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A. Serrano Introduccion

ANTIGENOS TUMORALIES.

El estudio de los antigenos tumorales ha constituido y constituye un reto para
la inmunologia, ya que el conocimiento de su naturaleza, asi como su presencia,
puede ayudar a comprender su importancia en el desencadenamiento de una
respuesta inmune antitumoral efectiva.

El primer paso importante en la investigacion de antigenos tumorales
especificos se dio en 1943, cuando Ludwik Gross descubrio que se podian inmunizar
ratones isogénicos contra un tumor desarrollado en un raton de la misma cepa.

La presencia de antigenos especificos de tumor fue en principio demostrada
sometiendo a los animales a fuertes dosis de carcindégenos quimicos (Prehn y Main
1957), a virus oncogénicos (Klein y Klein 1964) o a radiacion ultravioleta (Kripke
1974). Se observaba que estos tumores eran rechazados cuando se trasplantaban a
un animal singénico que previamente habia sido inmunizado contra el mismo tumor.
También se observd que estos ratones aceptaban trasplantes de piel normal del
mismo origen que el tejido tumoral, con lo cual se podia admitir que el rechazo se
producia frente a antigenos especificos del tumor inducido. Estos antigenos fueron
denominados de forma genérica Antigenos de Trasplante Especificos de Tumor
(ATET).

El hecho de que los ratones aceptaran trasplantes isogénicos de piel normal

fue fundamental, ya que el rechazo podia estar mediado por antigenos de trasplante,
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generalmente por antigenos codificados por el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH). La presencia de estos antigenos fue lo que hizo fracasar
los primero intentos de demostrar la existencia de antigenos especificos de tumor,
ya que se utilizaban animales genéticamente distintos. Sin embargo aun surgia la
duda de si los individuos de una misma cepa eran totalmente idénticos, o s1 por el
contrario podian existir algunas diferencias genéticas residuales. Estas sospechas
fueron rebatidas al demostrarse que el propio animal en el que se habia inducido
originalmente el tumor podia ser inmunizado contra las células de su propio tumor.

Este fenOmeno de rechazo, sin embargo, no se observaba jamas cuando se
trataba de tumores espontaneos de ratdon, los cuales no habian sido resultado de un
tratamiento carcinogénico (Hewit y col. 1976). Afos mas tarde se demostro que el
tratamiento de células tumorales de raton por un agente carcinogénico provocaba la
aparicion de antigenos de rechazo fuertemente inmunogenos, a los que se les dio el
nombre de tum(-). Se observé que las variantes tumorales que portaban estos
antigenos tum- inducian una inmunidad contra el tumor original, respuesta que se
hacia extensible hacia tumores espontaneos. Esto indicaba que los antigenos
tumorales, débiles, o no inmundgenos estaban ya presentes sobre la célula tumoral
inicial (Van Pel y T. Boon 1982; Van Pel y col. 1933).

En el caso de los tumores humanos es mas dificil establecer la existencia de
ATET, ya que los experimentos de trasplante no son posibles. Sin embargo a lo

largo de los dltimos afos diversos grupos han demostrado, utilizando una estrategia
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diferente, la existencia de estos antigenos en tumores humanos.

ANTIGENOS TUMORALES HUMANOS RECONOCIDOS POR LINFOCITOS

T CITOTOXICOS (CTLs).

Se sabe, desde hace aproximadamente dos décadas, que los fenOmenos de
rechazo tumoral pueden estar mediados por linfocitos T citotoxicos, que son capaces
de producir la lisis de las células que portan el antigeno (Cerottini y col. 1970;
Golstein y col. 1972). Por otra parte, Wagner y Rollingen 1973, mostraron que los
linfocitos de raton podian ser activados de forma especifica "in vitro" contra ciertos
tumores. A partir de aqui un gran nimero de clones estables de CTLs, dirigidos
contra antigenos de rechazo tumoral, fueron obtenidos en el raton (Brunner y col.
1980; Maryanski y col. 1982).

Los linfocitos de sangre periférica (PBLs) del paciente con cancer contienen
la fuente para el estudio "in vitro" de la respuesta inmunitaria antitumoral mediada
por CTLs. En un primer analisis, inmediatamente después de la recolecta, estos
PBLs no muestran ninguna actividad frente a las cé€lulas tumorales del paciente,
siendo necesaria una etapa de estimulacion "in vitro", o de cultivo de los linfocitos
del paciente en presencia de células tumorales autologas irradiadas y de factores de
crecimiento, tales como la interleucina-2 o la interleucina-4. A esta estimulacion "in

vitro" se la ha denominado MLTC (Cultivo Mixto Linfocito-Tumor). De esta forma
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se demostrd una actividad citolitica dirigida preferentemente contra cé€lulas del tumor
autdlogo, en el caso de melanomas, céncer de pulmén y de mama(Vose y Bonnard
1982).

Las poblaciones linfocitarias obtenidas en MLTC no tienen, sin embargo, una
actividad absoluta frente a las células tumorales autdélogas y no es extrano que lisen
otras células diana aut6logas o alogénicas, ésto es debido a la heterogeneidad de la
poblacion que contienen. Ademas de la poblacion de CTLs de diferentes
especificidades, contienen células de un amplio espectro de citotoxicidad, tales como
las células NK, o las células LAK (células "killer" activadas por linfocinas). Estas
altimas células que pueden ser activadas por la simple presencia de IL-2, pueden ser
distinguidas de la actividad CTL especifica por su capacidad de lisar una linea
alogénica como es la K562. Para solventar el problema de la pérdida de
especificidad de las poblaciones linfocitarias obtenidas de los MLTC, diversos
grupos aislaron clones de CTLs.

Algunos de estos clones lisaban células tumorales autologas, pero no las
células K562, células linfocitarias transformadas por el virus de Epstein-Barr, o los
fibroblastos aut6logos. Estos resultados fueron obtenidos en melanomas humanos,
que tienen la ventaja de adaptarse mas facilmente a las condiciones de cultivo
(Mukherji y McAlister 1983; De Vries y Spits 1984; Knuth y col. 1984; Heérin y

col. 1987; Degiovanni y col. 1988), en linfomas (Zagury y col. 1983; Yssel y col.

1984) y en sarcomas (Slovin y col. 1986).
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Los clones obtenidos presentaban especificidades diferentes, algunos clones
reconocian varios tumores, siempre que fuesen del mismo origen histologico que el
tumor autélogo (Slovin y col. 1986; Yssel y col. 1984), mientras que otros lisaban
inicamente las células del tumor autélogo (Anichini y col. 1986; Hérin y col. 1987;
Degiovanni y col. 1988).

Algunas células tumorales expresan en su superficie varios determinantes
antigénicos distintos, éste es el caso de la linea de melanoma MZ2-MEL, frente a
la cual se han obtenido varios clones de CTLs que son especificos de la linea.
Probando su actividad frente a varios subclones fue posible clasificar estos CTLs en
tres grupos diferentes (Hérin y col. 1987). El primer grupo reconocia el antigeno A
que estaba presente en todos los subclones, el segundo grupo reconocia el antigeno
B que se habia perdido en algunos subclones, y el tercer grupo reconocia el antigeno
C que unicamente estaba presente en el 5% de c€lulas de la linea inicial.

Segun el principio de inmunoseleccion, es posible seleccionar una poblacion
celular que escape a la lisis por un CTL (Maryanski y Boon 1982). Tres clones de
CTLs anti-A fueron utilizados en experiencias de inmunoseleccion sobre la linea
MZ2-MEL (Van den Eynde y col. 1989), de esta forma las tres variantes que habian
perdido el antigeno se revelaron resistentes a la lisis por el clon de CTL que habia
servido para su inmunoseleccién, pero permanecian sensibles frente a los otros dos
clones anti-A. Esta inmunoseleccion permitié definir tres antigenos distintos (D, E

y F) en el seno del grupo A. Un cuarto antigeno llamado A’ fue definido mediante
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un clon dirigido contra el antigeno A que no reconocia ninguno de los antigenos D,
E 6 F. Experiencias similares no permitieron definir otros componentes para los
antigenos B y C.

En total fueron analizados 76 clones de CTLs dirigidos contra la c€lula MZ2-
MEL vy todos iban dirigidos contra los antigenos A’, B, C, D, E 6 F. El numero
de antigenos de rechazo expresados en la superficie de la c€lula MZ2-MEL era por
tanto limitado.

Los estudios "in vitro" mostraron que se podian aislar, a partir de PBL de
un paciente canceroso, CTLs que reconocian las c€lulas tumorales autologas. Sin
embargo podia ser que estos antigenos reconocidos fuesen artefactos debido a las
condiciones de cultivo, ya que las células tumorales estaban establecidas bajo forma
de lineas permanentes, y que por tanto la reactividad encontrada "in vitro” tuviese
poca importancia "in vivo".

Slovin y sus colaboradores (1986), mostraron que un clon de CTL obtenido
de un paciente aquejado de un sarcoma, reconocia no solamente la linea tumoral
autdloga, sino también una muestra criopreservada del mismo tumor, por tanto, el
antigeno reconocido sobre las células tumorales no habia sido adquirido en el curso
del cultivo.

En otros estudios se obtuvieron clones de CTLs, estimulados en MLTC,
frente a una linea de melanoma adaptada a cultivo a partir de una metastasis tomada

algiin tiempo antes. De esta forma se identificaron dos antigenos enfrentando estos
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clones de CTLs a diferentes subpoblaciones de la linea de melanoma (Degiovanni
y col. 1988). Afios mas tarde, varias nuevas metdstasis aparecieron en el MISmo
paciente siendo retiradas por cirugia. Las cé€lulas tumorales recolectadas fueron
utilizadas en una experiencia de estimulacioén proliferativa de los CTLs aislados en
el primer estudio. Los resultados indicaron que los dos antigenos identificados sobre
la linea tumoral al principio, estaban también presentes sobre las muestras
metastasicas tomadas mas tarde (Degiovanni y col. 1990). Parece, por tanto, que los
antigenos identificados "in vitro" sobre la linea tumoral existian también sobre el
tumor. Esto excluia la posibilidad de que estos antigenos sOlo apareciesen como
consecuencia de la adaptacidn a las condiciones de cultivo, o como consecuencia de
cultivos de periodos de tiempo largos.

Una vez que se sabia que los determinantes antigénicos eran presentados por
las células de la masa tumoral, surgia la duda de si las células del tumor eran
accesibles "in vivo" a las células del sistema inmunitario y en particular a los
linfocitos T citotoxicos. Varios investigadores han observado que los tumores solidos
son frecuentemente infiltrados por células mononucleares (Iochim 1979;
Kaszubowski y col. 1980; Szeteras y Darcozy 1981).

Poppema y su grupo en 1983, observaron por medio de anticuerpos que las
células mononucleares infiltrantes en un melanoma contienen una mayoria de
linfocitos T. Estas infiltraciones linfocitarias han sido consideradas siempre como

expresion de una respuesta inmunitaria antitumoral del hospedador, y ha sido posible
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aislar los linfocitos infiltrantes del tumor (TIL) por tratamiento enzimatico de la
masa tumoral seguido de una purificacion en gradiente de densidad.

Los estudios han mostrado que en ciertos casos el 90% de los TIL son
linfocitos T (Itoh y col. 1986; Rabinowich y col. 1987). Extraidos inicialmente, los
TIL presentan poca o ninguna actividad citolitica sobre el tumor autdlogo,
apareciendo ésta después de varios dias de cultivo de los TIL en MLTC con c€lulas
tumorales aut6logas y en presencia de fuertes dosis de IL-2.

Varios trabajos han demostrado que esta actividad citolitica no esta
unicamente dirigida contra las células tumorales autélogas, sino también contra
tumores alogénicos y contra las células K562 (Miescher y col. 1987; Rabinowich y
col. 1987; Heo y col. 1987; Belldegrun y col. 1988).

Esta actividad citolitica del tipo LAK tnicamente se ejercia sobre las células
tumorales, ya que las células normales aut6logas eran insensibles. De 1gual forma,
a partir de melanomas y de un tumor de mama, se ha podido obtener poblaciones
TIL que lisan especificamente células tumorales autologas (Itoh y col. 1936;

Topolian y col. 1989; Sato y col. 1986).
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NATURALEZA DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LINFOCITOS

T CITOTOXICOS SOBRE TUMORES.

1. ;Cémo son reconocidos estos antigenos?

Los linfocitos T ciototdxicos son incapaces de reconocer al antigeno aislado,
sino que necesitan que éste sea procesado y presentado en la superficie celular en el
contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Ademas se necesita
la identidad del CMH por parte de ambas células, en un fendmeno conocido como
restriccion de las células T por el CMH (Zinkernagel y Doherty 1974 y 1979

La estructura del CMH, asi como las proteinas que codifica, han sido
ampliamente estudiadas en el raton (complejo H-2) y en el hombre (complejo HLA).
Este complejo esta constituido por una serie de genes que codifican productos
especializados en el procesamiento y presentacion de antigeno endogenos y €xogenos
al sistema inmune (Germain y Margulies 1993). El complejo ha sido dividido
clasicamente en dos grupos de genes, unos que codifican para las moléculas de clase

[ y otros que lo hacen para las moléculas de clase I1.
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[Las moléculas de clase-I son complejos formados por una cadena pesada
polimoérfica y una cadena ligera o 32-microglobulina (no codificada por el CMH) y
tienen como funcidn principal presentar un antigeno peptidico a los linfocitos T
citotoxicos (CD8) (Barber y Parham 1993). Estas moléculas se expresan
practicamente en todas las células somaticas, aunque el nivel de expresion es tejido
especifico, encontrandose los mayores niveles en tejido linfoide (Harris y Gill 1986).

[Las moléculas de clase-II resultan de la asociacion de dos cadenas, o y (3,
siendo la cadena 8 mas polimorfica. Estas moléculas presentan el antigeno a otra
subpoblacion de linfocitos T denominados cooperadores (CD4), y tiene una
distribucion tisular mucho mas restringida (principalmente linfocitos B, monocitos,
macrofagos y ciertas células epiteliales).

En el hombre la cadena pesada de la molécula de clase-I esta codificadas por
tres genes: HLA-A, B y C, existiendo un elevado namero de alelos, lo que muestra
que estos genes tienen un grado muy alto de polimorfismo. El polimorfismo provee
una enorme diversidad de péptidos antigénicos que pueden potencialmente ser
presentados, confiriendo a una especie dada la posibilidad de generar una respuesta
inmune a un antigeno particular, aunque un miembro individual pueda no tener la

combinacion de alelos requerida (Parham y col. 1989).
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El antigeno debe de ser presentado en forma de un pequeno péptido
(aproximadamente 9 aminoécidos), que se ensambla en el reticulo endoplasmatico
junto a la cadena pesada y a la 32-microglobulina para formar la molécula de clase-
[. Existen dos estructuras que estdn implicadas en el procesamiento y en el
transporte de péptidos al reticulo endoplasmatico, y que ademas estan codificadas
por el CMH, éstas son: las proteinas LMP-2 y LMP-7 del proteosoma y las
proteinas transportadoras TAP.

El proteosoma es un gran complejo proteolitico citoplasmatico de estructura
cilindrica multimérica, que es el responsable de la generacion de multiples péptidos
a partir de una proteina (Driscoll y col. 1993).

Los transportadores, denominados genéricamente TAP, consiguen que los
péptidos generados por el proteosoma sean transportados al lumen del reticulo
endoplasmatico. Existen dos isoformas de estos transportadores: TAP-1 y TAP-2;
estas moléculas son polimorficas, aunque la magnitud de este polimorfismo varia
dependiendo de la especie, en humanos TAP-1 Y TAP-2 son poco polimorficos
(Colonna y col. 1992; Momburg y col. 1994).

No todos los péptidos que derivan de la degradacion parcial de la proteina
sintetizada en el citosol son presentados por las moléculas de clase-I, se necesita en
primer lugar que tengan unas caracteristicas y un tamano adecuado (entre 6 y 15
residuos aminoacidicos) para ser transportados y en segundo lugar, deben de tener

un motivo especifico de unién (agretopo) a la molécula de clase-lI.
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2. Formas de aparicion de nuevos antigenos sobre las células tumorales.

De los andlisis realizados sobre los genes que codifican los antigenos
tumorales de ratéon, se ha concluido que son dos los eventos que pueden determinar
la aparicion de un antigeno de rechazo en la c€lula tumoral: 1) la mutacion de un

gen expresado o 2) la activacion anormal de un gen.

Mutacion de un gen.

Los genes que codificaban para tres antigenos tum- fueron aislados y
secuenciados (De Plaen y col. 1988; Lurquin y col. 1989; Szikora y col. 1990;
Sibille y col. 1990). Estos genes no recordaban a ningun gen conocido y no
presentaban ninguna relacion entre ellos, ni a nivel de secuencia ni en la localizacion
cromosomica (Dyson y col. 1992). Cuando la linea original, P815, no mutagenizada
fue analizada, se observo que estos genes se expresaban pero que en el caso de la
linea mutagenizada cada uno presentaba una mutacion puntual en la region
codificante, lo cual determinaba el cambio de un aminoacido en la proteina.

Las células P815 no mutagenizadas fueron incubadas con péptidos sintéticos
que portaban el aminoacido mutado. Experiencias de lisis "in vitro” demostraron que
estas células eran reconocidas por los CTLs anti-tum- cuando los péptidos contenian

la mutacion tum-, pero no cuando los péptidos pertenecian a la version no mutada.

‘(7



A. Serrano Introduccion

Por tanto, las mutaciones puntuales eran las responsables de la aparicion de los

antigenos tum-.

Otras experiencias realizadas indicaban que la mutacion puntual podia
implicar la apariciéon de un nuevo agretopo, que le permitiese unirse a una molécula
de clase I del MHC, generando de esta forma un epitopo capaz de ser reconocido

por CTLs. Es por tanto posible que mutaciones en un gen puedan generar péptidos

antigénicos.

Activacion anormal de un gen.

Se ha demostrado la existencia de antigenos de rechazo tumoral (ART)
débiles sobre las células del mastocitoma P815 no mutagenizadas. Cuatro de estos
ART fueron identificados: P815A, P815B, P815C y P815D (Uyttenhove y col.
1983). Los antigenos P815A y P815B estaban codificados por el gen PIA que se
encontraba de forma inalterada en la linea tumoral P815 y en las células normales.
Por lo tanto estos antigenos no resultaban de una mutacion puntual en un gen que
se expresa normalmente, sino que el antigeno era producto de un gen inalterado. En
este sentido el gen P1A se expresaba fuertemente en varias lineas de mastocitoma,
mientras que no lo hacia en tejidos normales, entre ellos las c€lulas mastocitarias
normales. Se identifico el péptido que era reconocido por los clones de C'TLs como

un nonapéptido que contenia los dos epitopos A y B (Lethé y col. 1992). Estos
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antigenos tumorales derivaban de la activacion anormal de un gen silencioso.
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EL ANTIGENO TUMORAL MAGE-1.

Mage-1 ha sido el primer antigeno tumoral humano descrito y estudiado en
profundidad, pertenece al grupo de antigenos resultantes de la activacion anormal de
un gen y su expresion en tejidos normales se encuentra restringida al tejido
testicular. Aunque fue inicialmente descubierto en melanoma, de ahi su nombre
"MAGE" (melanoma antigen), este antigeno se expresa también en tumores de otro
tipo histolégico, y su descubrimiento evidencio la existencia de un grupo de genes
estrechamente relacionados que constituyen la gran familia MAGE (Van der Bruggen
y col. 1991; De Plaen y col. 1994). Actualmente otras familias de genes que

codifican antigenos tumorales, entre ellas la familia BAGE, estan siendo estudiadas

(Cox y col. 1994).

EL GEN MAGE-1.

1. Descubrimiento y estructura.

La clonacion y descubrimiento del gen Mage-1 fueron posibles gracias a una
serie de técnicas que ya se habian utilizado en el estudio de los antigenos murinos
tum- (De Plaen y col. 1988). En este método, una genoteca de cosmidos,

construidos con el ADN de la célula que expresa el antigeno buscado, es transfectada
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en una célula receptora que no expresa este antigeno. Un test de proliferacion del
clon CTL que reconoce el antigeno, se utiliza para aislar el transfectante que tiene
integrado el gen que lo codifica. El céosmido que contiene este gen se aisla
encapsidando directamente el ADN de estos trasfectantes en particulas del fago A.

El antigeno Mage-1 fue descubierto y clonado a partir de la linea MZ2-
MEL. Con anterioridad ya se habian generado y clonado frente a esta linea un panel
de CTLs autologos que eran capaces de lisarla (Hérin y col. 1987), y se demostro
que reconocian un total de 6 antigenos independientes sobre ella (Van den Eynde y
col. 1989). El descubrimiento del gen Mage-1 fue el resultado de la identificacion
del antigeno MZ2-E. Para ello se utilizo0 ADN de la linea MZ2-MEL, y como c€lula
receptora se utilizé la linea MZ2-MEL2.2 que habia sido obtenida como resultado
de una inmunoseleccion utilizando un clon CTL anti-E. Finalmente se logro obtener
un transfectante que fue lisado por el clon de CTL anti-E 82/30 (Travesar1 y col.
1992a).

Del analisis de la secuencia del ADN genomico transtectante, se observo que
la secuencia de este gen no mostraba una similitud significativa con ninguna otra
secuencia grabada en el banco de datos. El resultado de varias experiencias
mostraron que: 1) el gen MAGE-1 se extendia sobre aproximadamente 4.5 kb y
estaba formado por tres exones de 65, 73 y 1551 pb respectivamente; 2) Los dos
intrones estaban rodeados de sitios aceptores y donadores de "splicing”, cuyas

secuencias correspondian con las secuencias consenso descritas (Green 1986); 3)
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existia una sefal de poliadenilacion tipica (AATAAA) situada a 19 pb del fin de la
secuencia transcrita: 4) en el exén 3 se encontraba la fase abierta de lectura
completa, ésta comenzaba 203 pb después del punto de inicio de la transcripcion en
el ATG situado en posicion 66 del exén 3 y terminaba en el codon stop TGA, con
un tamaiio de 930 pb; y 5) existia una region 3’ no traducida de 558 pb (Van der

Bruggen y col. 1991).

2. Antigenos que codifica.

En los primeros trabajos realizados sobre el gen Mage-1 también se
determind la asociacion del antigeno que codificaba con la molécula de clase I del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad. El paciente MZ2, del cual derivo la linea
MZ2-MEL, presentaba una tipificacion para moléculas de clase I que era: HLA-
A1/A29, B37/B44, Cw6/; sucesivas experiencias mostraron que unicamente aquellas
células de melanoma que portaban la especifidad HLA-A1 eran lisadas por el clon
de CTL 82/30. cuando se transfectaban con el fragmento de 2,4kb del gen Mage-1.
Esto restringia la expresion del antigeno MZ2-E a la especificidad HLA-A1 (Van der
Bruggen y col. 1991). La caracterizacion del péptido antigénico se realizo
transfectando fragmentos de diferente tamafo que contenian la secuencia codificante
del gen. A partir de la secuencia (300pb del 3* ex6n) que era capaz de transferir

eficientemente la expresion del antigeno MZ2-E, se construyeron péptidos sintéticos,
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observandose que la lisis eficiente de células E(-) se obtenia cuando eran incubadas
con el nonapéptido EADPTGHSY, codificado por los codones 161 a 169 (Travesari
y col. 1992b).

Actualmente se sabe que el gen Mage-1 codifica para otro antigeno
denominado MZ2-Bb, determinado por el péptido SAYGEPRKL y unido a la

molécula HLA-Cw1601 (Van Der Bruggen y col. 1994).

3. Expresion del gen Mage-1 en tejidos tumorales.

El estudio realizado en un gran nimero de biopsias tumorales, ha mostrado
que existen diversos tipos de tumores que presentan una frecuencia elevada (>25%)
en cuanto a la expresion de Mage-1: Melanomas (38% son positivos para la
expresion de Mage-1), Cancer bronco-pulmonar no microcelular (35% de
positividad) y los carcinomas de la esfera O.R.L. (29% de positividad). Otros
tumores presentaban una frecuencia menor de expresion: Carcinomas mamarios
(17% de positividad) (Brasseur y col. 1992) y carcinomas de prostata (16% de
positividad). En estos estudios ademas se pudo observar que al igual que los
melanomas, otros tumores de origen neuroectodermal expresaban también el
antigeno Mage-1, tal era el caso de los neuroblastomas y gliomas, aunque los niveles

de expresion fueron variables (Rimoldi y col. 1993).
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La expresion para Mage-1 fue siempre negativa en el caso de leucemias
(Chambost y col. 1993), carcinomas colorectales y carcinomas renales, teniendo en
cuenta que el nimero de muestras analizado fue alto; sin embargo cuando se

analizaron lineas de idéntico origen, si fue comin para algunas de ellas la expresion

del antigeno Mage-1.

Se sabe que con respecto a los tumores las lineas expresan mas
frecuentemente el gen Mage-1, aunque se desconoce si este dato esta relacionado
directamente con el establecimiento permanente de la linea tumoral, o si se trata de
un artefacto al medir la expresion antigénica mediante PCR, ya que la pureza de la
linea contrasta con la heterogeneidad de la muestra del tumor, que puede poseer un
mayor cantidad o practicamente la totalidad de tejido no tumoral. Curiosamente
existe también una diferencia, en cuanto a expresion del gen Mage-1, cuando se
analiza la masa tumoral inicial y las metastasis, siendo la expresion del gen mas

frecuente en estas ultimas (De Plaen y col. 1994).
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MAGE-1 PERTENECE A UNA FAMILIA DE GENES ESTRECHAMENTE

RELACIONADOS (MAGE).

El descubrimiento del gen Mage-1 por T. Boon y su equipo, desemboco de
forma inmediata en el descubrimiento de los primeros miembros de lo que hoy es
la gran familia MAGE.

Dos especies de ADNc se encontraron cuando se chequed una libreria
procedente de la linea MZ2-MEL, utilizando para ello una sonda de 2.4kb que
cubria el gen Mage-1. Esto confirmaba la existencia de una familia de genes
sugerida por el patron de bandas observado sobre el Southern blot, ya que
adicionalmente a la banda correspondiente a Mage-1 aparecian otras bandas de
menor intensidad.

Los nuevos genes fueron denominados Mage-2 y Mage-3, y el analisis del
tercer exon mostro que éstos dos estaban mas relacionados entre ellos que con el gen
Mage-1, aunque presentaban mas del 70% de identidad con este ultimo. Al igual que
Mage-1 estos dos nuevos genes se expresaban tnicamente en c€lulas tumorales y
tejido testicular (Van der Bruggen y col. 1991).

La confirmaciéon de la existencia de dos nuevos genes Mage-relacionados,
desencadend la busqueda de nuevos genes que ampliaran la familia. Para ello se

construyo una libreria de cosmidos a partir de ADN de linfocitos y de la linea MZ2-

MEL., estas librerias fueron sondadas con el fragmento BamH [ de 2.4kb que
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contenian los exones 2 y 3 del gen Mage-1. Los resultados sugerian que la familia
MAGE estaba comprendida al menos por 12 miembros que no presentaban un grado

de polimorfismo elevado entre los diferentes individuos.

1. Caracteristicas de los diferentes miembros de la familia MAGE (De Plaen y

col. 1994).

El porcentaje de identidad del ultimo exon del gen Mage-1 con los otros
miembros de la familia varia entre el 64 y 85%, si bien existe una relacion mas

estrecha entre diferentes miembros de la familia.

1.1 Los genes Mage-2 y Mage-12 (De Smet y col. 1994).

Entre el gen Mage-2 y Mage-12 existe una identidad del 90%. La relacion
entre Mage-2 y Mage-1 es del 77%, y en relacion con la estructura exonica, Mage-2
presenta un exén mas. Sin embargo la fase abierta de lectura se encuentra al igual
que en Mage-1 en el ex6n 3, y el codon de iniciacion de la lectura corresponde
igualmente al utilizado por Mage-1. Finalmente la fase abierta de lectura del gen
Mage-2 cubre 945 pb. Respecto a Mage-12 presenta un 76 % de identidad con Mage-

1, y actualmente se desconoce su organizacion exon-intron.
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.2 Los genes Mage-3 y Mage-6.

Entre ambos genes existe una identidad del 99%. Mage-3 presenta una
identidad del 73% con Mage-1, y al igual que éste la fase abierta de lectura se
encuentra integramente en el Gltimo exén. De la misma forma que Mage-1 y Mage-2
el codon ATG en posicion 66 del exén 3 inicia la fase abilerta de lectura que se
extiende 945 pb. El gen Mage-6 ademas de presentar una gran identidad con Mage-
3, presentan la misma organizacion exoOn-intron, ademas de que los sitios de
"splicing" estan perfectamente conservados.

Especial mencion merece el gen Mage-3, ya que al igual que Mage-1 codifica
para un antigeno que es reconocido por CTLs aut6logos. El antigeno MZ2-D es
presentado al igual que el antigeno MZ2-E por la linea MZ2-MEL y curiosamente
también se encuentra restringido por la especificidad HLA-A1l. Aunque ambos
péptidos se unen a la misma molécula, sin embargo son reconocidos por CTLs
diferentes; esto permitid averiguar, mediante experimentos de competicion, que
residuos de los dos péptidos homdlogos estaban involucrados en la union a la
molécula HLA-A1. De los experimentos se concluyo que los residuos involucrados

eran: un residuo de Aspartico (D) en posicion 3 y un residuo de Tirosina (Y) en

posicion 9 (Gaugler y col. 1994).
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1.3 Los genes Mage-4 y Mage-35.

Como se ha dicho anteriormente la familia MAGE constituye un grupo de
genes muy poco polimorficos, siendo estos dos genes los unicos que presentan alelos
conocidos. Estos dos alelos descubiertos son denominados como a y b, y la identidad
entre ellos es de mas del 99%. Los andlisis realizados en el ADNCc del alelo Mage-
4a muestran que éste se puede presentar de diferentes formas, presentando diferentes
primeros exones homélogos al exén 1 de Mage-1, pero con los mismos exones 2y
3: éstos primeros exones presumiblemente serian consecuencia de inicios de
transcripcion y "splicing" alternativos. En cuanto a Mage-5, ambos alelos presentan
una estructura exon-intron similar a la de Mage-1. La fase abierta de lectura se
encuentra en el tercer exdn y comienza con el codon de iniciacion equivalente

utilizado en los otros genes MAGE, terminando 372pb mas abajo.

1.4 Los genes Mage-7, Mage-8, Mage-9, Mage-10 y Mage-11.

Ninguno de estos genes contienen secuencias homologas a la parte 5° del gen
Mage-1. Cada uno de los genes Mage-7, -8, -10 y -11 poseen en 5’ una secuencia
de 100 a 500 pb que le es caracteristica y que no estd emparentada con la secuencia
de Mage-1. Esta secuencia estd seguida de una parte homologa a Mage-1, y

curiosamente comienza a la misma altura en cada uno de estos genes. Este grupo de
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genes conservan los sitios de "splicing" utilizados por los exones 2 y 3 del gen
Mage-1. Fue posible obtener el ADNc, a partir de varias muestras de ARN, de los
genes Mage-8, -9, -10 y -11, sin embargo para el gen Mage-7 jamas se pudo obtener
el ADNc correspondiente. El mismo codon que abre la fase de lectura en Mage-1
lo hace en los genes Mage-8 (705 pb), Mage-9 (948 pb), Mage-10 (1110 pb) y
Mage-11 (960 pb). La fase de lectura de Mage-7 comienza a 307 pb mas arriba del

coddn de iniciaciéon de Mage-1 y termina 279 pb mas alla.

2. Localizacion cromosomica de la familia MAGE (De Plaen y col. 1994).

Las primeras evidencias en el estudio la familia MAGE indicaban que la
mayoria de los genes estaban estrechamente ligados, de hecho, se encontraron
diversos cosmidos que transportaban dos e incluso tres genes Mage. Esto fue
observado para Mage-10 y Mage-5a/b; Mage-2, Mage-12 y Mage-6; Mage-2,
Mage-12 y Mage-3 y Mage-7 y Mage-9. parecia, por tanto, que ciertos genes
MAGE estaban ordenados en tandem.

La localizacion cromosOomica de los genes Mage se determin0 mediante el
analisis de Southern blot de una serie de lineas hibridas somaticas hamster x hombre.
[La distribucion de lineas hibridas que presentaban una sefial positiva para la sonda
Mage-1 correspondian con la distribucion de lineas que contenian el cromosoma X

humano. La prueba definitiva la aporté el andlisis de las lineas hibridas GM7301
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(que contenia los cromosomas humanos 12 y X) y GM10868 (que contenia el
cromosoma humano 12). Experiencias de PCR que amplificaban especificamente
cada uno de los genes Mage mostraron que todos ellos se identificaban en el ADN
del hibrido GM7301, pero no en el hibrido GM10868. Estos resultados indicaban
por tanto que la totalidad de los genes MAGE se encontraban en el cromosoma X.
Otras experiencias posteriores localizaron més concretamente a la familia MAGE en
el brazo largo del cromosoma X, en la region q26-qter.

Estas experiencias verificaron también la existencia de los alelos a y b en los
genes Mage-4 y Mage-5, ya que en el hibrido GM7301 se encontraban solo los
alelos Mage-4b y Mage-5b. Por el contrario, Mage-3 y Mage-6, que presentaban un
99% de identidad. ambos fueron encontrados en el hibrido GM7301, lo cual indicaba

que pertenecian a diferentes loci.

3. Expresion tumoral de los diferentes miembros de la familia MAGE (De

Plaen y col. 1994).

De todos los miembros de la familia, s6lo seis miembros mostraron una alta
expresion cuando se analiza en numero elevado de tumores de diferentes tipos
histolégicos. Estos fueron los genes: Mage-1, Mage-2, Mage-3, Mage-4, Mage-6 y
Mage-12. No se encontrd transcrito de Mage-7 en ninguno de los tumores analizados

y de igual forma esta carencia se observo también en tejido testicular, el cual
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expresaba todos los miembros de la familia MAGE. Actualmente se acepta que
Mage-7 es un seudogen.

En comparacion con Mage-1, los genes Mage-2, Mage-3 y Mage-6
generalmente presentan un porcentaje de expresion mayor, sobre todo en melanoma.
El caso de Mage-4a/b es diferente, ya que su expresion maxima no la alcanzaba en
melanomas sino en cancer de origen bronco-pulmonar y de laringe. El analisis de
tejidos normales reveld que al igual que el testiculo, la placenta expresaba los genes
Mage-3, Mage-4 y Mage-8-11.

No parece que exista una correlacion estricta entre la expresion de los
diferentes genes, sin embargo, en melanomas nunca se han encontrado muestras que

expresen el gen Mage-1 o Mage-4 sin expresar los genes Mage-2 y Mage-3.
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LA PROTEINA MAGE-1

1. Caracteristicas de la proteina.

[a fase abierta de lectura del gen Mage-1 codifica una proteina de 309
aminoacidos, que corresponde a un peso molecular de 34,3 kd. Estudios mas
exhaustivos han puesto de manifiesto la existencia de sitios potenciales de
modificacion covalente de la proteina: un sitio potencial de N-glicosilacion, seis
sitios potenciales de fosforilacion por la casein Kinasa, cuatro sit10s para la protein
C kinasa y uno para la tirosin kinasa. El analisis del extremo N-terminal de la
proteina MAGE-1 revel6 que no poseia la secuencia senal caracteristica que dirige
a la proteina naciente hacia el reticulo endoplasmatico. Esta secuencia esta
caracterizada por la abundancia de aminoécidos hidréfobos (Von Heijne. 1982). Sin
embargo se localizé un posible dominio transmembrana alrededor del residuo 200
(De Plaen y col. 1994).

La introduccion de la secuencia de la proteina MAGE-1 en un banco de
datos, determind que existia una débil homologia con la proteina codificada por el
gen de la necdina de ratéon. E1 ADNCc de este gen se aislo a partir de una genoteca
de células de carcinoma embrionario de ratén tratadas con acido retinoico. Se ha
propuesto que el gen de la necdina participa en la diferenciacion de las células

neurales (Maruyama y col. 1991). Estas proteinas presentan unicamente un 20% de
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identidad de secuencia, pero existen ciertas regiones que estan muy bien
conservadas, como son los residuos hidrofébicos y la estructura tipica del dominio
trasmembrana.

Respecto a las otras proteinas, codificadas por los demas miembros de la
familia MAGE, cabe destacar que: todas comienzan por el aminoacido Metionina,
codificado por el mismo codén ATG equivalente; los codones STOP son diferentes
y determinan longitudes de fase de lectura abierta variables. Por tanto, las proteinas
codificadas por los genes MAGE son de tamano diferente, pero presentan una gran
similitud de secuencia; sin embargo la secuencia del péptido MZ2-E coditicado por
Mage-1 no estd conservada en ninguna de estas proteinas, lo que determina que

solamente el gen Mage-1 sea capaz de producir este antigeno.

29



.........0.................................................‘

A. Serrano Introduccion

2. Localizacion celular de la proteina.

La informacién que actualmente se tiene sobre la proteina nativa MAGE-1
deriva de estudios realizados con anticuerpos monoclonales o antisueros obtenidos
bien frente a la proteina recombinante, o frente a péptidos sint€ticos especiticos de
MAGE-1.

El grupo de Yao-Tseng Chen obtuvo una serie de anticuerpos monoclonales
frente a una proteina recombinante truncada y varios antisueros frente a distintos
péptidos sintéticos, asi como frente a la misma proteina recombinante. Todos los
anticuerpo monoclonales, al igual que los antisueros fueron capaces de reconocer la
proteina recombinante, sin embargo s6lo un anticuerpo monoclonal y los antisueros
de conejo fueron capaces de reconocer el producto de la proteina MAGE-1 en
lisados celulares.

El peso molecular de la proteina reconocida era de 46 kd, lo que contrastaba
con los 34,3 Kd tedricos. Una posible explicacion dada para esta discrepancia era
que la proteina MAGE-1 emigraba de una forma andmala en una electroforesis
SDS/gel de poliacrilamida, o bien que debido a modificaciones postraduccionales,
tedricamente posibles, la proteina aumentase de masa (Chen y col. 1994).

Los anticuerpos monoclonales y antisueros obtenidos hasta ahora eran
incapaces de reconocer a la proteina MAGE-1 en preparaciones histologicas. La

obtencidon de nuevos monoclonales y nuevos analisis han puesto de manifiesto que
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la proteina MAGE-1 presenta una localizacion citoplasmatica paranuclear en las
células de la linea MZ2-MEL, esto estd en consonancia con la nocion de que la
mayoria de los autopéptidos presentados en el contesto del CMH clase I derivan de
proteinas abundantemente representadas en el citosol celular (Schultz y col. 1994;
Amar-Costesec y col. 1994).

Sin embargo se desconoce aun que células del tejido testicular expresan en
condiciones fisiologicas la proteina, y en este sentido se desconoce también cual
seria su localizaciéon citolégica en las mismas condiciones. Ultimamente, se ha
descubierto una de las posibles condiciones fisiologicas de la expresion del gen
Mage-1; este gen se expresaria transitoriamente durante la cicatrizacion de heridas

cutaneas (Becker y col. 1994).
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REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN MAGE-1.

1. Mecanismos transcripcionales y regulacion transcripcional.

La transcripcion y su regulacién, implica esencialmente interacciones entre
proteinas especificas que se unen al ADN en secuencias generalmente anteriores al
punto de iniciacion de la transcripciéon. Los genes que codifican para proteinas,
dnicamente son transcritos por la ARN polimerasa I1.

La region promotora de un gen designa la parte que contiene las secuencias
implicadas en la iniciacién y regulacion de su transcripcion. Entre las secuencias que
participan en la transcripcion de un gen, la secuencia TATA box, caracterizada por
la secuencia consenso 5’-TATA A/T A/T-3" (Brecatnach y Chambon 1981), juega
un papel clave. Esta secuencia permite que la maquinaria transcripcional ocupe su
sitio. también determina el sitio de iniciacion de la transcripcion, 25 a 30 nucleotidos
mas alld del sitio de unidén y parece que igualmente define el sentido de la
transcripciéon. Sin embargo no todos los genes poseen una secuencia TATA box, en
este caso esta secuencia es reemplazada por otro elemento denominado INICIADOR
(Smale y Baltimore 1989). Estos elementos iniciadores que se extiende hacia ambas
partes del sitio de iniciacion de la transcripcion, se agrupan en familias atendiendo
a sus secuencias. Cuando ademas la region promotora contiene una secuencia TATA

box. el elemento iniciador sirve para aumentar la transcripcion basal (Weis y
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Reinberg 1992).

[as otras secuencias nucleotidicas del promotor sirven para la regulacion de
la transcripcion. Estos elementos moduladores llamados UPE (Upstream Promoter
Elements), estdn generalmente situados hasta 300 pb antes del sitio de iniciacion. Se
han descrito algunos elementos moduladores situados mas alla de este sitio. Las
secuencias nucleotidicas de estos elementos determinan la uniOn de proteinas
especificas llamadas factores de transcripcion (Maniatics y col. 1987). Igualmente,
existen secuencias localizadas a mayores distancias, antes y después del sitio de
inicio de la transcripcion, que pueden igualmente modular la actividad
transcripcional. Estas secuencias son las llamadas POTENCIADORES o
SILENCIADORES, segun que activen o repriman la transcripcion respectivamente.
Estas estructuras se agrupan en sitios de unidon para diferentes factores de
transcripcion. Una caracteristica de estos potenciadores y silenciadores es que
funcionan de forma independiente a su orientacion con respecto al sitio de iniciacion

de la transcripcion (Muller y col. 1988).

1.1 La maquinaria transcripcional (Weis y Reinberg 1992).

La ARN polimerasa II es incapaz por si sola de transcribir un gen, para €sto
necesita diferentes factores, algunos de los cuales participan en la formacion del

complejo de preiniciacion de la transcripcion (TFIIA, TFIIB, TFIID y TFIIE). Otras
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fracciones estan implicadas en la elongacion del ARN naciente (TFIIS, TFIIF). E
primer factor que interviene, una vez que se ha ensamblado el complejo de
preinicializacion, es el TFIID que actia como un centro de nucleacion sobre el cual
se asocian secuencialmente otros factores.

Cuando el factor contiene unicamente una secuencia INICIADORA, la

primera etapa parece ser la unién de una proteina especifica sobre esta secuencia.

1.2 Modulacion de la actividad transcripcional basal.

Los factores de transcripcion interaccionan con elementos moduladores de la
region promotora asegurando la regulacién positiva o negativa de la actividad de la
maquinaria transcripcional. La mayoria de estos factores presentan una estructura
multifuncional, teniendo entre otros un dominio de unién al ADN y un dominio
modulador de la transcripcion. Algunos factores inicamente poseen uno de estos dos
dominios, y estian por consiguiente obligados a asociarse a un factor complementario
antes de poder influir en la actividad transcripcional. Los dominios moduladores de
los factores de transcripcion actian sobre diferentes componentes de la maquinaria
transcripcional. Varios factores interactian directamente con la fraccion TFIID
(Ptashne y Gann 1990). Estos factores interactian con la subunidad de union a la

secuencia TATA-box (TBP) o con otras proteinas de la fraccion TFIID llamadas

coactivadores.
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La fraccion TFIIB ha sido igualmente identificada como diana de ciertos
factores de transcripcion. La interaccion parece directa y tendria como efecto
facilitar la unién de TFIIB sobre TFIID, ya fijada al ADN. Esta reaccion es
precisamente considerada limitante cuando tiene lugar la union del complejo de
preinicializacion in vivo (Sharp 1991).

La parte carboxi-terminal de la subunidad grande de la ARN pol II parece
igualmente poder mediar el efecto de los factores de transcripcion (Liao y col.
1991). Se ignora si esta region de la ARN pol II esta implicada en interacciones

directas con factores transcripcionales.

1.3 Activacion de los factores de transcripcion (Latchman 1991).

[La activacion especifica de un gen en un tipo particular de célula o en
respuesta a estimulos estd mediada por factores de transcripciOn que s€ unen a sus
secuencias diana, estos factores necesitan un sistema de regulacion de su actividad.
Dos mecanismos aseguran esta regulacion: 1) Los factores no se expresan mas que
en la célula cuyo efecto modulador es requerido. 2) Los factores estan presentes bajo
una forma inactiva y sufren una etapa de activacion cuando deben modular la
transcripcion de sus genes diana.

El control de la expresion se aplica a la mayoria de los factores de

transcripcion implicados en la regulacion de los genes especificos de un tipo celular.
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La regulacion de la sintesis de estos factores interviene a nivel de la transcripcion,
del splicing o de la traduccion.

[a activacion de formas preexistentes, pero inactivas, se aplica generalmente
a factores que responden a estimulos exteriores. Tres mecanismos estan implicados
en esta forma de activacion. En un primer caso, el estimulo se presenta bajo la
forma de un molécula que se une al factor y lo activa. En otra situacion, el factor
es mantenido bajo una forma inactiva por su asociacion con una proteina inhibidora,
el estimulo exterior tendria por efecto disociar este complejo, y el factor asi liberado
puede entonces influenciar en la transcripcion de sus genes diana. Y por ultimo, la
actividad de numerosos factores de transcripcién estd alterada por modificaciones
postraduccionales, tales como la fosforilacion o la glucosilacion. Agentes exteriores
podrian actuar sobre las enzimas responsables de estas modificaciones. La activacion
de la protein kinasa C y A, por ejemplo, estdn implicadas en la modulacion de la

actividad de un gran nimero de factores.

1.4 Interacciones entre los factores de transcripcion.

Numerosos factores de transcripcion actiian de forma cooperativa. En una
situaciéon de cooperacion, la activacion conjunta de factores es superior a la suma de
sus activaciones independientes. Este sinergismo pasa por contactos simultaneos de

diferentes factores de transcripcion con uno, o varios, de la maquinaria
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transcripcional (Carey y col. 1990).

En ciertas formas de represion de la transcripcion, la union del factor
activador sobre la secuencia diana es inhibida por otro factor no activador que ocupa
la misma secuencia. Esta competicion de union al ADN implica a veces dos factores
activadores, y no se comprende como en esta situacion, el factor competidor pierde
su propiedad inductora. La inhibicién de la unién al ADN no es la unica forma de
interaccién represiva entre los factores de transcripcion. Ciertos factores represores,

son, en efecto, capaces de bloquear la funcion activadora de otros factores unidos
al ADN. Esta represion se hace por interaccion directa con el dominio activador, o
por mediaciéon de un mediador indispensable en la transmision de la sefal positiva

por el factor activador (Renkawitz 1990).

1.5 La metilacion del ADN en el control de la transcripcion (Bird 1992).

El ADN de vertebrados presenta frecuentemente la metilacion de las
citosinas situadas en posicion 5’ de una guanina. Esta modificacion no existe en otras
clases de eucariotas (ej: drosofila o levaduras). La metilacion de la region promotora
de los genes esta generalmente asociada a su inactividad transcripcional, aunque no
se sabe todavia si este fendmeno corresponde a un mecanismo activo de regulacion,
0 si es consecuencia pasiva de la inactivacion de los genes.

La metilacidon aparece sin embargo como un mecanismo indispensable al
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desarrollo y a la supervivencia de los vertebrados. En efecto, Li y col. 1992,
obtuvieron embriones de raton en los que los dos alelos del gen de la
metiltransferasa fueron inactivados, comprobidndose que estos embriones Se
desarrollaban anormalmente y morian antes del fin de la gestacion. Por otra parte,
se sabe que el ADN sufre mutaciones més frecuentes cuando esta metilado. Esto se
traduce por el hecho de que, entre las mutaciones puntuales responsables de
enfermedades genéticas en el hombre, mas de un tercio implica el cambio de un par
CG por otro TG, y ésto teniendo en cuenta que el dinucleotido CG es el mas raro.
Es poco probable que la adquisicion de un sistema de metilacion en los vertebrados
sea un paso en falso de la evolucién, debe de existir por tanto una ventaja
compensatoria de esta peligrosa fragilizacion del ADN.

Aunque el papel exacto de la metilacion no se conoce, parece que €sta tiene
tendencia a adaptarse al estado transcripcional de los genes. Niwa y col. 1983,
mostraron que el virus de la leucemia del ratobn Moloney Unicamente se transcribia,
en células de carcinoma embrionario, cuando se introducia bajo la forma no
metilada. También mostraron, que varios dias después, el ADN introducido adquiria
el patron metilado caracteristico. Por otra parte, existen ejemplos que muestran que
la activacién transcripcional de un gen precede a su desmetilacion (Wilks y col.
1985). Se ha propuesto que la represion que acompaifan a la metilacion de un gen
tendria por funcion asegurar la inactividad completa de este gen, ya que sin esta

modificaciéon del ADN podria persistir un nivel basal de transcripcion.
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La union al ADN de ciertos factores de transcripcion es inhibida por la
presencia de un CpG metilado en su sitio de reconocimiento. Muchos otros factores,
por contra, son insensibles a la metilacion de sus secuencias de union, o tienen una
secuencia de unién desprovista de CpG. La metilaciéon no parece por tanto una forma
general de inhibicién directa de la union de factores de transcripcion al ADN.
Recientes descubrimientos han permitido comprender mejor como la metilacion de
los pares CpG puede influenciar la actividad de un gen. Recientemente se han
aislado en raton dos proteinas que se unen especificamente a secuencias de ADN que
estan metiladas (Meehan y col. 1989; Lewis y col. 1992). Para una de ellas, MeCP1
(metil-CG-binding protein), es necesario al menos 12 pares de CpG simétricos para
la union; para la otra, MeCP2, es suficiente un par simétrico. Los estudios hechos
sobre MeCP1 muestran que esta proteina tiene una influencia negativa sobre los

niveles trasncripcionales del gen, cerca del cual se une.

2. La region promotora del gen MAGE-1 (De Smet y col. 199)).

A pesar de la gran identidad existente entre todos los genes de la familia
MAGE, el extremo 5’ de ellos, zona promotora, es bastante variable. Se ha sugerido
que las sucesivas duplicaciones del gen MAGE, durante la evolucion, ha conseguido
genes con una misma funcién bajo diferentes controles de transcripcion; €sto ha

podido desembocar en una expresion de los diferentes genes temporal y regional
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muy especifica (De Plaen y col. 1994).

El promotor del gen Mage-1 carece de la secuencia TATA-box, sin embargo,
la secuencia que rodea al sitio de iniciacion de la transcripcion de este gen, recuerda
a la secuencia INICIADORA del gen de la deoxinucleotidiltransterasa termina (TdT)
(Smale y Baltimore 1989).

Se analizé la region promotora del gen Mage-1, entre los nucleotidos -792 -
+ 118, encontrandose un gran nimero de secuencias consenso de union para factores
de transcripcién. Entre estos existia sitios potenciales de union para factores AP-2,
que son factores de transcripcion semiubicuos. La sintesis de este factor es
estimulada por el acido retinoico, y su actividad estd modulada por las protein kinasa
Ay C.

Para el estudio de la secuencia promotora, desde distintos puntos de vista, se

utilizé la linea MZ2-MEL que expresaba fuertemente el antigeno Mage-1. El
resultado fue la identificacidén de cinco regiones activadoras:
1. La Region C (MZ2), situada entre -792 vy -714, y cuya ausencia disminuia la
actividad del promotor en un 25 %, contenia dos secuencias consenso para union de
factores de transcripcion, una para el factor represor GCF y otra, en antisentido,
para el factor activador H4TF1, que se une especificamente al gen de la histona H4
(Dailey y col. 1988).

2. La region A, situada entre -146 y -91, era responsable del 20 % de la actividad

del promotor. Esta region contenia una serie de secuencias repetidas, que
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correspondian a sitios potenciales de unién del factor AP-2. Sin embargo diversas
experiencias demostraron que la zona reguladora positiva se extendia desde -123 a
-99 y que eran factores del tipo Spl los implicados.

3. La region B’, situada entre -67 y -55, funcionaba tnicamente de forma sinérgica
con la region A. Esta region contenia una secuencia consenso de union para factores

de la familia Ets, en orientacién antisense con respecto al sitio de iniciacion de la

transcripcion.

4. La region B, situada entre -55 y -43, sustentaba alrededor del 50% de la actividad
del promotor. Esta parte de la secuencia promotora contenia sitios potenciales de

unién para dos familias de factores: La familia Ets y la familia de factores ubicuos

ATF.

S. La region D, situada entre +26 y +47, no presentaba ningin sitio de union para
factores conocidos. Sin embargo esta region era capaz de aumentar la actividad de
la region B al doble.

(Ver fig. 22 en RESULTADOS)

Experiencias al margen, han puesto de manifiesto la implicacion de la
metilacion en la actividad transcripcional del gen Mage-1 (Weber y col. 1994).
Varias lineas tumorales Mage-1 negativas y de origen histologico diferente, se
transformaban en positivas cuando se las sometia a un protocolo de desmetilacion
con el agente 5-aza-2’-deoxicitidina (DAC). Sin embargo €sto no ocurria cuando se

aplicaba a células normales en cultivo o incluso con otras lineas tumorales, lo que
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pone de manifiesto la importancia de los factores transcripcionales que pueden ser
los que en ultimo momento determinan la actividad del promotor. Sin embargo aun
no se ha demostrado si la desmetilacion tiene un efecto cis-regulador, trans-regulador

o ambos, y a que regiones concretas del promotor puede afectar.
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IMPORTANCIA DE LA PROTEINA MAGE-1.

Aunque se desconoce por el momento la funcion celular de la proteina Mage-
1. su relacion funcional con el resto de la familia, asi como su localizacion celular
definitiva en aquellas células que la expresan en condiciones fisiologicas; el
conocimiento de los antigenos que produce asi como de su potencialidad en producir
nuevos antigenos aun sin descubrir, hacen que la proteina Mage-1 presente una
importancia que va mds alld de las puras consideraciones estructurales y funcionales.
En efecto, se sabe que otras proteinas son capaces de generar diferentes péptidos que
se combinan con varias moléculas de clase-I para formar antigenos reconocidos por
diferentes CTLs, tal es el caso de la nucleoproteina del virus de la Influenza
(McMichael y col. 1986; Taylor y col. 1987). En el caso de MAGE-1, hasta el
momento se han detectado dos antigenos, uno asociado a la molécula HLA-A1 (Van
der Bruggen y col. 1991) y otro a la molécula HLA-Cw1601(Van der Bruggen y col.
1994): de forma similar se han encontrado dos antigenos de la proteina MAGE-3,
uno asociado a la molécula HLA-A1 (Gaugler y col. 1994) y otro a la molécula
HLA-A2 (Van der Bruggen y col. 1995). Esto puede representar una minima parte
de los antigenos que podrian ser generados, no sélo por la proteina MAGE-1, sino
por otros miembros de la familia. De esta forma la posibilidad de que un individuo
con un tumor positivo para la expresion de algin miembro de la familia MAGE

generara una respuesta inmune frente al tumor seria muy elevada. En este contexto
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se observé que pacientes aquejados de melanoma, previamente inmunizados con una
vacuna de células de melanoma, generaban anticuerpos que reconocian la proteina
recombinante Mage-1; con la particularidad de que estos pacientes no presentaban
un haplotipo particular (Hoon y col. 1995).

En los ultimos afios diversos grupos estan ensayando la posibilidad de obtener
una vacuna que permita intensificar la respuesta inmune frente a aquellos tumores
que expresen el antigeno Mage-1. Se ha propuesto la vacunacion con células de
melanoma completas o bien con un péptido sintético Mage-1 (Salgaller y col. 1994).
En el caso de Mage-1, y teniendo en cuenta el antigeno MZ2-E, la cobertura de
inmunizacién para pacientes de melanoma seria del 10%, ya que la frecuencia del
alelo HLA-A1 en la poblacion es del 26% y el 40% de los melanomas expresan
Mage-1. Esta cobertura se podria ampliar al 18% teniendo en cuenta al antigeno
MZ2-D, ya que el gen Mage-3 se expresa en un 69% de los melanomas. Sin
embargo, hay que tener en cuenta la posibilidad de una pérdida antigénica por parte
de la célula tumoral, favorecida por el caracter hemicigético de los genes MAGE
(Oaks y col. 1994); en este sentido seria efectiva la inmunizacion de los pacientes
contra ambos antigenos, ya que ademas se ha observado que siempre que esta
presente Mage-1 también lo estd Mage-3. Por otra parte, no se puede olvidar que
los antigenos son presentados en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad,
y que han sido descritas las pérdidas totales o alélicas de estas moléculas (Garrido

et al. 1994); ésto junto con otras alteraciones en la superficie celular, que
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implicaran a las moléculas de adhesion, podria suponer un contratiempo al

desarrollo de una inmunoterapia antitumoral efectiva.
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Objetivos

A. Serrano

MAGE-1 ha sido el primer antigeno tumoral humano descrito, y aunque fue
inicialmente descubierto en melanoma, hoy se sabe que se expresa en gran numero
de tumores de diferente origen histologico.

Desde su descubrimiento en 1991, por el equipo del Dr. T. Boon en el
Instituto Ludwing para la Investigacion del Céncer de Bruselas, las investigaciones
se han orientado especialmente hacia el desarrollo de terapias inmunes efectivas,
dirigidas contra aquellos tumores portadores del antigeno. De forma paralela se ha
incrementado el nimero y tipo de tumores que expresan el antigeno, e igualmente
se ha continuado la busqueda de nuevos antigenos tumorales capaces de
desencadenar una respuesta inmune autologa.

Otra aproximacion al antigeno MAGE-1, aunque tedricamente desde un punto
de vista menos clinico, ha sido el estudio de su expresion a nivel molecular, asi
como el estudio y caracteristicas bioldgicas de la proteina MAGE-1. Siguiendo en

esta linea, los objetivos que nos hemos planteado en este trabajo han sido:

- El estudio de la proteina MAGE-1, que se ha concretado en el intento de
localizarla en diferentes muestras de tejido tumoral y normal, asi como en el analisis

de su expresion en la masa tumoral.

- El estudio de las posibles implicaciones de la expresion del gen Mage-1 en la

diferenciacion celular, asi como en el proceso tumorogénico.
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A. Serrano Objetivos

- El estudio del promotor del gen Mage-1, concretamente de la region que sustenta
la mayor parte de la actividad transcripcional. En este sentido, el objetivo
fundamental es determinar el estado de metilaciéon de dicha regién, su importancia

y su actividad transcripcional comparada en distintas lineas tumorales.

4 8
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A.Serrano Material y métodos

1.CLONACION DE LA FASE ABIERTA DE LECTURA DEL GEN

MAGE-1.

1.1.0OBTENCION DEL INSERTO.
El inserto fue obtenido mediante la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de

la Polimerasa), utilizando unos oligonucleétidos especificos y ADN de linfocitos.

1.1.1.MATERIAL.

- Oligonucledtidos sintetizados con un Sintetizador de ADN

sistema 200A (Beckman Instruments):

BamH|1

MAGEFW 5 AAGGATCC/CTTGAGCAGAGGAGTCTG 3

EcoR1

EGAMBW 5 CTTGAATTCCTA/TCAGACTCCCTCTTCCTCY

- ADN de leucocitos.

1.1.2.REACCION.
- 0,5 ug de ADN genodmico.
- 250 ng de cada oligonucleotico.
- 5 ul de una mezcla de dNTPs 10 mM.
- 5 ul 10X PCR buffer (500 mM CIK, 15 mM Cl,Mg,

100 mM Tris-CIH y 0,1% gelatina, pH 8,4).
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A.Serrano Material y métodos

- 1 U de Tag ADN polimerasa (Boehringer).

(50 ul volumen final de la reaccion).

1.1.3.CONDICIONES DE LA PCR.

La PCR se llevd a cabo en un termociclador Perkin Elmer Cetus Instruments:
(94°C 5 minutos) x 1 ciclo,( 94°C 1 minuto , 54°C 1 minuto, 72°C 2 minutos)

x 30 ciclos, (72°C 10 minutos) x 1 ciclo.

1.1.4.PURIFICACION DEL AMPLIFICADO.
El amplificado presentaba la particularidad de tener sus extremos polarizados por

la existencia de puntos de corte para enzimas de restriccion diferentes (BamH1 en
el extremo 5° del gen y EcoR1 en el extremo 3’). Con esta purificacion se pretendia
limpiar el amplificado de todos los reactivos de la PCR que aun quedaban como
tales, incluida la enzima Taq polimerasa, y que podian interferir en la posterior

digestion enzimatica.

1.1.4.1.REACTIVOS.
- Kit CLEAN UP system (promega).

- Propanol 80%.

3 §
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A.Serrano Material y métodos

1.1.4.2. METODO.

La purificacion consistié en la captacion del ADN amplificado por una
resina, que excluye de ésta manera al resto de los reactivos del amplificado.

1. Primeramente se incuba el amplificado (20 ul) con 1 ml de la solucion de
resina durante 5 minutos a temperatura ambiente.

2. Esta soluciéon fue pasada posteriormente, mediante jeringa, por una
minicolumna en la cual la resina, que a captado el ADN, queda retenida.

3. Posteriormente la resina fue lavada con propanol 80 %, se dejo evaporar

y se pas6 por las columna 50 ul de agua bidestilada a 65 °C.

4. La columna fue centrifugada, insertada en un tubo eppendorf, a 15000 rpm
en microcentrifuga durante un pulso y finalmente el eppendorf fue recogido con el

ADN diluido en el agua y listo para digerir.

1.1.5.DIGESTION ENZIMATICA DEL INSERTO MAGE-1 Y
DEL VECTOR DE EXPRESION pGEX-2T.

Ambos, inserto y vector, fueron digeridos con las enzimas de restriccion

BamHI y EcoRlI.

52



A.Serrano Material y méetodos

1.1.5.1.REACCION.
- 1 pg de inserto MAGE-1 6 de pGEX-2T (Pharmacia).
- 3 ul de 10X buffer B (50 mM Cl,Mg, 1M ClINa,
10 mM B-mercaptoetanol, 100 mM Tris-CIH pH 8.0)
(Boehringer).
- 10 U BamHI (Boehringer).
- 10 U EcoR1 (Boehringer).

( 30 ul de volumen final, 37°C durante 1 hora).

1.1.6. PURIFICACION EN GEL DE AGAROSA DEL INSERTO

(MAGE-1) Y DEL VECTOR (pGEX-2T) DIGERIDOS.

1.1.6.1.PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA AL 1%.

1.1.6.1.1. MATERIAL.
- Agarosa (Sigma).
- Solucion TAE x 50 (0.4 M Tris-acetato,
0.01 M EDTA pH 8.0).
- Solucion de Bromuro de Etidio.

- Tampoén de carga (0.25 % azul de bromofenol,

0.25% Xilene Cyanol, 15% Ficoll 400).

Y-
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1.1.6.1.2.PREPARACION.

Se pesaron 0.5 grs. de agarosa en un pequefio matraz, se le anadio 49 ml de
agua bidestilada, se agit6 la solucién para homogenizar y se calentd hasta ebullicion.
Posteriormente se dejo enfriar un poco y se le afiadi6 1 ml de 50 x TAE y de la
solucién de bromuro de etidio. La solucién fue nuevamente agitada y vertida sobre
el soporte del gel. Dada la toxicidad de los vapores de bromuro, la preparacion se

realizé6 en campana de extraccion de gases.

1.1.6.2.ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Fue llevada a cabo en una cubeta pequeia de electroforesis. A las muestras
se le afladié tampén de carga, en este caso se chequearon los 30 ul de la reaccion.
Las muestras fueron cargadas en los pocillos horizontales del gel, y éste fue
sometido a una diferencia de potencial de 100 V en solucion TAE x 1. La
electroforesis se chequeé a intervalos de tiempo variable en un transiluminador UV,
hasta que la banda del inserto y del plasmido lineal eran perfectamente visibles y

diferenciables. En este momento se procedié a la purificacion del inserto y del

veCtor.
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1.1.6.3.PURIFICACION DEL INSERTO Y DEL VECTOR.

1.1.6.3.1.MATERIAL.

- Kit GENE CLEAN (Bio 101 Inc,).

1.1.6.3.2.METODO.

Se siguid el protocolo Gene Clean.

1.Con la ayuda del transiluminador ultravioleta se corté con bisturi la banda
correspondiente al inserto y la correspondiente al vector lineal. El trozo fue
depositado en un eppendorf, al cual se le afiadi6 3 volumenes de Nal.

2. Los tubos fueron depositados en un bafo a 55°C durante aproximadamente
10 minutos, tiempo suficiente para que la agarosa se funda y disuelva.

3. Posteriormente se les anadié 5 ul de la solucidn de silicagel, se incubaron
5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron en microcentrifuga a 15000
rpm durante 30 segundos, el sobrenadante fue descartado.

4. El pellet de silicagel, que contenia el ADN, fue lavado en 500 ul de
solucion de lavado tres veces. En el Gltimo lavado es conveniente apurar al maximo
la solucion de lavado y secar ligeramente el pellet.

5. El pellet fue resuspendido en un volumen entre 10-20 ul de agua

bidestilada, se incubd durante 5 minutos a 55°C y se centrifugd durante 3 minutos.
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6.Finalmente se descarto el pellet y se cogid la mayor parte del sobrenadante
en el cual se encontraba el ADN. El sobrendadante debe de ser retirado con sumo

cuidado para evitar el arrastre de silicagel, el cual podria interferir en posteriores

ensayos.

1.2.LIGACION VECTOR/INSERTO.

El inserto, fase de lectura abierta del gen Mage-1, fue ligado al vector
pGEX-2T mediante extremos cohesivos compatibles generados por la digestion
enzimatica BamHI/EcoR1. La digestion generd una polaridad en el inserto, de forma
que Unicamente existia una orientacion de ligacién posible con el vector. Esta
consideracion es importante, ya que se trata de un vector de expresion, y la

orientacion codificante del inserto es fundamental.

1.2.1.REACCION.
- 2 ul de Vector digerido.
- 5 ul de Inserto digerido.
- 1ul 10x buffer de ligacion(0.1 M Cl,Mg, 0.1 M DTT,
10 mM ATP, 0.3 M Tris-CIH pH 7.8) (Promega).
- 1 U de T4 ligasa (promega).

(10 ul. de volumen final, 24 horas a 16°C).
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1.3.TRANSFORMACION BACTERIANA.

1.3.1.GENERACION DE BACTERIAS COMPETENTES.

1.3.1.1.MATERIAL.
- Medio LB ( Bacto Triptone-DIFCO- 1 %, Bacto Yeast
-DIFCO- 0.5%, NaCl 1% pH 7.5). Autoclavar.
- Solucién 0.1 M Cl,Mg filtrada.
- Solucién 0.1 M Cl,Ca filtrada.

- Glicerol.

1.3.1.2. METODO.

1. Se crecid un alicuota de bacteria en 20 ml de medio LB hasta saturacion.

2. Seguidamente el cultivo fue diluido 1/200 en 100 ml de medio LB y se
cultivé en agitacion a 37°C hasta una densidad Optica de 0.5 (550 nm).

3. Posteriormente el cultivo se puso en hielo y en agitacion durante 3 min.,
seguidamente fue dividido en dos tubos de 50 ml y centrifugado a 2000 rpm
(centrifuga JOUAN CR411) durante 10 minutos a 4°C.

4. El pellet bacteriano de cada tubo se resuspendio en 12.5 ml de Cl,Mg

0.1 M y se mezcl6 en un tnico tubo en dode fue agitado en hielo durante 10 min.

5.Transcurrido este tiempo se centrifugd en las mismas condiciones anteriores
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y el pellet fue entonces resuspendido en 25 ml de Cl,Ca 0.1 M, el tubo se mantuvo
en agitacion y en hielo durante 20 minutos.
6. Finalmente las bacterias se centrifugaron y el pellet resuspendido en 5 ml

de una solucién CaCl, 0.1 M + glicerol 20%. Las bacterias competentes fueron

alicuotadas y congeladas rapidamente a -80°C.

1.3.2.CONFECCION DE PLACAS DE AGAR/AMPICILINA.

1.3.2.1.MATERIAL.
- Medio LB.
- Agar (Oxoid L 11).

- Ampicilina (Gobemicina Lab. Normon S.A.).

1.3.2.2.METODO.
El medio LB fue suplementado con agar al 1.5%, la mezcla fue autoclavada.
El medio LB/AGAR se dej6 enfriar hasta aproximadamente 50°C y se suplemento
con ampicilina hasta una concentracion de 100 ug/ml de medio. EI medio fue vertido

en placas de 20 cm en campana (aproximadamente 20 ml/placa) y se dejo solidificar.
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1.3.3. TRANSFORMACION.

1.3.3.1.MATERIAL.

- E. coli (XL1-blue, Y1089, DHS5 y SURE™) competentes.

- Medio SOC (LB suplementado con glucosa).

- Placas LB/Ampicilina.

1.3.3.2.METODO.
1. Para cada transformacion se utilizaron 100 ul de bacteria competente, la
cual habia sido descongelada lentamente en hielo.
2. Los 10 ul de la reaccidon de ligacion se diluyeron en 40 ul de agua
bidestilada, los 50 ul resultantes se mezclaron con la bacteria competente y se

incubaron en hielo durante 30 minutos.

3. Posteriormente las bacterias fueron sometidas a un choque térmico, 42°C
durante exactamente 45 segundo, y fueron puestas de nuevo en hielo. Las bacterias
fueron recuperadas anadiendo 1 ml de medio SOC e incubando a 37°C durante 1
hora en agitacion.

4. Transcurrido este tiempo, las bacterias transformadas, fueron centrifugadas
a bajas revoluciones en microcentrifuga, resuspendidas en 100 ul de LB y
plaqueadas. Generalmente se plaquean 25 ul por placa, y se incuba en estufa a 37°C

durante aproximadamente 12 horas.
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1.4.CONFIRMACION DE LA TRANSFORMACION BACTERIANA Y
SECUENCIACION CONFIRMATIVA DEL INSERTO MAGE-1.
Varios clones fueron seleccionados y chequeados para la presencia de
plasmido recombinante. Eran dos las confirmaciones que habia que hacer:

determinar la presencia del inserto y comprobar que se trataba de Mage-1.
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