen a streptavidina sobre un
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soporte solido (bolitas magnéticas). El tRNA y rRNA que no contienen estas “colas” y se
pierden con el lavado. Posteriormente el mRNA se eluye del soporte sélido y es

almacenado para su uso posterior (Fig. 19).

LISADO

HIBRIDACION DEL RNAm CON
BIOTINA OLIGO (dT)

CAPTURA EN ESTRE
PTAVIDINA- SEPARACION
PARTICULAS MAGNETICAS MAGNETICA
_ > TAB
TA
TTT T
AAA
\
SEPARADOR
MAGNETICO
ELUCION
DEL RNAm

', — , CONGELACION A —20°C

Figura 19.- Esquema de extraccion de RNAm desde cultivo celular. La extraccion consta
de varios pasos: hibridacion del mRNA con oligo dT, captura con particulas magnéticas,
posterior separacion, elucion y congelacion a -20°C.
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6.1.2.- Material

- Lineas celulares: B9, MP3, MP5, MP6, MP11, MP12, N9LT, MN1.1, MNIL.5 en
condiciones basales y tras tratamiento con [FN-y

- PBS-EDTA

- mRNA isolation kit (Roche) que incluye las siguientes soluciones:

Tampodn de lisis

- Particulas magnéticas unidas a Streptavidina
- Biotina-oligodT

- Tampoén de Lavado

- Agua libre de RNAasa

- Tampon de almacenamiento

6.1.3.- Método

Se utilizaron 2x10° células que se lavaron con tampén PBS y se pusieron en un tubo
eppendorf. Seguidamente se anade 500 pl de tampodn de lisis y se hace pasar 6 veces por
una jeringa. A continuacion, se hibrida el lisado con 50 pmol de oligo(dT) y se procede a la
inmovilizacion del RNA + oligo(dT) con las particulas magnéticas unidas a streptavidina
incubando a 37° durante 5 minutos. Posteriormente se procede a la separacion del mRNA
de las particulas magnéticas lavando con 200 pl de tampon de lavado y utilizando un

separador magnético (iman), durante 3 minutos, desechando el sobrenadante en cada
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lavado. Por ultimo, se eluye el mRNA con 15 ul de tampon de elucion durante 2 minutos a

65°C y se transfiere el sobrenadante a un eppendorf limpio para su posterior cuantificacion.

6.2.- CUANTIFICACION DE RNA

Para cuantificar el RNA se utiliza un espectrofotometro ultravioleta a una densidad dptica
de 260 nm. Se realiza una dilucion 1/50: 2ul de RNAm + 98l de agua destilada y medimos
la absorbancia de la muestra. La absorbancia a 260 nm corresponde a RNA, mientras que la
absorbancia a 280 nm corresponde a la concentracion de proteinas. La relacion de la D.O. a
260 nm/ D.O. a 280 nm es el indice de pureza de la muestra, aconsejdndose que sea
superior a 1.5, mientras que la lectura inversa, 280/260 debe ser de 0.5. El
espectrofotometro da la concentracion de RNA directamente en pg/ul, y lo hace
multiplicando la lectura obtenida a 260 nm por 40 (ya que una unidad de absorbancia a

260 nm corresponde a una solucion de RNA de 40 pg/ml) y por la dilucion.

7.- SINTESIS DE cDNA

7.1.- Material

- Kit Reverse Transcription System (Promega)

- RNAm (100ng) de las distintas lineas celulares en condiciones basales y tras

tratamiento con IFN-y 100U/ml
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7.2.- Método

En un tubo eppendorf se afiadio:

4 ul MgCl, 25 mM

- 2 pl Reverse transciption buffer 10X (100 mM Tris-CIH pH 8.8, 500 mM KCI, 1%
Triton X-100)

- 2 ul dNTPs 10 mM

- 0.5 pl de inhibidor de RN Aasa (RNasin)

- 30 unidades de AMYV reverse transcriptasa

- 1 pl de oligo(dT);s primer

- 1 pgde mRNA

- Agua libre de RNAasa hasta un volumen de 20 pl.

Al agua libre de RNAasa se le afade el mRNA y se calienta a 65°C durante 10 minutos. La
reaccion con todos los componentes se incuba a 42°C durante 1 hora. Posteriormente se
mantiene a 95°C durante 5 minutos y se incuba en hielo durante otros 5 minutos para parar
la reaccion. Finalmente a los 20 ul de reaccion se le afiaden 80 pl de agua destilada y los

100 pl resultantes se alicuotan y se congelan a -20°C.

8.- RT-PCR

8.1.- Material

- c¢cDNA
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- Primers especificos

- 250 uM de ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ( Boehringer Mannheim)

- Tampén PCR 10X (10mM TrisHCI (pH 8.3), 50mM KCl, 1.5mM MgCl,) (Boehringer
Mannheim)

- Taq DNA polimerasa: 5 U/ul (Boehringer Mannheim)

8.2.- Método

Para una reaccion de 50 pl se mezclan en un tubo de PCR:

cDNA 2.5l
Tampon PCR10X 5ul
Primer F 100 ng
Primer R 100 ng
Mezcla ANTP Sul

Taq DNA polimerasa 0.5 pl

Agua bidestilada hasta 50 pl

En el termociclador se somete a los ciclos deseados, en los que la temperatura de
hibridacion dependera de los primers utilizados, y la duracién de las etapas del tamafio del
fragmento a amplificar. Todas las reacciones de PCR se sometieron a un primer ciclo de

94°C durante 5 minutos, a continuacioén se somete a un numero de ciclos con temperaturas
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y ciclos especificos para cada amplificacion, y al final se sometieron a un ciclo de 72°C

durante 10 minutos.

8.3.- Primers utilizados en las amplificaciones de cDNA

Se amplificaron por PCR los c-DNAs correspondientes a las distintas lineas celulares
estudiadas. Para ello se utilizaron primers especificos para los siguientes genes: B-actina,
GADPH, antigenos MHC de clase I, B,-microglobulina, TAP1, TAP2, LMP2, LMP7,
LMP10, PA28a, PA28B, ERP59, ERP60, Calnexina, Calreticulina y tapasina.

Se realizaron amplificaciones semicuantitativas utilizando diferentes cantidades de c-DNA
y un namero limitado de ciclos. El ciclador utilizado fue Robocycler 40 (Stratagene, La

Jolla, Ca). El protocolo usado es el siguiente:

Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Ne° ciclos
94° 1 Desnaturalizacion
63-68° 1 25-35 Hibridacion
72° 1 Elongacion

Se termind con una extension final a 72° durante 10 minutos. Los primers especificos y las

temperaturas de hibridacion los podemos ver en la tabla 1.

84



Maria Soledad Martinez Llamas Material y Métodos
Tabla 1: Primers usados para el analisis por RT-PCR

Oligonucleotido Secuencia ( 5°-3”) T*hibridacién (°C) Ciclos pb
B-actina.F ggcattgtgatggactceg

B-actina.R ctggaaggtggacagtga 60 25 202
GADPH.F atggtgaaggtcggtgtgaacggatttgge

GADPH.R catcgaaggtggaagagtgggagttgctgt 67 30 882
TAP1.F tggagacatgctgtgtcggatgetgggct

TAPIL.R tgetgacagtcectctgatcaccaget 68 30 814
TAP2.F atggcgctgtectacctgaggecctgg

TAP2.R ggctcatcagagaggtgtcagagetca 67 28 784
LMP2.F atgctgcgggcaggagcacctaccge

LMP2.R tcactcatcgtagaattttggcagete 67 35 660
LMP7.F atggcgttactggatctgtgcggtge

LMP7.R tcacagagcggcectetecgtacttgta 67 35 831
LMP10.F aggaatgcgtecttggaacacg

LMP10.R tcaatgctctctgcagettgge 63 30 630
Tapas.F gctatacttcaaggtggatgacc

Tapas.R tgcaagacagagcagttctggg 63 30 764
Calnexina. F catgatggacatgatgatgacgc

Calnexina.R ggtcttcagatctgeatetgge 64 35 627
Calret.F ccctgecatctatttcaaagage

Calret.R tccactegeccttgtattcagg 63 30 772
ER60.F ctgagtatgaagctgcagcaacc

ER60.R tccgtcatatgaggacagagace 64 35 552
ERP59.F gttgaagaagagcaacttcgagg

ERP59.R atacactcttgggcaggaacagc 64 35 712
PA280o.F caagccaaggtggatgtgttcc

PA28a.R gatcattccctttgtttctccacg 64 35 711
PA28B.F agtggagaagcccgaaaacagg

PA28B.B gatggcttttcttcacccttcgg 64 30 682
B,microglobulina.F gtgaccctagtctttctggtg

B,microglobulina.B tgaatcttcagagcatcatg 56 30 375
H-2.F gcacagattccccaaagg

H-2.B atctcagggtgaggggctca 56 33 278
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9.- ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
En geles de agarosa se separan fragmentos de DNA de acuerdo con su tamafo y

conformacion. Dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar debemos escoger el %

del gel:
SIKb oo, 0.8-1%
0,5-1Kb ..o, 1-2%
<0,5Kb.....coiiiiiin, 2-3%
9.1.- Material
- Agarosa (Sigma)

Solucién TAE 50X (0.4 M Tris-acetato, 0.01M EDTA pH 8.0)

- Solucion de Bromuro de Etidio (10 mg/ml)

Tampon de carga 6X ( 0.25% azul de bromofenol, 0.25% Xileno Cyanol, 15%

Ficoll 400)

Marcador de peso molecular (Boehringer Mannheim)

9.2.- Preparacion del gel

Para el caso de un gel del 1% y un molde de 250 ml se pesan 2.5 g de agarosa y se enrasa
hasta 250 ml con agua bidestilada, se calienta hasta ebullicion, posteriormente se deja
enfriar hasta 65°C y se le anade 5 ml de TAE 50X y 7.5ul de solucion de bromuro de etidio.

A continuacion se vierte sobre el soporte del gel con el peine. Debido a la toxicidad de los
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vapores de bromuro este procedimiento se lleva a cabo en campana de extraccion de gases

hasta que esté solidificado.

9.3.- Electroforesis

Se lleva a cabo en cubeta de electroforesis horizontal, en la cual se introduce el gel. De los
productos de PCR se chequean 10 a 20 pl a los que se les aflade tampon de carga. Las
muestras en los pocillos del gel se someten a una diferencia de potencial de 50-100 V en
solucion 1X TAE. La electroforesis es chequeada en un transiluminador UV, donde se
visualiza el DNA por el bromuro de etidio intercalado entre las bases. Comparando la
movilidad de nuestros fragmentos con los del marcador del peso molecular podremos

conocer el tamafio de nuestros fragmentos.

10.- BIBLIOTECA DE SUSTRACCION DE c-DNA

10.1.- FUNDAMENTO

La hibridacion sustractiva es una técnica que permite comparar dos poblaciones de mRNA
y obtener clonos de genes que se expresan en una poblacion, pero no en la otra. El
fundamento de la técnica es simple: en primer lugar ambas poblaciones de mRNA se
convierten en c-DNA. Nos referimos al c-DNA que contiene transcritos especificos
(expresados diferencialmente) como “tester” y al c-DNA que carece de éstos o c-DNA de

referencia nos referiremos como “driver”. El c-DNA “tester” y “driver” se someten a
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hibridacion, y las secuencias que hibridan se desechan, de tal forma que el c-DNA que
queda sin hibridar representa a los genes que estan presentes en el “tester”, pero que estan

ausentes en el “driver”

10.2.- Material
- Clontech PCR-Select cDNA subtraction Kit.
- mRNA de las distintas lineas metastasicas que se van a comparar:
- MNI.1 y MN1.5: MHC de clase I (+)

- MPI12 y MP5: MHC de clase I (-)

10.3.- Método

Un esquema del proceso es representado en la figura 20. Partimos de 0.5-2 pg de mRNA
de las distintas lineas metastasicas que se van a comparar, unas MHC de clase I (+): MN1.1
y MN1.5 y otras MHC de clase I (-): MP12 Y MPS. Este mRNA se retrotranscribe a c-

DNA.
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Sintesis de c-DNA
Se preparan los c-DNA de las dos pobalciones
de m-RNA que se van a comparar

!

Digestion con Rsa I
Los ¢c-DNAs se digieren para obtener

moléculas mas cortas de extremos romos

!

Ligacion de adaptadores
Se crean dos poblaciones del probando
ligdndolos con adaptadores diferentes

!

Primera hibridacion
Permite obtener las secuencias expresadas
diferencialmente en las dos poblaciones

!

Segunda hibridacion
Genera secuencias con los genes expresados
diferencialmente capaces de ser amplificadas
por PCR

!

Primera amplificacion por PCR
Unicamente seran ampliticadas exponencial-
mente las secuecias que expresan genes dife-

renciales

!

Segunda amplificacion por PCR

Se enriquecen las secuencias y se
elimina ruido de fondo

Figura 20.- Esquema del procedimiento de elaboracion de la biblioteca de sustraccion de
c-DNA. Consta de diversos pasos sucesivos: sintesis de cDNA, digestion con Rsal, dos
hibridaciones consecutivas seguidas de dos amplificaciones por PCR.
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Posteriormente, los c-DNAs que se van a comparar se digieren con la enzima de restriccion
Rsal, que corta 4 pares de bases en extremo romo: GT/AC. A continuacion, el c-DNA
“tester” (c-DNA derivado de lineas metastdsicas MN1.1 6 MN1.5) se divide en dos partes
y cada una de ellas se liga con un adaptador diferente. Los extremos de los adaptadores
carecen de grupo fosfato, por tanto los adaptadores se pegan en el extremo 5° del c-DNA.
Hay que tener en cuenta que al c-DNA “driver” (derivado de lineas metastasicas MP12 6
MPS5), no se le van a ligar los adaptadores (Fig. 21).

Seguidamente, se llevan a cabo dos hibridaciones: la 1* hibridacion se lleva a cabo en
exceso de c-DNA “driver” (Fig. 21). Las muestras son desnaturalizadas e hibridan el c-
DNA “tester” con el “driver”. Aparecen moléculas de distinto tipo: a, b, ¢ y d, tal y como se
muestra en la Fig. 21. Las moléculas que hibridan no presentan diferencia de expresion de
genes, por tanto, las moléculas de cadena simple son las que presentan las secuencias
expresadas diferencialmente.

En la 2% hibridaciéon se mezclan las dos partes de c-DNA “tester” (con diferentes
adaptadores), obteniéndose asi un nuevo tipo de hibridos e), (que son moléculas de “tester”
con distintos extremos”). A continuacion se vuelve a poner c-DNA “driver” en exceso, para
enriquecer aun mas las secuencias expresadas diferencialmente. Los extremos de estas
moléculas se rellenan con DNA polimerasa, y asi presentaran distintos sitios de hibridacion
para los oligonucleotidos Nested en los extremos 5" y 3.

Estas moléculas se amplifican por PCR de tal forma que segun vemos en la Fig. 21:
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moléculas a) y d) 2 no amplifican ya que le faltan sitios de hibridacion con los
primers
- moléculas b) = No amplifican
- moléculas ¢) = amplifican linealmente porque so6lo tiene un sitio de hibridacion con
el primer
- moléculas e) = amplifican exponencialmente ya que tiene dos tipos de adaptadores
Finalmente se lleva a cabo una 2* amplificacion por PCR, con el fin de eliminar ruido de

fondo y enriquecer las secuencias de los genes expresadas diferencialmente.

Las PCR se realizaron en el ciclador Perkin-Elmer GeneAmp en las siguientes condiciones:
1* PCR:
Primer: PCRP1 5’ctaatacgactcactatagggce 3’
Condiciones: 94°C 10 seg
66°C 30 seg 32 ciclos
72°C 1.5 min
2* PCR:
Primers: Nested PCRP1: 5’tcgagcggccgeccgggeaggt 3’
Nested PCRP2: 5’agcgtggtcgeggecgaggt 3°
Condiciones: 94°C 10 seg
68°C 30 seg 17 ciclos

72°C 1.5 min
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C-DNA tester con adaptador 1 C-DNA driver c-DNA tester con adaptador 2
i e—
—— D —

Primera hibridacion

b
c
d
Segunda hibridacién
B —
ab,c,d+ e ——
l Completar los extremos
B e—— D e—
a
CEm—_— H——H
b
. =
d {
e [ Em— ] Afiadir primers y amplificar por
PCR
a,d no amplifican
[ b no amplifica
c amplificacion lineal
5 o —ll amplificacién exponencial

Figura 21.- Ligacion de adaptadores, hibridaciones y amplificacion por PCR en el diseio
de la biblioteca de sustraccion de c-DNA
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11.- EXTRACCION DE LOS DISTINTOS FRAGMENTOS DE c¢-DNA
EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN LA BIBLIOTECA DE SUSTRACCION
Para aislar los distintos fragmentos de c-DNA expresados diferencialmente en las distintas
lineas metastasiscas, los hacemos correr en un gel al 1.5 % (con agarosa LM-2) y usamos
para visualizar las bandas cristal violeta (2mg/ml) en vez de bromuro de etidio. El gel se
corre a 25Vol a 4°C durate 18-19 horas. Posteriormente, el gel se coloca bajo un
transiluminador y se procede a cortar las distintas bandas obtenidas con un bisturi esteril,
pasandolas a un tubo ependorff. A continuacion se afiadié 2.5 veces su volumen de INa y se
incub6 a 42° en termobloque hasta que funde la agarosa. Seguidamente se anade 1.5vol de
“Buffer de union” (7M Guanidina HCI) a T* ambiente. Por Gltimo, se purificd usando el kit

S.N.A.P purification column y se resuspende en 40ul de agua bid., almacenandose a -20°C.

12.- CLONACION DE LAS DISTINTOS FRAGMENTOS DE ¢-DNA OBTENIDOS
Los distintos fragmentos de c-DNA extraidos y purificados se someten a clonacion
utilizando el Kit “TOPO TA Cloning® for secuencing” de Invitrogen, el cual esta disefiado
especificamente para insertar productos de PCR en un vector plasmidico (phCR®4-TOPO®,
de 3957 pb) para su posterior secuenciacion.

El método seguido fue: se incuba el producto de PCR con el vector junto con solucion
salina (para aumentar el nimero de transformantes) a T* ambiente durante 30 minutos

A continuacidn, se incuba la reaccion de clonacion con las bacterias E.coli TOP10 en hielo

durante 20 minutos y posteriormente se someten a un choque térmico a 42° durante 35 seg.
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A continuacion, se incuban en medio SOC a 37°C, 1h con agitacion horizontal. Se plaquean
en placas petri con medio LB-Agar-Ampicilina (LB con agar al 1.5% y ampicilina
100pg/ml) y se incuban a 37° durante 16-18h.

Por ultimo se pican 10 colonias al azar y se inoculan en medio LB-ampicilina liquido, a
37°C y con agitaciéon horizontal durante 16-18h, hasta saturacion, para la posterior

extraccion del DNA plasmidico.

13.- EXTRACCION DEL PLASMIDO

En la extraccion del plasmido utilizamos el kit “GenElute™ Plasmid Miniprep (Sigma).

En primer lugar, se centrifuga el cultivo en medio LB-ampicilina a 3000 rpm. El pellet
bacteriano se resuspende en 200ul de solucion de resuspension y se afade 200ul de
solucion de lisis. Se afiade solucion neutralizante y se centrifuga a 13000 rpm 15 minutos.
Se hace pasar el lisado a través de una columna, y se lava para eliminar restos de sales y
otros contaminantes. Finalmente se eluye el DNA con agua bidestilada y se almacena a -

20°C. Posteriormente el DNA se cuantifica segiin el método descrito anteriormente.

14.- SECUENCIACION
En primer lugar se realiza la amplificacion del fragmento de DNA plasmidico que
queremos secuenciar mediante PCR, utilizando el ciclador Perkin Elmer Gene Amp 9600.

Cada reaccion contiene:

DNA plasmidico 400 ng
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Big dye® terminator v.3.1 8ul
Primer 3.2 pmol
Agua destilada c.s.p 20ul

Los primers utilizados fueron
T3 57 attaaccctcactaaaggga 3’
T7 5’ taatacgactcactataggg 3’

Las condiciones de PCR utilizadas en el ciclador fueron:

96° 10 seg
50°  Sseg 25 ciclos
60° 4 min

Posteriormente, las muestras fueron purificadas en columnas (Centri-Sep Columns,
Applera) segun el protocolo y se desecaron en el liofilizador DNA Speed Vac DNA120
(Savant).

Seguidamente se afiade el tampon de carga con formamida y se calienta a 95°, 2min,
transcurridos los cuales pasamos las muestras inmediatamente a hielo y procedemos a
cargarlas en el gel, previamente atemperado en el secuenciador ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems). En este se realiza la electroforesis usando un programa
preestablecido en el secuenciador. Finalmente, el secuenciador realiza el analisis del gel y

nos proporciona el electroferograma y las secuencias.
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15.- BASES DE DATOS

Las distintas secuencias obtenidas fueron comparadas con distintas bases de datos con el fin
de determinar los genes a los que correspondian.

Las bases de datos usadas fueron NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y

SANGER (http://www.ensembl.org/Multi/blastview?species=Mus_musculus).

16.- ENSAYOS CELULARES IN VIVO CON RATONES

16.1.- RATONES

Se han utilizado ratones BALB/c inmunocompetentes de 6 a 8 semanas de edad y con un
peso medio aproximado de 20 g por raton, procedentes del animalario del H.U.Virgen de
las Nieves. También se han usado ratones atimicos nu/nu procedentes de IFFA-Credo
(CRIFFA, Barcelona). Los ratones fueron manipulados en condiciones libres de patdogenos

y conforme a las normas aprobadas por nuestra institucion.

16.2.- PRODUCCION DE METASTASIS ESPONTANEAS EN RATONES BALB/c
INMUNOCOMPETENTES Y EN RATONES NUDE (nu/nu)

Para la produccion de metéstasis espontaneas se utilizé el clon B9, derivado del tumor
GR9Y, fibrosarcoma inducido quimicamente con metilcolantreno en nuestro laboratorio

[Garrido A, Pérez M y cols.1986]. El clon B9 se caracteriza por ser H-2 de clase I (-). Este
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clon fue reclonado 3 veces mediante el método de pesca en pocillos individuales usando
microscopio de contraste de fases. Se mantuvo en cultivo varios pases, mostrando no
expresion en superficie de las moléculas K¢, DY, L en condiciones basales y con expresion
de estas tres moléculas en superficie tras tratamiento con IFN-y.

Se inyectaron 5x10° células de este clon B9 a nivel subcutaneo en la pata de ratones
BALB/c inmunocompetentes y en ratones nude (nu/nu). Se emplearon 3 grupos de ratones
con cinco ratones por grupo. Cuando el tumor a nivel de la pata alcanzé 6-8 mm fue
extirpado, y se esperd a que produjese metdstasis pulmonares, segun el procedimiento
descrito por [Pérez M, y cols 1990]. Aquellas metastasis visibles macroscopicamente

fueron adaptadas a cultivo in vitro segun el método descrito anteriormente.

16.3.- CRECIMENTO E INMUNOGENICIDAD EN RATONES
INMUNOCOMPETENTES Y EN RATONES ATIMICOS

Se establecieron varios grupos de ratones Balb/c inmunocompetentes (5 ratones por grupo),
y se inyectaron subcutdneamente en la pata 5x10° células de lineas metastasicas derivadas
de ratones Balb/c inmunocompetentes (MP5, MP12) y de ratones atimicos (nu/nu) (MN1.1
y MN1.5). También se inyectaron 5x10° células del clon B9 como control. El crecimento
tumoral fue vigilado 3 veces a la semana. El mismo procedimiento fue empleado en ratones

atimicos (nu/nu).

97



Maria Soledad Martinez Llamas Material y Métodos

16.4.- INMUNIZACION/PROTECCION EN RATONES INMUNOCOMPETENTES
16.4.1.- ENSAYOS DE INMUNIZACION

Se establecieron varios grupos de 5 ratones Balb/c inmunocompetentes. En primer lugar, se
inyectaron 1x10° células derivadas de las lineas metastasicas MN1.1 o MN1.5 en la pata
izquierda de cada grupo de ratones. Cuando los tumores regresaron se volvié a reinmunizar
con 1x10° de céluas de las lineas MN1.1 y MN1.5. Posteriormente se inyecté 1x10° células
de lineas derivadas de las metastasis MP5 y MP12 en la pata derecha de los ratones. El
crecimiento tumoral fue vigilado 3 veces a la semana.

El mismo ensayo se realizé con distintos clonos, asi se inyectaron 1x10° células derivadas
del clon G2 en la pata izquierda del raton. Cuando el tumor regresé se inyectaron 1x10°

células derivadas del clon B9 en la pata derecha y se observo el crecimiento tumoral.

16.4.2.- ENSAYOS DE PROTECCION in situ

En estos ensayos se establecieron varios grupos de ratones Balb/c inmunocompetentes (5
ratones por grupo). Se inyectaron a nivel subcutaneo en la pata izquierda de cada raton
mezcla de células derivadas de distintas lineas metastasicas MHC de clase I (+) y MHC de
clase I (-). Asi se inyectaron mezclas de 1x10° células de MN1.1+ 5x10° células de MP5 y
mezcla de 1x10° células de MN1.5+ 5x10° células de MP12.

Igualmente se realizo este ensayo de proteccion con distintos clonos celulares, inyectando
1x10° células de G2 + 5x10° células de B9. El crecimiento tumoral fue vigilado 3 veces a la

s€mana.
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Dentro del sistema tumoral GRY9, fibrosarcoma inducido por
metilcolantreno, el clon B9 es una linea celular establecida de un tumor primario que
presenta las siguientes caracteristicas: H-2 de clase I negativo en condiciones basales,
sin expresion en la superficie celular de las moléculas Kd, Dd, y Ld, mientras que
recupera la expresion de estas moléculas tras el tratamiento con IFN-y; es muy
tumorigénico a nivel local, es decir, presenta una baja inmunogenicidad; posee un bajo
poder metastatico y las metéstasis originadas desde este clon presentan principalmente
un fenotipo H-2 distinto del clon B9. Todas estas caracteristicas hacen que el sistema
tumoral B9 sea un modelo ideal para estudiar tanto los mecanismos moleculares que
originan la pérdida de expresion de moléculas del MHC, como para determinar la

implicacion del sistema inmune en el origen de estos fenotipos H-2 alterados.
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1.- PRODUCCION DE METASTASIS ESPONTANEAS EN RATONES BALB/c

INMUNOCOMPETENTES Y EN RATONES ATIMICOS (nu/nu)

Para analizar el papel de las células T en la generacion y seleccion de metéstasis con
fenotipos H-2 de clase I alterados, realizamos ensayos de de produccion de metastasis
espontaneas con el clon B9 en ratones BALB/c inmunocompetentes y en ratones nude
nu/nu, segun el método utilizado por Pérez y colaboradores en 1990. Antes de los
ensayos, el clon B9 fue reclonado mediante el método de pesca en pocillos individuales
utilizando un microscopio de contraste de fases. Los clonos obtenidos se mantuvieron
en cultivo varios pases mostrando todos un fenotipo H-2 de clase I idéntico, sin
expresion en superficie de las moléculas K¢, D! y LY en condiciones basales. Se inyectd
el mismo subclon B9 a nivel subcutineo en la pata, tanto en ratones BALB/c
inmunocompetentes como en ratones nude. El crecimiento local a nivel de la pata fue
similar en ambos grupos de ratones, alrededor de 20 dias, hasta que el tumor alcanzo 8
mm y fue extirpado. Sin embargo, las metdstasis se generaron de forma mas lenta en
ratones atimicos que en ratones inmunocompetentes. En ratones BALB/c
inmunocompetentes se generaron metastasis pulmonares a los 50 dias post-inyeccion,
generandose una sola metastasis por raton (12 metastasis de 12 ratones) nombradas
MP1, MP2....MP12. Las metéstasis pulmonares en los ratones nude aparecieron
alrededor del dia 65 post-inyeccion, generdndose de 5 a 7 metéstasis por raton, en total
29 metastasis de 5 ratones que fueron adaptadas a cultivo celular y nombradas
MNI1.1....MN1.5, MN2.1...MN2.5, MN3.1....MN3.7, MN4.1...MN4.5,

MNS5.1...MN5.7 (Fig. 22). Por consiguiente, en ratones BALB/c inmunocompetentes
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se generan un menor nimero de metastasis por raton y lo hacen en menor tiempo que en

ratones nude .

Ratones Balb/c

Dia
Inyeccién del 12 metastasis
clon B9 de 12 ratones
H-2 de clase | H-2 clase |
negativo negativo

\ Ratones Balb/c
[ ]

0 10 20 30 40 50 60
Dia 11999

N. de metastasis: 55757

29 metastasis
de 5 ratones
H-2 clase |

positivo

Figura 22- Ensayos de metastasis espontineas en ratones BALB/c
inmunocompetentes y en ratones nude (nu/nu). Se inyectaron 5x10° células del clon
B9 (H2 de clase I negativo) a nivel subcutdneo en la pata en dia 0. Alrededor del dia 20
el tumor fue extirpado. En el dia 50 se realizd la autopsia a los ratones
inmunocompetentes, apareciendo 12 metastasis pulmonares, una por ratébn. En ratones
atimicos se obtuvieron metéstasis pulmonares en el dia 65, de 5 a 7 por raton (29
metastasis de 5 ratones).
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1.1.- EXPRESION DE LAS MOLECULAS H-2 DE CLASE I EN SUPERFICIE
EN LAS METASTASIS OBTENIDAS EN RATONES BALB/c

INMUNOCOMPETENTES Y EN RATONES NUDE (nu/nu)

Las metastasis espontaneas generadas tanto en ratones BALB/c inmunocompetentes
como en ratones atimicos fueron tipadas para la expresion en superficie de las
moléculas K¢, D! y LY por citometria de flujo, utilizando anticuerpos monoclonales
especificos. En estos ensayos podemos observar que todas las metéstasis generadas en
ratones BALB/c inmunocompetentes se mantienen negativas para la expresion de
moléculas H-2 de clase I en condiciones basales, al igual que el clon B9 del que
proceden (Fig. 23, Tabla 1).

Sin embargo, cuando el mismo subclon B9 fue inyectado en ratones BALB/c nude
(nu/nu), todas las metdstasis generadas fueron H-2 de clase I positivas para las tres
moléculas K¢, D? y L? en condiciones basales (Fig. 24, Tabla 1. La Figura 24 muestra
la expresion de los nddulos metastaticos mas representativos obtenidos en cada raton
nude. Todos ellos presentan una expresion similar en superficie de las tres moléculas de
clase I, en particular, aquellas metastasis derivadas de los ratones nude 1 y 2 presentan
una mayor expresion de las moléculas K¢, DY, y LY Es importante observar que el tumor
crecido localmente a nivel de la pata tanto en ratones nude como en ratones
inmunocompetentes es siempre negativo para la expresidon en superficie de las
moléculas K¢, D, y L? en condiciones basales (Fig. 23, Fig. 24 y Tabla 1).

Cuando los distintos nddulos metastasicos fueron tratados con IFN-y y

posteriormente tipados por FACS, se observd dos fenotipos distintos en ratones
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. . . d ~d o 7d
inmunocompetentes: unos recuperaban la expresion de las tres moléculas K°, D" y L™ al
. . .y r d
igual que el clon B9, mientras que otros recuperaban la expresion de las moléculas K™ y
d d . . .
D" pero no recuperaban L". En ratones nude se observd un incremento en la expresion

de las tres moléculas K¢, DYy LY.

Tabla 1.- Metastasis espontaneas derivadas del clon B9

Ratones BALB/c BALB/c atimicos
Inmunocompetentes (nu/nu)
Células inyectadas' clon B9 clon B9
N° de metastasis 12 29
N° de metastasis por raton 1 5-7
Expresién H2 tumor local® Negativa Negativa
Expresion H2 metéstasis basal’® Negativa Positiva
Expresion H2 metastasis IFN-y* K¢ positiva Positiva
DY positiva Positiva
L! negativa’ Positiva

'Células tumorales inyectadas subcutineamente a nivel de la pata para generar metéstasis
espontaneas.’Expresion de las moléculas H-2 de clase I en el tumor local a nivel de la pata tras la
inyeccion de células del clon B9.’Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase I de las
metéstasis pulmonares en condiciones basales. Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase I en
las metastasis pulmonares tras tratamiento con IFN-y.’El 83% de las metastasis no presentaban la
molécula LY en superficie, esta molécula fue positiva para el 17% de las metastasis.
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Figura 23.- Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase I (K, D y L) en
condiciones basales en ratones inmunocompetentes.

Expresion del subclon B9 (B9C); expresion en el tumor local a nivel de la pata, en
ratones inmunocompetentes (BILT), ambos H-2 de clase I (-); expresion de la
metastasis de ratones inmunocompetentes (MP12), H-2 de clase I (-).
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Figura 24.- Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase I en metastasis
derivadas de ratones nude. (a) Expresion en el tumor local a nivel de la pata en
ratones nude (N9LT), H-2 de clase I (-). (b) Expresion de las metastasis pulmonares en

ratones nude. Todas las metdstasis presentan una expresion similar para las tres
moléculas K, Dy L
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1.2.- EXPRESION EN SUPERFICIE DE MOLECULAS NO CLASICAS Y DE
CLASE II EN METASTASIS OBTENIDAS EN RATONES BALB/c

INMUNOCOMPETENTES Y EN RATONES NUDE (nu/nu)

En este ensayo quisimos analizar la expresion en superficie de las moléculas no clasicas
Qal® y Qa2 o moléculas clase Ib, asi como la expresion de las moléculas I-A y I-E o
moléculas de clase II, con el fin de tener un tipaje completo de la expresion de
moléculas en superficie en las distintas metastasis. Para ello realizamos una
inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos monoclonales especificos y
posteriormente analisis por citometria de flujo (FACS). En la Figura 25 podemos
observar que el clon B9 es negativo para la expresion tanto de moléculas de clase Ib
como de moléculas de clase II. En las metastasis obtenidas en ratones
inmunocompetentes nos encontramos algunas idénticas al B9, negativas para clase Ib 'y
clase II (MP12), y otras como la MP5 débilmente positivas para Qa-1° y clase Il y
negativas para Qa-2. Las metastasis derivadas de ratones nude presentan todas una
mayor expresion de clase II y de las moléculas Qa-1° y una débil expresion de las

moléculas Qa-2".
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Figura 25.- Expresion de moléculas no clasicas y de clase II en las distintas lineas
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2.- ENSAYOS DE ESTABILIZACION DE LA EXPRESION EN SUPERFICIE

DE LAS MOLECULAS H-2 DE CLASE I

Los resultados anteriores muestran la ausencia de expresion en superficie de las
moléculas de clase I clasicas en algunas de las lineas estudiadas. Para determinar si
existe expresion de estas moléculas a nivel intracitoplasmatico realizamos ensayos de
estabilizacion en superficie para estas moléculas. Las moléculas de clase I son
inestables en superficie por ausencia de P,-microglobulina y/o péptidos, y pueden ser
estabilizadas vacias en la superficie celular manteniendo las células a baja temperatura.
Células del clon B9 y de la metastasis MP12 se mantuvieron en cultivo en condiciones
fisiologicas (37°C) y a baja temperatura (26°C) durante toda la noche (18h) en presencia
y ausencia de B;-microglobulina exdgena. La Figura 26 muestra que las lineas celulares
incubadas a baja temperatura, 26°C, y en presencia de P,-microglobulina exdgena
recuperan parcialmente la expresion de las moléculas H-2 de clase I, K¢, D%y LY. Estos
resultados muestran la existencia de moléculas del MHC de clase I a nivel
intracitoplasmatico y sugieren que la falta de expresion en superficie de las moléculas
del MHC de clase 1 en el clon B9 y en las metastasis derivadas de ratones
inmunocompetentes tales como MP12, no es debida a un defecto transcripcional o
traduccional en los genes MHC de clase I, sino a un déficit de B,-microglobulina o
alteraciones en los componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico (APM)

que les impidan cargar los péptidos.
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Figura 26.- Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase I en lineas
celulares cultivadas a 26°C y en presencia de beta2-microglobulina durante 18
horas. Posteriormente se midi6 la expresion de las moléculas de clase I por citometria
de flujo. Se muestran los resultados del clon B9 (B9), del tumor local a nivel de la pata
en ratones nude (N9LT), y de la metéstasis derivada de ratones inmunocompetentes
(MP12). En todos ellos hay una recuperacion parcial de la expresion de moléculas de
clase L.
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3.- ENSAYO DE DESMETILACION CON 5-AZA-2'DEOXICITIDINA

Las alteraciones del DNA por metilacion es un mecanismo que contribuye en el proceso
del desarrollo del tumor, de tal forma que algunos genes supresores de tumores se
encuentran silenciados a nivel transcripcional por la hipermetilacion de los promotores.
Para asegurarnos de que en nuestro sistema tumoral no estd implicado este mecanismo
hemos llevado a cabo un ensayo de desmetilacion utilizando el agente 5-aza-
2’deoxicitidina, el cual inhibe la enzima DNA metil transferasa 1 (DNMT1). Si este
compuesto es capaz de reactivar la expresion del gen silenciado seria evidente que
existe un mecanismo de metilacién implicado en la distinta expresion de moléculas de
clase I en superficie en las metastasis derivadas de ratones inmunocompetentes y de
ratones nude.

Para llevar a cabo este ensayo se incubaron las células a una concentracion 1uM de 5-
aza-2'deoxicitidina en el medio de cultivo, manteniendo las distintas lineas en cultivo
durante 3 dias y cambiando el medio cada 24 horas. Los resultados muestran que no
existen diferencias de expresion de las moléculas H-2 de clase I en superficie en las
distintas lineas con o sin el agente desmetilante. Asi, las células del clon B9, y de la
metastasis MPS5, que carecen de expresion de las moléculas de clase I en superficie en
condiciones basales, siguen siendo negativas tras la incubacion con 5-aza-
2’deoxicitidina (Fig. 27). Igualmente, la metédstasis MNI.5 tampoco modifica la
expresion en superficie de las moléculas K, D y L tras el tratamiento con este agente

(Fig. 27).
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Figura 27.- Ensayo de desmetilacion con 5’deoxi-2-azacitidina. Las células de las
distintas lineas metastasicas fueron cultivadas durante 3 dias, cambiando el medio cada
24h con y sin agente desmetilante 5-aza2’deoxicitidina. Posteriormente fueron tipadas
por FACS para la expresion en superficie de las tres moléculas de clase I (K, D, L). La
figura muestra que no existe diferencia de expresion entre las lineas tratadas con o sin
agente desmetilante.
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4.- ESTUDIO DE LA EXPRESION A NIVEL TRANSCRIPCIONAL DE LAS

MOLECULAS H-2 DE CLASE 1Y DE LA $, MICROGLOBULINA

Con el fin de conocer el mecanismo implicado en la falta de expresion en superficie de
las moléculas MHC de clase I, y segtin los datos obtenidos en experimentos anteriores,
decidimos en primer lugar analizar y comparar la expresion a nivel de transcripcion
mediante RT-PCR semicuantitativa de [,-microglobulina en el clon B9 y en las
diferentes metéstasis. En primer lugar, quisimos comprobar los niveles de m-RNA de
las moléculas H-2 de clase I, que segun los datos obtenidos de los ensayos de
estabilizacion en superficie, deberia ser semejante en todas ellas. Se extrajo m-RNA de
las diferentes lineas y se obtuvo el c-DNA. La calidad y cantidad del c-DNA se midio6
mediante dos genes control GADPH y B-actina. En la figura 28 podemos ver que los c-
DNAs obtenidos presentan similares caracteristicas.

A continuacién, amplificamos mediante PCR las tres moléculas H-2 de clase I
conjuntamente, y pudimos observar que la transcripcion es similar en todas las lineas
estudiadas (Fig. 29). La expresion es positiva tanto en el clon B9, en el tumor local a
nivel de la pata en ratones nude (N9.1), asi como en todas las metéstasis derivadas de
ratones inmunocompetentes que segin recordamos todas ellas carecian de expresion de
estas moléculas H-2 de clase I en superficie. Esta expresion a nivel de m-RNA es
similar a la encontrada en las metastasis derivadas de ratones nude, las cuales si
expresan estas moléculas en superficie (Fig. 29). Igualmente, cuando estudiamos la
transcripcion para el gen de la Pp-microglobulina pudimos comprobar que existen

niveles de m-RNA para la ,-microglobulina en todas estas lineas (Fig. 29).
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Figura 28.- Transcripcion de los genes control: b-ACTINA y GADPH.

La calidad y la cantidad de los c-DNAs obtenidos de las distintas lineas metastasicas
estudiadas se midi6 utilizando estos dos genes control. La figura muestra que los c-
DNAs muestran similares caracteristicas
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Figura 29.- Transcripcion de las moléculas H-2 de clase I y b2-microglobulina
Se amplificé las moléculas H-2 de clase I y b2-microglobulina mediante primers
especificos. Se observd una transcripcion similar en todas las lineas estudiadas, incluso
en las lineas que carecen de expresion de las moléculas H-2 de clase I en superficie.
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5.- ESTUDIO DE LA MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO ANTIGENICO

(APM)

Segtn los resultados obtenidos en el ensayo anterior pensamos que la falta de expresion
en superficie de las moléculas MHC de clase I en ciertas lineas metastasicas podria
deberse a un fallo en la maquinaria de procesamiento antigénico, y por tanto procedimos
al estudio de los distintos componentes de esta maquinaria de procesamiento antigénico
(APM).

Se analizaron distintos componentes del complejo de carga peptidico tales como TAP-1,
TAP-2, Tapasina, ERP-59, ER-60, las chaperonas calnexina y calreticulina, los
componentes del proteosoma LMP-2, LMP-7, LMP-10 y los activadores de éste PA28a
y PA28pB. Estos componentes del APM se analizaron utilizando primers especificos
mediante RT-PCR semicuantitativa. Para ello se ajustaron el nimero de ciclos (25-35
ciclos), las condiciones de PCR y la cantidad de c-DNA a utilizar (de 1 a Sul de c-DNA
en un volumen de 50ul). Cuando se analizaron las moléculas TAP-1 y TAP-2 en
condiciones basales, se observd una falta o baja expresion de estas moléculas en
aquellas lineas que no expresaban moléculas MHC de clase I en superficie, es decir, en
el clon B9, N9.1 (tumor local a nivel de la pata en ratones nude) y en las distintas
metastasis derivadas de ratones inmunocompetentes: MP3, MP5, MP6, MP12 (Fig. 30).
Sin embargo estas moléculas presentan una transcripcion normal en las metéstasis
derivadas de ratones nude: MN1.1 y MN1.5 (MHC de clase I + en superficie) (Fig. 30).
A continuacion se analizé la transcripcion de los genes de las subunidades del

proteosoma LMP-2, LMP-7 y LMP-10 (Fig. 31) y segun muestran los resultados, existe
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una falta de expresion en las lineas que carecen de la expresion de las moléculas H-2 de
clase I en superficie. Cuando se analiz6 la transcripcion de las moléculas Tapasina y
calnexina (Fig. 32) ocurrid igualmente, existe una falta de expresion en aquellas lineas
que no expresan las moléculas de clase I en superficie (B9, N9.1, MP3, MP5, MP6,
MP12), expresandose normalmente en las lineas H-2 de clase I (+) en superficie

(MN1.1 y MNL.5).
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Figura 30- Transcripcion de TAP-1 y TAP-2 en condiciones basales. Se analizo la
transcripcion de estos transportadores por RT-PCR utilizando primers especifcos. La
figura muestra una falta de expresion de estas moléculas en las lineas celulares que
carecen de expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase 1.
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Figura 31.- Transcripcion de las moléculas LMP-2, LMP7 y LMP10 en condiciones
basales. La figura muestra la RT-PCR realizada con primers especificos para las tres
subunidades del proteosoma. Se observa una falta de expresion de las tres moléculas en
las lineas que carecen de expresion en superficie de las moléculas de clase 1.
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Figura 32.- Transcripcion de Tapasina y calnexina en condiciones basales. Se
analizo la expresion de m-RNA de estas moléculas mediante RT-PCR, observandose un
falta de expresion en las lineas que no expresan moléculas de clase I en superficie,
expresandose normalmente en las lineas H-2 de clase I + en superficie.

Sin embargo, cuando se analizaron otros componentes del APM tales como la
calreticulina, ER60 y ERP59 se observo que existia una transcripcion muy similar en
todas las lineas estudiadas (Fig. 33). Del mismo modo, los activadores del proteosoma
PA28a y PA28P (Fig. 34) presentaron una expresion similar en todas las estas lineas,
independientemente de que expresen o no moléculas H-2 de clase I en superficie. Por
tanto este ensayo, el cual se repitid al menos tres veces con distintos lotes de m-RNA,
muestra una falta de expresion coordinada a nivel de transcripcion en ciertos

componentes del APM en condiciones basales, tales como TAP-1, TAP-2, LMP-2,
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LMP-7, LMP-10, Tapasina y Calnexina, que es la causa de la falta de expresion en
superficie de las moléculas H-2 de clase I. Otros componentes del APM tales como la

calreticulina, ERP-59, ER-60, PA28 oy PA28[ presentan una transcripcién normal.

Ratones nude Ratones inmunocompetentes
e - 1L 1
= © o
Z Z o & B & & 4
= = 2 = = = = m

CALRET.

ER-60

ERP-59

Expresién en Niveles de mRNA en condiciones basales
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H-2 de clase |

+ [— [— [— [— — —

Figura 33.- Transcripcion de las moléculas Calreticulina, ER-60 y ERP-59. Se
analizo la transcripcion de estas tres moléculas mediante RT-PCR semicuantitativa
utilizando primers especificos. La figura muestra una transcripcion similar en todas las
lineas estudiadas.
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Figura 34.- Transcripciéon de las moléculas PA-28-a y PA-28-3 en condiciones
basales. El andlisis de la expresion de mRNA mediante RT-PCR muestra una expresion
similar en todas las lineas estudiadas.

6.- TRATAMIENTO DE LAS DISTINTAS LINEAS CON IFN-y

Posteriormente, las distintas lineas estudiadas fueron tratadas con 100 U/mL de IFN-y
durante 48h, y se midiod la expresion mediante RT-PCR de los distintos genes que no se
expresan en condiciones basales en las lineas que carecen de expresion de moléculas H-
2 de clase I en superficie. Los resultados mostraron una expresion positiva en todos los
genes estudiados: TAP-1, TAP-2, LMP-2, LMP-7, LMP-10, Tapasina y Calnexina en
las distintas lineas celulares derivadas tanto de ratones inmunocompetentes como de

ratones nude (Fig. 35). Por tanto, podemos decir, que la recuperacion de la transcripcion
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de estos genes tras tratamiento con IFN-y, implica la expresion en superficie de las

moléculas de clase 1.
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Figura 35.- Transcripcion de los diferentes componentes del APM tras tratamiento
con IFN-y. Las distintas lineas estudiadas fueron tratadas con 100 U/ml de IFN-g
durante 48h y posteriormente se realizé RT-PCR utilizando primers especificos para los
genes del APM. La figura muestra que no solo se recupera la expresion de los distintos
genes, sino que también se recupera la expresion de las moléculas H-2 de clase I en
superficie.
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7.- ENSAYOS DE CRECIMIENTO E INMUNOGENICIDAD EN RATONES
BALB/c INMUNOCOMPETENTES Y NUDE (nu/nu).

En los ensayos anteriores pudimos observar la existencia de una falta de expresion
coordinada en ciertos componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico
(APM), presente en aquellas lineas celulares que carecian de expresion de las moléculas
H-2 de clase I en superficie. Los ensayos in vivo que mostramos a continuacion fueron
realizados con el fin de observar como afecta la expresion o no de los genes del APM y
de las moléculas H-2 de clase I en superficie al crecimiento local del tumor y a la
capacidad tumorigénica e inmunogenicidad del mismo.

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de crecimiento local e inmunogenicidad en
ratones BALB/c inmunocompetentes. Los ratones fueron distribuidos por grupos (5
ratones por grupo), y se inyectaron 5x10° células derivadas de distintas lineas
metastasicas a nivel subcutaneo en la pata. Las lineas metastasicas utilizadas fueron
MP5 y MP12, derivadas de ratones inmunocompetentes y MN1.1 y MN1.5 derivadas de
ratones nude. También se inyectd células del clon B9 como control. El crecimiento
tumoral fue vigilado cada 3 veces a la semana. Segiin podemos observar en la Figura
36, el crecimiento local fue distinto en cada linea metastasica. Asi, las lineas celulares
derivadas de las metastasis MP5 y MP12, crecieron hasta 14mm y 1lmm
respectivamente en 25 dias. Sin embargo, las lineas celulares derivadas de las metastasis
MN1.1 y MNI1.5 crecieron de forma mas lenta, alcanzando un maximo de 5mm y 4mm
respectivamente, en 15 dias, para posteriormente comenzar a regresar, siendo totalmente
rechazadas a los 25 dias (Fig. 36). Estos experimentos fueron repetidos al menos tres

o , . 6 .
veces. También inyectamos un mayor numero de células (1.5x10° por ratén), e
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igualmente las metastasis MNI1.1 y MNI1.5 fueron rechazadas. Estos resultados
muestran que las variantes metastasicas MN1.1 y MNIL.5 derivadas de ratones nude
(nu/nu) son muy inmundgenas y que presentan una mayor inmunogenicidad que las
variantes metastasicas MP5 y MP12, derivadas de ratones inmunocompetentes.

La linea metastasica MP12 presenta un fenotipo H-2 de clase I negativo en condiciones
basales, y tras tratamiento con IFN-y recupera la expresion en superficie de las tres
moléculas K¢, D¢ y LY, tal y como ocurre con el clon B9. El crecimiento local e
inmunogenicidad es idéntico en ambas lineas (Fig. 36). La metastasis MP5 presenta un
fenotipo H-2 de clase I negativo en condiciones basales, similar al clon B9, pero sin
embargo no recupera la expresion de la molécula LY tras ser tratada con IFN-y. Como
podemos observar, su crecimiento local es mas rapido que el clon B9 y la metéstasis
MP12 (Fig. 36). Por el contrario, las metastasis MN1.1 y MN1.5 son H-2 de clase I
positivas para las tres moléculas K¢, D y LY y su crecimiento local es mas lento que el
del clon B9 y las metéstasis MP5 y MP12 (Fig. 36). Estos resultados muestran una
correlacion directa entre la expresion en superficie de las moléculas MHC de clase I e
inmunogenicidad y una correlacion inversa entre estos con el crecimiento local del

tumor.
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Figura 36.- Crecimiento local e inmunogenicidad en ratones inmunocompetentes.
Se inyectaron de 0.5x10° a 1.5x10° células de diferentes lineas metastasicas a nivel
subcutaneo en la pata de ratones inmunocompetentes. Se observo el crecimiento tumoral
y se midi6 el diametro de los tumores. Los tumores originados por las lineas MN1.1 y
MNI.5, obtenidas de ratones nude, crecieron mas despacio y fueron finalmente
rechazados. La figura muestra la media del didmetro del tumor +sd de varios grupos de
ratones.

Posteriormente, se llevaron a cabo estos ensayos de crecimiento local e
inmunogenicidad en ratones nude (nu/nu). Para ello, del mismo modo que en los
ensayos anteriores, se inyectaron 5x10° células derivadas de distintas lineas
metastasicas (MP5, MP12, MN1.1 Y MNI1.5) a nivel subcutaneo en la pata de ratones
nude, vigilando el crecimiento tumoral 3 veces a la semana. El clon B9 se inyectd como
control. Todas las lineas metastasicas crecieron mas rapidamente en ratones nude que en

ratones inmunocompetentes. Asi, las lineas celulares derivadas de las metéstasis MP5 y

MP12 crecieron hasta 20mm y 18mm respectivamente en 25 dias (Fig. 37). Igualmente,
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las lineas celulares derivadas de las metastasis MN1.1 y MN1.5, crecieron de forma mas
lenta que las anteriores, alcanzando 10mm y 8mm respectivamente, pero a diferencia de
lo que ocurria en ratones inmunocompetentes, estas no regresaban y por tanto no eran
finalmente rechazadas en ratones nude (Fig. 37). Estos estudios muestran que tanto las
metastasis MP5 y MP12 (H-2 de clase I negativas en superficie) como las metéstasis
MNI1.1 como MNI1.5 (H-2 de clase I positivas en superficie) crecen mas rapidamente
presentando un mayor crecimiento local y una menor inmunogenicidad en ratones nude

que en ratones inmunocompetentes.
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Figura 37.- Crecimiento e inmunogenicidad en ratones nude. Se inyectaron de
0.5x10°a 1.5x10° células de diferentes lineas metastasicas a nivel subcutaneo en la pata
de ratones nude. Se observo el crecimiento tumoral y se midié el diametro de los
tumores. Todas las lineas metastasicas crecieron mas rapidamente en ratones nude que
en ratones inmunocompetentes. Los tumores originados por las lineas derivadas de
ratones nude MN1.1 y MN1.5 crecieron de forma mas lenta que el resto, pero no son
finalmente rechazadas
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Hay que destacar que a diferencia de lo que ocurre en ratones inmunocompetentes,
MN1.1 y MN1.5 no regresan en ratones nude ni son finalmente rechazadas, incluso dan
lugar a la produccion un alto niimero de macrometastasis pulmonares a los 20-25 dias
(Fig. 38). Estos resultados sugieren una gran implicacion de las células T en el

crecimiento local y rechazo de estos tumores en ratones inmunocompetentes.

Figura 38.- Metastasis pulmonar. Estas metastasis se produjeron tras la inyeccion de
la linea MNIL.5 en ratones nude. A diferencia de lo que ocurre en ratones
inmunocompetentes, estas células no solo no regresan, ni son finalmente rechazadas en
ratones nude, sino que ademas metastatizan. En la figura se observan de 6-8 nddulos
metastasicos.
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8.- ENSAYOS DE PROTECCION E INMUNIZACION EN RATONES BALB/c
INMUNOCOMPETENTES

En los ensayos de crecimiento local e inmunogenicidad llevados a cabo en ratones
inmunocompetentes observamos que en las distintas metéstasis existia una correlacion
directa entre la expresion de moléculas H-2 de clase I en superficie e inmunogenicidad,
y una correlacion inversa con el crecimiento local del tumor. A continuacion, quisimos
ver si las metéstasis muy inmundgenas, H-2 de clase [ (+) (MN1.1 y MN1.5), protegian
a los ratones inmunocompetentes frente al crecimiento de las metéstasis H-2 de clase I
(-) (MP5 y MP12).

Con este fin, realizamos ensayos de proteccion cruzada e inmunizacion a largo plazo. Se
establecieron dos grupos de 4 ratones y se les inyectd 1x10° células de las lineas
metastdsicas MN1.1 y MN1.5 subcutaneamente a nivel de la pata. Asimismo se inyectod
el clon G2 (H-2 de clase I positivo), a nivel subcutaneo en la pata de otros dos grupos de
4 ratones con el fin de observar si protege frente al crecimiento del clon B9 (H-2 de
clase I negativo). Cuando los tumores regresaron, para asegurarnos de que la
inmunizacion habia sido efectiva, los ratones fueron reinmunizados a los treinta dias,
inyectando de nuevo 1x10° células de las lineas metastasicas MN1.1, MN1.5 y del clon
G2. Posteriormente, a los 30 dias, se inyecto 1x10° células de las lineas metastasicas
MP5, MP12 y del clon B9 (H-2 de clase I negativos) en la otra pata, y se observo el
crecimiento tumoral en los animales cada 2 dias. Los resultados mostraron que los
tumores crecieron 4-5mm a los 7-10 dias, y posteriormente o bien regresaban siendo
finalmente rechazados por el animal a los 25-30 dias, o en otros casos el tumor crecia y

no era rechazado (Fig. 39). Hay que destacar, que el rechazo se produjo en 6 de los 8
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ratones estudiados para la metastasis MP5 y MP12 y en 8 ratones de los 8 estudiados
para el clon BY. Los ensayos fueron repetidos al menos 3 veces mostrando resultados
similares. Por tanto, podemos decir que en estos ensayos las lineas celulares H-2 de
clase I positivas protegen frente al crecimiento de las lineas celulares H-2 de clase I
negativas en un 75 a nivel metastatico y en un 100% a nivel de los distintos clonos del
tumor primario (Fig. 39).

A continuacién, realizamos ensayos de inmunizacion in situ, es decir, inyectamos
conjuntamente, una mezcla de células de las metastasis positivas (MN1.1 y MN1.5) y
las metastasis negativas (MP5 y MP12). El fin de este ensayo fue comprobar si las
metastasis positivas protegian frente a las negativas sin la existencia de previa
inmunizacion. Para la realizacion de estos estudios se establecieron dos grupos de
cuatro ratones y se inyectd a nivel subcutdneo en la pata una mezcla de dos lineas
celulares con distinta expresion de moléculas H-2 de clase I en superficie. Se inyectaron
conjuntamente 5x10° células de las lineas celulares MN1.1 6 MN1.5 6 del clon G2 con
1x10° células de las lineas celulares H-2 de clase I (-), MP5, 6 MP12 ¢ del clon B9. En
los ratones se produjo el inicio del crecimiento del tumor a los 5-6 dias, alcanzando 4-
6mm a los 14-15 dias, para posteriormente o bien regresar y ser finalmente rechazado a
los 30-35 dias, o en otros casos continuar creciendo (Fig. 40). Los resultados mostraron
la existencia del rechazo en 4 de los 8 tumores generados al inyectar conjuntamente
MNI1.1 y MP5, en 5 de los 8 tumores generados al inyectar conjuntamente MN1.1 y
MP12 y en 8 de los 8 tumores producidos tras inyectar G2 y B9 (Fig. 40). Los ensayos
fueron repetidos al menos tres veces obteniendo resultados similares. Ademas, se

realizarén los ensayos disminuyendo el niimero de células de las lineas H-2 positivas

130



Maria Soledad Martinez Llamas Resultados

hasta 10° células, y el grado de proteccion observado fue similar. Por tanto, en estos
ensayos obtuvimos una proteccion del 50%-60% a nivel metastatico y una proteccion
del 100% a nivel de los distintos clonos del tumor primario GR9. Estos ultimos
resultados indican que la respuesta inmune generada por los tumores MHC de clase 1

positivos no solo es potente, sino que también es rapida en el tiempo.
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Por ultimo, realizamos ensayos de proteccion cruzada, pero inyectando ambas células
en diferentes patas al mismo tiempo. En estos ensayos encontramos que las metastasis
MHC de clase I positivas, MN 1.1 y MN1.5, no protegen contra el crecimiento de las
metastasis MHC de clase I negativas. Idénticos resultados encontramos en el caso de los

diferentes clonos del GRO.

9.- BIBLIOTECA DE SUSTRACCION DE c¢-DNA

Como ya hemos comentado, en el estudio de la maquinaria de procesamiento antigénico
(APM), observamos que en las lineas celulares que no expresan moléculas H-2 de clase
I en superficie existe una falta de expresion coordinada en ciertos componentes del
APM en condiciones basales. Sin embargo, cuando estas lineas son tratadas con IFN-y
recuperan la transcripcion de los genes de estos componentes del APM, al mismo
tiempo que recuperan la expresion de las moléculas H-2 de clase I en superficie. De
hecho, la falta de expresion coordinada de los componentes del APM es extensa,
afectando a varios genes con una localizacion dispersa, encontrandose incluso en
diferentes cromosomas. Todos estos datos nos hicieron pensar que deberia existir un
mecanismo comun para la regulacion de la expresion de estos componentes. El hecho de
que la pérdida de expresion coordinada afecte a genes que se encuentran en diferentes
cromosomas, nos hizo pensar que mecanismos “cis” tales como metilacion o mutacion
de promotores era poco probable que estuvieran implicados. Por tanto, pensamos que
esta baja expresion coordinada se debia a un mecanismo en “trans”, un gen que regulase

todo este proceso, un posible factor transcripcional positivo o negativo.
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Con el fin de acercanos al gen que podria estar implicado en la falta de expresion de
estos componentes del AMP, decidimos investigar la diferente expresion de genes entre
unas metastasis y otras. Para abordar este tema construimos varias bibliotecas de
sustraccion de c-DNA. Estos ensayos fueron disefiados comparando las lineas
metastasicas que expresaban normalmente estas moléculas H-2 de clase I en superficie
en condiciones basales (MN1.1 y MN1.5) con aquellas que carecian de expresion de
moléculas H-2 de clase I en superficie (MP5 y MP12). Hay que destacar que las
metastasis que van a ser comparadas presentan diferente expresion de moléculas H-2 de
clase I en superficie, pero que todas ellas han sido generadas a partir del mismo subclon
B9. Por tanto, en principio estas metastasis deben ser muy similares entre si, y deben de
expresar diferencialmente un nimero reducido de genes.

En primer lugar, se extrajo mRNA de las distintas lineas metastdsicas que se iban a
comparar. Posteriormente, se sintetizd6 c-DNA a partir de 2ug de este mRNA. Nos
referiremos al c¢c-DNA que contiene transcritos especificos (expresados
diferencialmente) como “tester”, y al c-DNA que carece de de éstos o c-DNA de
referencia lo denominaremos como “driver”. A continuacion, tanto el “tester” (MN1.1 y
MNI.5) como el “driver” (MP5 y MP12) son digeridos con la enzima de restriccion
Rsal, la cual corta 4 pares de bases en extremo romo (GT|AC). De esta forma se cortan
secuencias muy repetitivas consiguiendo moléculas més cortas. El c-DNA “tester”
(MN1.1 y MN1.5) se divide en dos partes y cada una de ellas se liga con un adaptador
diferente en 5°, mientras que al c-DNA “driver” no se le va a ligar ningun adaptador.
Seguidamente realizamos dos hibridaciones consecutivas. La primera hibridacion se

lleva a cabo en exceso de “driver”. Las distintas muestras, tanto el “tester” como
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“driver”’son desnaturalizadas y sometidas a hibridacion. Aquellas moléculas que
hibridan no presentan diferencia de expresion de genes, y son por tanto eliminadas. La
segunda hibridacién se realiza con el fin de enriquecer aun madas las secuencias
expresadas diferencialmente. Los extremos de estas moléculas se rellenan con DNA
polimerasa, y asi presentardn distintos sitios de unién en los extremos 5" y 3’,
generando asi secuencias expresadas diferencialmente capaces de ser amplificadas por
PCR.

A continuacién, se realiza una primera amplificacion por PCR utilizando el primer
PCRP1. Mediante esta PCR se amplificaran exponencialmente s6lo los genes que se
expresen diferencialmente. Posteriormente, se lleva a cabo una segunda PCR utilizando
los primers Nested (Nested PCRP1 y Nested PCRP2), con el fin de enriquecer las
secuencias expresadas diferencialmente y eliminar posibles secuencias contaminantes.
Por ultimo, esta segunda PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 2%. Las
distintas bandas muestran los genes expresados diferencialmente en las diferentes lineas
metastésicas estudiadas (Fig. 41). Asi, en esta figura podemos observar dos bibliotecas
de sustraccion de c-DNA comparando la linea metastasica H-2 de clase I (+) MNL.5,
usada como “tester”, con dos lineas metastasicas H-2 de clase I (-), MP5 y MP12,
usadas como “driver”. Tal y como muestra la figura, se obtienen un bajo nimero de
bandas que representan los genes expresados diferencialmente en las distintas
metastasis. [gualmente mostramos el c-DNA del “tester” (MN1.5) sin ser sometido a
sustraccion diferencial (Fig. 41). Para asegurarnos de que la biblioteca de sustraccion

fue llevada a cabo correctamente, también procesamos un c-DNA control, el cual
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podemos observar en la figura sustraido y no sustraido (Fig. 41). Este c-DNA control
fue comparado con el control del kit.

Las bibliotecas de sustraccion obtenidas se sometieron posteriormente a electroforeseis
en gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5%. La electoforesis se realiz6 a 4°C y
bajo voltaje con el fin de que las bandas se separasen correctamente pudiendo
identificar y numerar las distintas bandas bajo un transiluminador. Como podemos
observar en la figura 42, en la Biblioteca 1, en la que se utiliza la metéastasis MN1.5 (H-
2 de clase I positiva) como “tester” y la metastasis MP5 (H-2 de clase I negativa) como
“driver” pudimos aislar un total de siete bandas. En la Biblioteca 2, formada por la
metastasis MN1.5 (H-2 de clase I positiva) como “tester” y por la metéstasis MP12 (H-2
de clase I negativa) como “driver” se aislaron igualmente un total de siete bandas. En
cada una de estas bandas pueden encontrarse fragmentos del mismo tamafio

correspondientes a diferentes genes
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MN1..5 no sustraido
T: MN1.5 D:MP5

Control no sustraido
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Figura 41.- Libreria de sustraccion de c-DNA. Han sido construidas dos bibliotecas
de sustraccion de c-DNA usando como “tester” variantes tumorales H-2 de clase I (+)
(MN1.5). Las variantes tumorales H-2 de clase I (-) se usaron como “driver” (MP5 y
MP12). Igualmente procesamos un c-DNA control para compararlo con el control del
kit.
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Figura 42.- Productos de PCR de las Bibliotecas de sustraccion de c-DNA.

Para identificar y numerar las diferentes bandas se realizé una electroforesis en gel de
agarosa debajo punto de fusion a bajo voltaje. Biblioteca 1: MN1.5 (H-2 de clase I +)
como“tester” y MP5 (H-2 de clase I -) como “driver”. Biblioteca 2: MN1.5 (H-2 de
clase I +) como*“tester” y MP12 (H-2 de clase I -) como “driver”.
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10.- EXTRACCION DE LOS DISTINTOS FRAGMENTOS DE c-DNA

OBTENIDOS EN LA BIBLIOTECA DE SUSTRACCION

En el siguiente ensayo quisimos aislar los diferentes fragmentos de c-DNA
obtenidos en dichas bibliotecas de sustraccion para posteriormente clonarlos y
secuenciarlos. Con este fin, se realizo una electroforesis con las distintas bibliotecas en
un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5%, a bajo voltaje y durante toda la noche
a baja temperatura. Se utiliza cristal violeta (2mg/ml) para visualizar las bandas en vez
de bromuro de etidio, ya que este Ultimo es un agente intercalante y podria dafiar
nuestro c-DNA A continuacién, las diferentes bandas debidamente separadas fueron
cortadas con un bisturi estéril y numeradas. Con el fin de mejorar la calidad de los
amplificados se procedi6 a la purificacion de este utilizando el kit S.N.A.P purification
column.

Los amplificados aislados y purificados de esta manera, fueron posteriormente
reamplificados mediante PCR, usando los primers NestedPCRP1 y NestedPCRP2, para
comprobar si efectivamente habiamos aislado un sola banda al cortar las bandas, o si
por el contrario, habiamos arrastrado méas de una banda perteneciente a bandas
proximas. La figura 43 muestra que la mayoria de las bandas aisladas, purificadas y
reamplificadas no contienen un fragmento por banda, por tanto, en este caso seria
necesario proceder a clonar los distintos fragmentos obtenidos, ademas del hecho de que

un fragmento puede corresponeder a mas de un gen.
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PM 3 2 1 14 13 12 11 10 9 8

Figura 43.- Reamplificacion por PCR de los c-DNAs aislados y purificados. En la
figura se muestra la reamplificacion por PCR de las distintas bandas obtenidas (1-14)
usando los primers NestedPCRP1 y Nested PCRP2. Se observa que cada banda contiene
mas de un gen, por lo que se procedio a clonar los distintos fragmentos obtenidos.
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11.- CLONACION DE LOS DIFERENTES AMPLIFICADOS DE c-DNA

Se clonaron los diferentes fragmentos de c-DNA, para asegurarnos de que no partimos
de una mezcla de genes, ya que posteriormente serdn secuenciados.

Para llevar a cabo este ensayo se realiza la reacciéon de clonacion incubando los
productos de PCR con el vector a T* ambiente y se procede a la transformacion
bacteriana mediante choque térmico, utilizando las bacterias E.coli TOP10. A
continuacion las bacterias transformadas se plaquean en placas LB-Agar-ampicilina,
incubandolas a 37° durante 16-18h. Por ultimo, cuando las colonias han crecido se
seleccionan 10 colonias al azar y se procede a la extraccion del plasmido.
Posteriormente los pldsmidos obtenidos son chequeados por PCR. En la figura 44 se
muestra el chequeo en gel de agarosa al 2% de los plasmidos obtenidos al picar 10
colonias al azar de uno de los fragmentos amplificados y clonados. Asi, podemos
observar que la colonia 5.3 y 5.7 del fragmento 5 no contienen inserto. Igualmente, en
la figura se observa que en las colonias 5.4, 5.8 y 5.10 los plasmidos obtenidos
contienen un fragmento del mismo tamafo, al igual que ocurre en las colonias 5.2 y 5.6.
El mismo procedimiento fue seguido en todos los fragmentos clonados pertenecientes a
las distintas Bibliotecas. De esta manera, se seleccionan los diversos fragmentos que

seran secuenciados posteriormente.
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Figura 44.- Chequeo por PCR de los pliasmidos obtenidos por clonacion. Los
distintos fragmentos obtenidos en las Bibliotecas de sustraccion de c-DNA fueron
cortados, reamplificados y clonados. En la figura se muestra el chequeo por PCR del0
colonias elegidas al azar pertenecientes a uno de los fragmentos amplificados, en
concreto, el fragmento 5. El mismo procedimiento se realizé en el resto de amplificados.

12.- SECUENCIACION

Una vez que estos fragmentos han sido cortados, purificados, reamplificados y clonados
son seleccionados para su secuenciacion. Este ensayo se realizo en el secuenciador ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems), con el fin de poder comparar los distintos genes
aislados con distintas bases de datos y conocer asi las homologias que presentan. Se

utilizaron las bases de datos NCBI Blast y SANGER para contrastar las distintas
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secuencias obtenidas. Se han podido identificar una serie de genes conocidos y también

aparecen algunos genes desconocidos. Las secuencias obtenidas y sus homologias se

muestran en la Tabla 2, donde hemos omitido los genes correspondientes a

componentes del APM que ya conociamos que estaban diferencialmente expresados.

Fragmento 1.1

Secuencia | ACATATTGTGTGAGTTTCTTTGTGAATGTGTTACCTCACTCAGGATGAT
GCCCTCCAGGTCCATCCATTTGGCTAGGAATTTCATAAATTCATTCTTT
TTAATAGCTGAGTAGT

Homologia | Fhit: Gen Mus musculus diadenosin trifosfato hidroxilasa. Posible Gen supresor
de tumores

Fragmento 14

Secuencia | AACTGTGCAGGAAAGCGGGCAAGCCCAGTGGCATGGCAGGCATCC

Homologia | F13a: similar a la subunidad alfa del factor de coagulacion XIII. Localizado en
cromosoma 13.

Fragmento 24

Secuencia | ACACAAAGGAGCAGCTGCTGGACAGGATGTGTATGACTCTGGGCGGC
CGTGTCTCCGAGGAAATCTTCTTTGGGAGAATTACAACCGGTGCCCAG
GACGACTTGAGGAAGGTTACCCAGAGTGCCTATGCCCAGGTGAGTCT
GCAGCCGGGCCTCTGCCTCCTTTTCTT

Homologia | Gen similar a AFG3. Localizado en cromosoma 18. Presenta dominio de ATPasa,
chaperon implicado en el ensamblaje de complejos proteicos

Fragmento 3.3

Secuencia | ATTAATTGCTTCAATAATTAGGTCCTTTGAGTAGAACCCTGTTAGGAA
TGGTATTCCTGTGAGGGCGAGGCTTCCGATTACTAGGCATGATGATGT
GAATGGTATGATTTTTGTGATGTTTCCTATTTTTCGGATGTCTTGTTCG
TCTGCCAGGCTATGAATGATTGAGCCAGAGCATATAAAGAGTATAGCT
TTGAAGAATGCGTGGGT

Homologia | Mt-ND5S: NADH deshidrogenasa 5 mitocondrial.

Fragmento 3.6

Secuencia | AGCATCTCTTCCCCCTGGGATTTGTGTCCTGTTGTGATAAACAGCTGC
GATGGAAATAAGACAAAGTTGGATGGAAGGTTCTGGATTGACACAGA
CACCACGTTAGGATCTGCTCATCTGCCCCGGGGTGAGCACAGCCTCGG
AACAGCCTCATGTAGCATGGT

Homologia | Glis1: miembro de la familia GLI-Kruppel. Localizado en cromosoma 4. Factor
Transcripcional con actividad transactivadora y represora
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Fragmento 4.6

Secuencia | ACCACCCCACCCCACCCCAACTTGCCAGATCTAGCCTGGGTTCCATAT
CTAGTGCCCTGATCTAGTCTGTCCACCTCTGCCTGTGTCTCAGCCAACC
TCTAAGCTTCTTCTAAAACAC

Homologia | Ebfl:early B- cell factor 1. Localizado en cromosoma 11. Factor transcripcional

Fragmento 4.9

Secuencia | TTCAAGTTCAACATATGACTTTCGTCTTTTCATGATAGGTGAGCGTGG
GAGTGACATGCTAGGTCAACAATTAAAACTACAGATGTAAGAAGGTG
CAAGACCACTTTAAACAGTGTCACTTCTACTCTCGAAGTGGAGGATTT
CCCCTGTAGCACCTCCCACAGAAGGTAGCACGTGGCTTTTTGTCATTT
CACTAAGAACAAGAACAGTGAGAGCACAGATCCATCTACAGCCTGGT
GGGTGATGCTGAGTGACCCATCCCAGGT

Homologia | Cables1: Cdk5 y Abl enzima sustrato 1. Localizado en cromosoma 18.

Fragmento 5.9

Secuencia | ACATCTTGAGGTCAGGACATCCGGTGCTGACTTTCTCAGAGTGGTGCA
TCTGGTGGCCCGCTTTTGACCCTCTTTTCTTCTCGGGGGAGGGGGGGA
GGTCCAATTCAGAGATCAGGACAATAGTGTTGCCTTAATAGCTCCCAA
CAGGTTCAAAGAGAATAGCAGTTGCCAATGTCAGGTAGAGAGTAAAC
TATAATTCAGGAGAAATAACAGAATGTCCAGCTATTGGAAGATTGTG
AACCAAGAAGTGACAGAAATTTAGATCTTACAAGGCTTTTTAAAGTGC
TTGTGTATTGGGAGCAAAGTAAGAGT

Homologia | Kpna2: Karyopherin (importina) alfa 2. Localizado en cromosoma 17

Fragmento 6.4

Secuencia | GGTGGCAAAAGTTAGTCTTATTTTCAATGAATTGCATTGCAGAAAGTC
AGATCAGATAAAAAGGAAGGAAGACACTTCTACACATCTTAGAGCAG
ACTAAACAAGAATCAGGTCACATTGCAAAGACTTCAAAATCAGACTG
GATTCAAATGGTAATTTCTCCCTAGGTTTATGCGGAATTTGAGCGATT
ATATAACTAAAGTCCTAATCCTCACAGTTAAAAAGCAGTGACTAAGTG
ATAACAGTATTAAGCAGAACAAAGAAAAATAATGGCTTAACAACACT
GACCTATTACAACTGTGCAATGTATTTTAATTGTCACTGTAGATTTGT

Homologia | Gen novel. Localizado en el cromosoma 19

Fragmento 7.1

Secuencia | ACTTTCTCTAGCTCCTCCATTGGGGGCCCTGTGTTCCATCCAATAGATG

ACTGTGAGCATCCACTTCTGTATTTGCCAGGCACTGGCATAGCCTCAC
ATGAAACAGCTATAACAGGGTCCCTTCAGCAAAATCTTGCTGGCATAT
GCAATAGTGTCTGGGTTTGGTGGTTGATTATGGGATGGATCCCCAGGT
GGGGTAGTCTCTGGATGGTTTATCCTTTCATCTTAGCTCCACACTTTGT
CTCTGTAACTCCTTCCATGGGTATTTTGTTCCCTATTCTAAGAAGGAAT
GAAGTATCCACATGTTGGTCTTCCTTCTTCTTGATTTTCTTGTGTTTTGC
AAATGGTATCTTGGGTATTCTAAGTTTCTGGGCTAATATCCACTTATCA
GTGAGTGCTTATCAAGTGACTTCTTTTGTGATTGGGTTACCTCACTCAG
GATGATATCCTCCAGATACATCCATTTGCCCAAGATAAATTCATTGCT
TGTAATAGCTGAGTAGC
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Homologia

Mep1b: meprin 1 beta. Localizado en cromosoma 18

Fragmento 7.7

Secuencia | ACATGTGTATGTGTGTGTGAGCGCTCTCGAACACTTTCTGTAACAATT
AGAAATTTGACACTCTCATAATTTACATAGTGTGGGAGTGTAGTGGCC
CAAGGCTTTCTTCCTTGGTTATACTTTACTTTCTGAGGCAGGGGTTCTC
ACTGTAGCCAAAGCTGCTCGTTCCCACTGGCCTAGCTAGCCAGCATGC
CTTGGAGATCCCCTGTCTTTGCCTTCCCATGGCTGGGATGTAGACAGG
CTTCCACACTT

Homologia | Oxct: 3-oxoacid CoA transferasa. Localizado en cromosomal5. Implicado en la
produccion y conversion de energia.

Fragmento 7.8

Secuencia | AAGAAAAGGAGGCAGAGGCCCGGCTGCAGACTCACCTGGGCATAGGC
ACTCTGGGTAACCTTCCTCAAGTCGTCCTGGGCACCGGTTGTAATTCT
CCCAAAGAAGATCTCCTCGGAGACACGGCCGCCCAGAGTCATACACA
TCCTGTCCAGCAGCTGCTCCTTTGTGT

Homologia | Gen similar a Riken Protein. Localizado en cromosoma 18. C. Presenta dominio

de ATPasa dependiente de Zn. Chaperon implicado en modificaciones
postranslacionales

Fragmento 8.1

Secuencia | ACTGGGGCATATACAGTTTGCGTGTCCAATGGGCCTCTCTTTCCAGTG
ATGGCTGACTAGGCCATCTTTTGATACATATGTAACTAGAGTCAAGAG
CTCCGGGGT

Homologia | H2-Q8: molécula H-2 de clase I no clésica. Localizado en cromosoma 17

Fragmento 8.5

Secuencia | ACCCCGGAGCTCTTGACTCTAGCTGCATATGTATCAAAAGATGGCCTT
GTCGGCCATCACTGGAAAGAGAGGCCCATTGGACTTGCAAACTTTATA
TGCCCCAGT

Homologia | Gen que codifica proteina con dominio Calpain-thiol-proteasa. Localizado en
cromosoma 17
Oncogen vav3, localizado en cromosoma 3

Fragmento 10.1

Secuencia | ACCACATTTTCTGTGTCCATTCCTCTGTTGAGGGGCATCTAGGTTCTTT
CCAGCTTCTGGCTATTATAAATAAGGCTGCTATGAACATAGTGGAGCA
TGTGTCCTTCTTACCTGTTGGGGCATCTTCTGGATATATGCCCAGGAGA
GGTATTGCTGGATCCTCCGGTAGT

Homologia | Clon RP23-30D1. Gen similar a Gag. Localizado en cromosoma 3

Fragmento 114

Secuencia | GCATAGGGAAGCAGACTACCCGGGACTGACCTGGGGCACAAGCCCCT

TACGCTCCACTCGAGCCCCTTGATACCTTGCCAGCTGAGTCGCCTGAC

146



Maria Soledad Martinez Llamas

Resultados

ACCCGCAAGGGCCCACACAGGATTCCACACGGGATCCTAAGAACTCT
AGTGAGTGGAACACAACTTCTGCCAGGAGTCTGGTTCGAACACCAGA
TATCTGGGT

Homologia

Clon RP23-265D17. Tera enchancer. Localizado en cromosoma 1

Fragmento

12.9

Secuencia

AACCGTTGAAGACTTTGAGGTGGTTTGTAAAGGTCTCTATCGGGCATT
GTGTATACGAGAGAAATACATGCAGAAGTCATTCCAGAGGTTCCCCA
AGACCCCCTCCAAGT

Homologia

AMP deaminasa 1. Localizado en cromosoma 3

Fragmento

13.1

Secuencia

ACTGGTATAGTGACAGACAAGTAGACCAATGGAACAGAATTGAAGAC
CCAGAAATGAACCCACACACCTATGGTCACTTGATCTTTGACAAGGGA
GCTAAAACCATCCAGTGGAAGAAAAACAGCATTTTCAACAAATGGTG
CTGGCACAACTGGTTGTTATCATGTAGAAGAATGCGAATCGATCCATA
CCTATCTCCTTGG

Homologia

Clon RP23-5P1. IL 1 rapl2. Interleukin 1 receptor accessory protein-like2
localizado en cromosoma X.

Fragmento

13.7

Secuencia

ACCAGAAGACAGGGAGGCAGAGACTGGGAGCCGTGATGTGCCCTTGG
GCTGAGCCCTAGACTTGGGGCTCTGT

Homologia

Fgfrl: fibroblast growth factor receptor 1. Localizado en cromosoma 8

Fragmento

14.6

Secuencia

GCTCACTGATAAGTGGATATTAGCCCCAATCCTAGGATACCCAAGATA
TAAGATACAATTTGCTAAACACATGAAACTCAAGAAGAATGAAGACT
GAAGTGTGGACACTATGCCCCTCCTTAGAATTGGGAACAAAACACCC
ATGGAAGGAGTTACAGAGACAAAGTTTGGAGCTGAGATGAAAGGATG
GACCATGTAGAGACTGCCATATCCAGGGATCCACCCCATAATCAGCAT
CCAAACGCTGACACCATTGCATACCCTAGCAAGATTTTATCGAAAGGA
CCCAGATGTAGCTGTCTCTTGTGAGACTATGCTGGGGCCTAGCAAACA
CAGAAGTGGATGCTCACAGGTCAGCTAATGGGATGGGATCACAGGGC
TCCCAATAGAGGGAAGCTAGAGAAAGGTAGCCCCAAGGAGCTTT

Homologia

Clon RP23-63¢10. localizado en cromosoma 2; similar a MOR248-10 Receptor
olfatorio

Clon RP23-10M12. localizado en cromosoma 11. Riken cDNA.Gen con producto
de proteina, funcion desconocida
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Si el sistema inmune juega un papel importante durante la aparicion y desarrollo
de un tumor sigue siendo un tema de controversia en la actualidad. Algunos autores
piensan que el sistema inmune no es capaz de luchar contra un tumor, no detectando la
aparicion y desarrollo de un tumor porque detecta las células tumorales como células
propias, o bien porque si las detecta es incapaz de hacer nada para frenarlo. En el otro
lado se encuentran los autores defensores de la teoria de la inmunovigilancia tumoral,
originariamente formulada por Erhlich, Thomas y Burnet, que defienden todo lo
contrario, es decir que el sistema inmune juega un papel muy activo en la lucha contra
los tumores, y que por tanto las células tumorales deben de desarrollar mecanismos de
escape que le permitan evadir la respuesta inmune (Ehrlich P, 1909; Thomas L, 1959;
Burneo FM, 1957). De acuerdo con esto, el sistema inmune juega un papel de seleccion
(inmunoseleccion) destruyendo las células tumorales que no evaden su respuesta, y
dejando unicamente crecer aquellas que logran escapar a la inmunovigilancia.
Recientemente, se ha introducido el término de “inmunoedicion” en vez de
inmunovigilancia, con lo que se intenta transmitir el concepto de que las células
tumorales que crecen y metastatizan son de alguna manera seleccionadas y esculpidas a
su manera por el propio sistema inmune (Dunn GP y cols, 2002).

Ante este debate, y teniendo en cuenta que las evidencias experimentales que
apoyaban la teoria de la inmunoseleccion eran escasas, dentro de este contexto se
planted la realizacion de la presente tesis doctoral, para intentar encontrar evidencias
experimentales que apoyaran o no la teoria de la inmunovigilancia tumoral. Partimos de
un modelo tumoral murino, donde habiamos previamente encontrado que células

tumorales habian perdido la expresion de moléculas del MHC de clase I (Fig. 14), y
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también se habia mostrado que durante el proceso metastisico se producian nuevos
fenotipos MHC alterados. Partiendo de estos datos, quisimos investigar si la presencia o
no de células T en el huésped modificaba el fenotipo MHC encontrado en las
metastasis, concretamente pretendiamos determinar la implicacion de las células T en la
seleccion de variantes tumorales que desarrollan mecanismos de escape. Nos hemos
centrado principalmente en el proceso metastasico, es decir en la evolucién desde tumor
primario a metastasis. Nuestros resultados muestran que las metéstasis encontradas en
ratones inmunocompetentes y nude a partir del mismo tumor primario son diferentes
con respecto a su expresion en moléculas del MHC de clase I (Fig. 22). En ratones
inmunocompetentes las metéstasis obtenidas mantienen el mismo fenotipo H-2 de clase
I negativo que el tumor primario (Fig. 23), en cambio en animales que carecen de
células T y que tienen activadas las células NK, ratones nude, el fenotipo H-2 de clase I
es diferente, presentando expresion de las tres moléculas K, D y L en condiciones
basales (Fig. 24). En otras palabras, en presencia de células T son inmunoseleccionadas
las células tumorales con no expresion de moléculas H-2 de clase I que dan lugar a
metastasis pulmonares; cuando las células T estan ausentes las metastasis que aparecen
presentan expresion de moléculas del MHC de clase I, indicando que no ha habido
inmunoseleccion por parte de las células T, y que en cambio ha podido existir una
inmunoseleccion por las células NK. Para poder explicar el origen de estas células MHC
de clase I positivas, que no estan presentes, en principio, en el clon original B9 del que
derivan, debemos de tener en cuenta en primer lugar que el clon original B9 no expresa

moléculas del MHC de clase I en condiciones basales, pero si tras el tratamiento de las
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células con IFN-gamma (Fig. 15). A partir de aqui, las hipotesis que se pueden plantear

son dos:

2.

El clon B9 puede presentar expresion de moléculas del MHC in vivo en
ratones nude, debido a la presencia de I[FN-gamma o de otras citoquinas se
puede inducir la expresion de moléculas de clase I. Puede ocurrir que por un
mecanismo que desconocemos actualmente estas células mantengan su
expresion in vitro.

No podemos descartar totalmente, que aunque las células B9 son un clon,
presenten una inestabilidad in vitro que de origen a que la expresion de clase
I se revierta en alguna o algunas células, y que un numero muy pequefio de
células presenten expresion de moléculas MHC de clase I, antes de la
inyeccion de las células en la pata del raton. Esta posibilidad parece poco
probable por varios motivos: en ninguno de nuestros ensayos hemos podido
detectar estas células positivas mediante citometria o PCR; el clon B9 ha
sido reclonado después de estar bastante tiempo en cultivo, y nunca hemos
encontrado un clon positivo en basal para moléculas H-2; los ensayos de
metastasis espontaneas han sido realizados con diferentes subclonos del B9 y
siempre se han obtenido idénticos resultados. De todas formas, aunque estas
células positivas estuvieran presentes en el clon B9, en muy pequeia
proporcion, lo importante es que mientras que en ratones
inmunocompetentes se seleccionan las células MHC de clase I negativas, en

ratones nude solo aparecen las positivas.
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Otro dato importante que hemos obtenido es que en todos los ensayos realizados
el nimero de metastasis pulmonares encontradas en ratones inmunocompetentes ha sido
siempre de una, mientras que en ratones nude ha sido siempre superior, de 5 a 7 (Fig.
22), indicando el papel activo desempeniado por las células T en el proceso desde tumor
primario a metéstasis. En este sentido los trabajos previos de Svane y Engel mostraron
que en ratones nude y en ratones SCID el numero de sarcomas inducidos con
metilcolantreno fue mayor que en ratones inmunocompetentes (Engel AM y cols, 1996;
Svane IM y cols, 1996; Engel y cols, 1997). Estos trabajos presentan resultados
opuestos a los obtenidos previamente por Stutman, en los que no encontrd diferencias
entre la aparicion de tumores en ratones nude y ratones inmunocompetentes (Stutman
0O, 1974 y 1979). Pero los estudios de Stutman presentan numerosas limitaciones,
sobretodo en cuanto a la dosis utilizada de metilcolantreno, y cuando fueron repetidos
por Svane y Engel utilizando diferentes dosis de metilcolantreno si encontraron
diferencias. Estudios posteriores mostraron que dos componentes del sistema inmune,
IFN-y (Dighe AS y cols, 1994; Kaplan DH, 1998) y perforina (Van de Broek MF y cols,
1996; Smith MJ, y cols 2000), previenen del desarrollo tumoral en ratones, mostrando
de nuevo el papel supresor de tumores que ejerce el sistema inmune. Ratones
deficientes en IFN-y, deficientes en su receptor, o ratones deficientes para toda la
familia de miembros de interferon, deficientes en Statl, desarrollan tumores mas
rdpidamente y con mayor frecuencia cuando son tratados con diferentes dosis de
metilcolantreno (Kaplan y cols, 1998). Posteriormente, estudios del mismo grupo
muestran que en ratones deficientes en genes RAG-1, RAG-2 y STAT]I, los linfocitos e

IFN- v colaboran en la proteccion contra el desarrollo de sarcomas inducidos con
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carcindgenos y contra carcinomas epiteliales espontaneos (Shankaran y cols, 2001).
Ademas de los trabajos mencionados anteriormente y de nuestros propios datos, en los
ultimos afios han surgido numerosos trabajos donde se muestra evidencias
experimentales de que en diferentes modelos murinos deficientes en componentes del
sistema inmune la aparicion y desarrollo tumoral es mayor que en ratones singénicos
inmunocompetentes (Tabla 1).

Todos estos datos mencionados anteriormente, muestran que el término
“inmunovigilancia” no es del todo correcto para describir este proceso, ya que este
término solo se refiere a los estadios iniciales e implica un papel Ginicamente protector
del sistema inmune. Seria mds adecuado utilizar el término “inmunoedicion” ya que
describe de una forma mas completa la accion protectora y de “escultura inmunologica”
que ejerce el sistema inmune de forma continua en el desarrollo tumoral. Asi, el sistema
inmune puede promover la completa eliminacion de algunos tumores, generar un estado
de no proteccion en otros o bien favorecer un estado de anergia-tolerancia-indiferencia
en otros (Dunn GP y cols, 2002).

En este contexto, otro resultado interesante que podemos destacar es la diferente
inmunogenicidad encontrada entre las metéstasis generadas en ratones nude y en ratones
inmunocompetentes. Las metastasis MHC clase I negativas generadas en ratones
inmunocompetentes son muy poco inmunogenas, teniendo un alto poder tumorigénico
cuando son inyectadas en ratones inmunocompetentes (Fig. 36). Por el contrario, las
metastasis generadas en ratones nude, MHC de clase I positivas, muestran una alta
inmunogenicidad en ratones inmunocompetentes, siendo rechazados los tumores y no

creciendo (Fig. 36). Ahora bien, en ratones nude estas metastasis pierden esa
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inmunogenicidad, mostrando un alto poder tumorigénico con un numero muy bajo de
células (Fig. 37). Ademas, en ratones nude observamos un mayor crecimiento local de
todas las lineas metastasicas inyectadas, tanto las H-2 de clase I (-) (MP5 y MP12),
como las H-2 de clase I (+) (MNI1.1 Y MN1.5) (Fig. 37). Estos resultados muestran un
papel destacado de los linfocitos T en la inmunovigilancia tumoral: por un lado las
metastasis generadas en ratones nude son mds inmundgenas, por otro en ratones nude
esta inmunogenicidad es perdida, y ademads el poder tumorigénico y el crecimiento local

de los tumores es mayor en ratones nude que en ratones inmunocompetentes (Fig. 45).

Inmunoseleccion de las variantes tumorales MHC Clase 1
con diferente inmunogenicidad
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Figura 45.-Inmunoseleccion de las variantes tumorales MHC de clase I con
diferente inmunogenicidad. La figura muestra como en el huésped inmunocompetente
se seleccionan las variantes metastasicas con MHC de clase I alteradas, con baja
inmunogenicidad y muy tumorigénicas a nivel local.
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Estos resultados pueden ser explicados porque en ratones inmunocompetentes
las metéstasis generadas son inmunoseleccionadas por los linfocitos T, por lo tanto son
metastasis que han desarrollado un mecanismo de escape, la perdida de moléculas H-2,
frente a los linfocitos T, por lo que al ser de nuevo inyectadas muestran una baja
inmunogenicidad; esto no ocurre en ratones nude, y las metastasis generadas. MHC de
clase I positivas son poco inmundgenas, siendo destruidas por los linfocitos T. Por otro
lado, esta inmunogenicidad es perdida cuando son inyectadas en un huésped que carece
de linfocitos T.

Los trabajos de Svane y Engel muestran resultados muy similares siendo los
tumores inducidos con metilcolantreno en ratones nude y SCID més inmunogénicos
cuando eran transplantados en ratones inmunocompetentes (Svane IM y cols, 1996;
Engel y cols, 1997). Contrariamente a nuestros resultados, ellos no observaron relacion
entre la expresion en superficie de las moléculas de clase I y la inmunmogenicidad de
los tumores. Estos autores sugieren que existe un proceso de inmunoseleccion por
células T en el huésped inmunocompetente, que es capaz de eliminar las células
tumorales mas altamente inmunogenas, permitiendo el crecimiento de las células
tumorales poco inmundgenas.

En tumores producidos en ratones RAG27/” y en ratones IFNGR/", se han
encontrado los mismos resultados, cuando son transplantados en ratones singénicos
estos tumores son rechazados (Shankaran V y cols, 2001). En el caso de sarcomas
inducidos en ratones IFNGR7/, la transfeccion del gen TAPl1 aumenta su

inmunogenicidad.
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Un papel destacado para los linfocitos CD8+ ha sido mostrado en el rechazo de
sarcomas altamente inmundgenos generados en ratones nude (Boesen y cols, 2000).
Estos autores han mostrado que los sarcomas inducidos con MCA derivados de ratones
nude presentaban un mayor grado de rechazo al ser transplantados en ratones
inmunocompetentes. Sin embargo, cuando antes del transplante depleccionaron de
células T CD8+ a los ratones receptores observaron que los sarcomas derivados de
ratones nude no eran rechazados en estos huéspedes. Sugieren que durante el
crecimiento tumoral en huéspedes inmunocompetentes existe una eliminacion selectiva
de las variantes tumorales con elevada inmunogenicidad, susceptibles a la lisis mediada
por linfocitos T CD8+.

Todos estos resultados y los obtenidos por nosotros, avalan la hipotesis de que la
inmunogenicidad de un tumor particular depende del estado inmune del huésped,
apareciendo variantes tumorales con baja inmunogenicidad que escapan de la
inmunovigilancia mediada por células T en ratones inmunocompetentes.

Asimismo hemos encontrado que las metastasis H-2 de clase I positivas,
altamente inmundgenas, protegen contra el crecimiento de las negativas en ratones
inmunocompetentes, en un porcentaje muy alto que abarca desde el 50 al 100% (Fig.
39, 40). Este resultado, nos indica que la respuesta generada contra las metastasis
positivas, que logra el rechazo del tumor, es potente y rapida en el tiempo. Como ya se
ha comentado anteriormente puede suceder que las metastasis negativas recuperen la
expresion in vivo, y que sean destruidas por la respuesta T generada contra las positivas,
en el caso de la inyeccion de mezcla de células el rechazo podria ser debido al infiltrado

linfocitario producido por las metéstasis positivas.
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Una vez establecido el papel de los linfocitos T, y que las células tumorales
desarrollan mecanismos para escapar del sistema inmune, debemos destacar que uno de
los mecanismos mas utilizados es la perdida de moléculas del MHC de clase 1. De ahi,
el interés por determinar los mecanismos moleculares implicados en estas perdidas de
expresion, y en los ultimos afios se ha profundizado mucho en este campo (Algarra y
Garrido, 2000; Garcia-Lora y cols, 2001). Hemos podido determinar que en el sistema
tumoral B9 la perdida de expresion de moléculas H-2 de clase I en condiciones basales
es debida a la perdida de expresion coordinada de varios componentes de la maquinaria
de procesamiento antigénica: TAPs, LMPs, tapasina y calnexina (Fig. 30, 31, 32)
(Garcia-Lora y cols, 2003). Otros componentes como calreticulina, ERP-59, ER-60 PA-
28-a y PA-28-B mantienen su expresion (Fig. 33, 34). Todos los componentes del APM
recuperan su expresion después del tratamiento con IFN-y, lo que se acompaiia con la
expresion en superficie de moléculas de clase I (Figura 35). Un esquema de los

resultados obtenidos es mostrado en la Figura 46.
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Falta de expresion de componentes del
APM en las metastasis MHC de clase I(-)
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Figura 46.- Resumen del fenotipo H-2 de clase I y propiedades moleculares e
inmunogénicas de las colonias metastdsicas originadas en ratones inmunocompetentes y
nude. Las lineas metastdsicas originadas en ratones nude son H-2 de clase I (+),
presentan todos los componentes del APM y son mas inmunogénicas que las originadas
en ratones BALB/c inmunocompetentes.
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En los ultimos afos, numerosos trabajos han mostrado que la perdida de expresion de
componentes del APM es un mecanismo extendido implicado en la perdida total de
expresion de moléculas del MHC de clase I en tumores murinos y humanos. En tumores
murinos inducidos quimicamente y en el melanoma murino B16, se ha observado que la
perdida de expresion de moléculas H-2 de clase I es debido a una baja regulacion
coordinada de varios componentes del APM (Seliger y cols, 2000 y 2001). En ambos
casos las moléculas TAPs y LMPs estan implicadas, y a diferencia con nuestros
resultados, también se encuentra baja expresion de PA28a y PA28[3. Tanto la expresion
de los componentes del APM, como la expresion de moléculas de clase I son
recuperables tras el tratamiento con interferon. La transfeccion de los genes TAP-1 y
TAP-2 en las células B16 no logra recuperar la expresion de moléculas de clase 1. En
humanos, se ha encontrado que en varias lineas celulares tumorales humanas de
diferente origen histoldgico con falta de expresion de moléculas del MHC de clase 1,
también existia una baja regulacién coordinada de miembros del APM (Johnsen A y
cols 1998). En carcinoma de vejiga se ha determinado una relacion entre la expresion de
los transportadores TAP1/ TAP2 y el grado del tumor (Vitale M y cols 1998).
Asimismo, en lesiones malignas primarias de melanoma se ha observado una asociacion
entre la no expresion de las subunidades LMP2, LMP7 y TAP1 con la pérdida de
regresion espontanea (Dissemond y cols, 2003a y 2003 b). Otros autores sugieren una
asociacion entre el nivel de expresion de las moléculas MHC de clase 1 y la pérdida de
expresion Unicamente del gen LMP-7 (Yoon SJ y cols, 2000; Cabrera y cols 2003).
Incluso la perdida de la expresion de tapasina ha sido implicada en la perdida de

expresion especifica de un alelo, como HLA-B44 (Cabrera y cols, 2004).
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En todos los estudios anteriores con lineas celulares, la perdida no es
irreversible, sino que es reversible con el tratamiento con interferon. Esto muestra que la
perdida total de expresion de moléculas del MHC que esta asociada con perdidas de la
expresion de componentes del APM es un mecanismo reversible con tratamientos con
diferentes inductores de la expresion de moléculas de clase I, lo que puede tener gran
importancia en los tratamientos inmunoterapéuticos contra el cancer y sobretodo en
aquellos que utilizan peptidos antigénicos donde la expresion de moléculas del MHC es
fundamental. Los trabajos publicados en los tltimos afos indican que la baja expresion
de componentes del APM es un mecanismo muy extendido que implica la baja
expresion de moléculas del MHC. Una baja expresion, pero no la perdida total puede ser
un mecanismo de escape perfecto para el tumor, ya que podria evadir la respuesta T
CD8+, y por otro lado una expresion minima podria evadir la respuesta NK.

En algunos tumores ha sido observado que la transfecciéon de TAPI1, conlleva
una inmunogenicidad mayor e incluso el rechazo total del tumor. Asi cuando el tumor
CMT.64, carcinoma de pulmén de célula pequena deficiente en TAP1, es transfectado
se reduce enormemente el numero de tumores generados en ratones (Alimonti y cols,
2000). En un modelo tumoral murino compuesto por lineas celulares TAP1 positivas y
TAPI1 negativas, derivadas de fibroblastos transformados se ha mostrado que la no
expresion de TAP1 permite a algunos tumores evitar el reconocimiento inmune y la
eliminacion por las células T, sin mostrar un incremento a la lisis por células NK,
mostrando que la deficiente expresion de TAP1 en células tumorales aumenta su
tumorigenicidad (Johnsen y cols, 1999). Estos estudios muestran que cuando se

inoculan células TAPI-negativas en ratones C57BL/6 se desarrollan tumores que

162



Maria Soledad Martinez Llamas Discusion

perduran en el tiempo, sin embargo cuando se inoculan células TAP1-positivas no
ocurre lo mismo, pudiéndose desarrollar pequefios tumores que regresan
espontaneamente. Tanto las células TAP-1 positivas como TAP-1 negativas producen
tumores en ratones atimicos, lo que apoya la hipotesis de que las diferencias en
tumorigénesis TAP dependientes son debidas a respuestas inmunes mediadas por
células T. Ademas, la inoculacién de mezclas celulares TAP1-positivas y TAPI-
negativas en ratones C57BL/6 dan lugar a tumores formados exclusivamente por
c¢lulas TAPI1-negativas, lo que sugiere la existencia de una seleccion in vivo de las
células con déficit de TAP. Por tanto, la pérdida de TAP permite a ciertas células
tumorales evadir la respuesta inmune mediada por células T, dando lugar a la seleccion
de células tumorales deficientes en la maquinaria de procesamiento antigénico. En
estudios posteriores llevados a cabo por otros autores se encontraron datos similares, en
los que se mostraba que el déficit de TAP daba lugar a un mayor crecimiento tumoral en
ratones DBA-1, creciendo igualmente las células TAP+ y TAP- en ratones
inmunodeficientes BALB/c (nu/nu) (Qin Z y cols, 2002). La transfeccion del gen TAP1
en sarcomas derivados de ratones IFNGR™/ (insensibles a IFN-y), aumenta su

inmunogenicidad en ratones inmunocompetentes (Shankaran V y cols, 2001).

Como hemos mencionado anteriormente una baja regulacion en la expresion de
los componentes del APM es un mecanismo de escape muy extendido desarrollado por
las células tumorales para escapar del sistema inmune. Nuestros resultados y los
mostrados por otros autores muestran que esta regulacion coordinada debe de ocurrir en

trans, ya que una misma alteracion en cis en tantos genes es muy improbable, y ademas
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debemos tener en cuenta que abarca genes que incluso se encuentran en diferentes
cromosomas, como el LMP10. Esto nos hizo plantearnos el que nuestro modelo,
compuesto por metastasis derivadas del mismo clon tumoral con expresion o no de los
componentes del APM, seria muy bueno para poder determinar la existencia de un gen
o genes reguladores de la expresion coordinada de estos componentes. La realizacion de
una biblioteca de sustraccion comparando ambas metastasis nos ha mostrado una serie
de genes candidatos a ser reguladores de la expresion de la maquinaria de
procesamiento antigénica (Tabla 2). Entre estos genes hay algunos genes nuevos con
funcion desconocida, y otros cuya funcidon si se conoce, entre estos ultimos debemos

destacar dos:

e Gen FHIT: una relacion entre sitios fragiles comunes en cromosomas y
frecuentes delecciones cromosdmicas en cancer ha sido observada desde hace
dos décadas y condujo a la hipotesis de que genes en sitios fragiles pueden
desempefiar una regla en el desarrollo de tumores, considerandose como
genes supresores de tumores. El gen triad histidina fragil humano, FHIT, fue
identificado en el sitio fragil FRA3B en la region 3pl4.2. Pérdida o
inactivacion, en un alto numero de diferentes tumores resulta en ausencia o
reduccion de la proteina FHIT (Ishii y Furukawa, 2004; Ishii y cols, 2003a).
La perdida de expresion de FHIT hace que los tumores sean mas
tumorigénicos, invasivos y con peor pronostico. Analisis in vitro y estudios
de tumorigenicidad in vivo muestran que la restauracién de la expresion de

FHIT induce supresion de tumores en un 50% de las lineas estudiadas (Roz y
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cols, 2002; Sevinagni y cols, 2003); ademas, transferencia del gen en ratones
deficientes no solamente impide, sino que también regresan, tumores
inducidos por carcinégenos in vivo (Ishii y cols, 2003b; Dumon y cols, 2001).
En nuestro caso, encontramos expresion de este gen en las metastasis
derivadas en nude (H-2 positivas, poco tumorigénicas, muy inmundgenas),
pero no en las metastasis generadas en inmunocompetentes, ni en el clon B9.
No existe en la literatura ninguna relacion entre la perdida de expresion de
FHIT y la expresion de los componentes del APM o la expresion de
moléculas MHC de clase I, pero seria interesante determinar si esta relacion
existe y cuando se pierde Fhit se pierde la expresion de los componentes de la
APM y la expresion en superficie de las moléculas de clase 1.

e Glis 1: factor transcripcional perteneciente a la familia de zinc finger
Kruppel, proteina similar a Glil (Kim y cols, 2002). Pertenece a la subfamilia
de proteinas transcripcionales Gli, que estan implicadas en la embriogénesis,
y concretamente en la ruta de transduccion de sefiales Sonic-Hedgegog-
Patched-Gli (Ruppert y cols, 1988; Buscher y cols, 1997). También se ha
implicado estas proteinas en cancer: Glil actha como un oncogen
transformando células en cultivo, se ha visto una amplificacién en
gliobastomas y rhabdomiosarcomas (Kinzler y cols 1987; Hahn y cols 1998),
y una sobreexpresion en varios tumores (Green y cols, 1998; Grachtchouk y
cols, 2000; Ruiz i Altaba y cols, 2002). Genes cuya expresion es aumentada
con la transfeccion de Glil son: genes implicados en el ciclo celular, como

ciclina D2, y genes implicados en la adhesion celular, en transduccion de
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sefiales y en apoptosis (Yoon y cols, 2002). Su secuencia consenso de union
a DNA es: GACCACCCA. Secuencias similares a esta secuencia que son
posibles a interaccionar con este factor transcripcional se encuentran en los
promotores de los genes Tapl, Tap2, LMP2 y LMP7. Este factor
transcripcional podria estar implicado en la expresion de estos genes, y su
baja expresion en las metastasis producidas en ratones inmunocompetentes
podria explicar la baja regulacion de los componentes del APM, y en

consecuencia la no expresion de moléculas MHC de clase I.

También debemos destacar que hemos encontrado la expresion de un gen MHC
clase I no clasico perteneciente a la familia Qa-2, el gen (Q8, en las metastasis
producidas en ratones nude. La reexpresion de otro gen de esta familia, la molécula 09,
en lineas tumorales ha mostrado una fuerte respuesta de CTLs y la proteccién inmune
contra el crecimiento tumoral en ratones (Chiang y cols, 2003 y 2005). De la misma
manera podemos pensar que la expresion de la molécula Q8 puede influir decisivamente

en la alta inmunogenicidad de las metastasis producidas en ratones nude.
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1.- En el sistema tumoral B9 se han generado metastasis con diferente fenotipo MHC de
clase I dependiendo del sistema inmune del huésped: MHC de clase I negativas en
ratones inmunocompetentes y MHC de clase I positivas en ratones nude. Ademas en
ratones nude se han encontrado un nimero mayor de metdstasis que en ratones

inmunocompetentes.

2.- En este sistema tumoral se ha producido un proceso de inmunoseleccion activa
durante el proceso metastasico en ratones inmunocompetentes, no ocurriendo esto en
ratones nude. Estos resultados implican que durante el proceso metastatico el sistema

inmune ha desempefiado una labor de inmunovigilancia tumoral

3.- La falta de expresion en superficie de moléculas H-2 de clase I en las variantes
tumorales de nuestro sistema B9 es debida a una falta de expresion coordinada a nivel
transcripcional de ciertos componentes del APM tales como: TAP1, TAP2, LMP2,
LMP7, LMP10, Calnexina y Tapasina. La expresion de estos componentes del APM es
recuperada tras tratamiento con interferon-y, recuperandose también la expresion en la

superficie celular de moléculas MHC de clase I.

4.- En los ensayos realizados in vivo en ratones inmunocompetentes se ha observado
que existe una correlacion directa entre la expresion de moléculas MHC de clase I en
superficie y de los componentes del APM con la capacidad inmundgena e inversa con el

crecimiento local. Las metastasis MHC de clase I positivas son muy inmunodgenas en
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ratones inmunocompetentes, en ratones nude esta capacidad inmunogena se pierde, lo

que indica una participacion directa de las células T.

5.- Los ensayos de inmunizacion muestran que las lineas celulares metastasicas H-2 de
clase I positivas protegen mayoritariamente contra el crecimiento tumoral de las
metastasis H-2 de clase I negativas, siendo los ratones inmunizados frente al

crecimiento estas.

6.- La bisqueda de un mecanismo regulatorio comun, que explique la baja expresion
coordinada de ciertos componentes del APM, debemos destacar a los siguientes genes
que pueden estar implicados: gen supresor de tumores Fhit y el factor transcripcional

Glis 1.
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