GRAFICAS Y TABLAS

EXPRESION DE ANTIGENOS HLA.

Anexo 2:
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GRAFICAS Y TABLAS

Anexo 3: RELACIONES ESTADISTICAS ENTRE
LAS VARIABLES RE ESTUDIO.
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FOTO I: MFLANOMA HLA CLASE I NEGATIVO

a) Debajo de 1la epidermis, que aparece

fluorescente se observan algunas células de melanoma
positivas con el anticuerpo monoclonal anti-clase I

W6/32, en un porcentaje inferior al 25 %. X 400.

b) En este caso todas las células del melanoma
expresién de HLA clase 1. El1 A&res

han perdido 1la
a cepa basal de la epidermis

fluorescente corresponde a 1

normal que cubre en esta zona al tumor. X 400.







FOTO II: MELANOMA HLA CLASE I POSITIVO.

1) Epidermis no afecta que
aparece fluorescente por
expresar sus células las
moléculas  HLA

X 200.

clase T,

3) Area

melanoma HLA clase I posi-

superficial del

tivo donde se ha borrado

totalmente 1la estructura

de la epidermis. X 200.

5) Area ulcerada, donde se

observa la rotura de 1la

capa cornea suprayacente

al tumor. X 200.

2) Noédulos de células de

melanoma HLA clase I posi-
tivos que invaden 1la epi-

dermis. X 200.

4) Las células del melanoma

han invadido 1la dermis.

£1 nivel de expresidén de

HLA de <clase I

antigenos

es superior al 90 %. X 200.

6) Los nédulos del melanoma

mas profundos presentan

algunas células con debil

expresién de moléculas HLA

clase I. X 200.







FOTO 3: MELANOMA HLA CLASE II POSITIVO.

Patrén heterogeneo. El anticuerpo monoclonal
empleado para estudiar la expresién HLA <clase II ha
sido el GRBl.

a) Zona profunda de un melanoma con un
porcentaje de células HLA clase II positivas entre
el 50 - 75 %, X 400,

b) Area superficial de otro melanoma donde

la expresién de moléculas HLA de clase I1I se presenta

entre el 25 - 50 % de las células. X 400.







FOTO 4: METASTASIS DE MELANOMA HLA CLASE I NEGATIVA.

Las células de 1la metdstasis ganglionar
no expresan moléculas HLA de clase I y por ello no
aparecen fluorescentes. El nédulo de células positivas
son linfocitos, como se comprobé al reaccionar con
el anticuerpo monoclonal GRT2 que reconoce el antigeno

panleucocitario. X 200.







F . »
OTO 5: METASTASIS DE MELANOMA HLA CLASE I POSITIVAS

a) Metdstasis ganglionar HLA clase I o-
sitiva. X 400. ‘

b) Metdstasis cutdnea donde varios nédulos
para HLA clase 1 en la

en la dermis son positivos

mayoria de las células. X 200.







FOTO 6: METASTASIS DE MELANOMA HLA CLASE II NEGATIVA.

Se aprecian dos noédulos de una metdstasis
janglionar que son negativos para HLA clase II. Las
ireas fluorescentes que delimitan los nddulos se

orresponden con tejido de ganglio linfatico. X 200.







FOTO 7: METASTASIS DE MELANOMA HLA CLASE II POSTTIVA.

Metdstasis ganglionar con la mayoria de

las células positivas para HIA clase II.







FOTO 8: LINEA DE MELANOMA Ml.

Se observan las células de 1la linea de

melanoma M1 en cultivo, adherentes y de morfologia

epiteliode. Fotonrafia en microscopio de contraste

de fase. X 200.







FOTO 9:

FOTO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA LINEA Ml.

En esta foto se aprecian melanosomas
su tipica estructura fibrilar en el citoplasma de

las células de la linea de melanoma Ml.







FOTO 10:

ANALISIS INMUNOQUIMICO.

El anticuerpe monoclonal empleado para

la inmunoprecipitacién fue el GRHI.

Linea C:

Controles de peso molecular.

Patrén de bandas de unos 1linfocitos control
correspondiente a las moléculas HLA de clase I.
La banda superior de 45k es la cadena pesada
(H) y la banda inferior de 12k es la Beta 2
microglobulina (f2m).

Inmunoprecipitado de wuna 1linea de melanoma
con baja expresién de antigenos HLA de clase I.
Las bandas tanto de 1la cadena pesada como

de la PZm son muv debiles.

Al tratarse de 1la 1linea de melanoma Mi,

gue es HLA clase I, no se observa ninguna

banda.







FOTO 11:

Southern Blot para los genes HLA de clase I
de las linea de melanoma Ml.

No se aprecian reordenamientos de los genes
HLA de clase I en la linea de melanoma M1l. Los patrones
de bandas de la 1linea de melanoma M1 obtenidos con
los enzimas de restriccién BamhI, PstI y Pvull son
similares a los que aparecen con las células normales

autoloqas.

Tumor (Linea M1)

Polimorfonucleares autologos.







Southern Blot para los genes HLA-DR.

No se aprecian diferencias ertre las bandas
para 1los genes HLA-BR de la linea de melanoma M1

y las obtenidas cou los polimorfonucleares aucologos.
M: Linea de Melanoma M1
C: Polin rfonucleares autolc.

Las cifras son los controles de peso molecular

exp.esados en kilobases (kb).
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La expresidén de antigenos HLA en células
de Melanoma_ Maligno, desde las primeras descripciones
(Winchester y cols., 1.978) (Wilson y cols., 1.979),
se ha interpretado de forma distinta.

En MM primitivos, en general, siempre se
han encontrado niveles de expresién altos de éntigenos
HLA de Clase I (Parmiani y cols., 1.986), y'en menores
proporcicnes en sus metdstasis (Ruiter y cols., 1.984)
(Van Duinen y cols., 1.988). Nosotres, hemds encontrado
en MM  primitivos expresién de Clase I en mas de
la mitad de las células del 70 % de los tumores;
en MM metastdsicos observamos menor expresidén de
Clase I que en tumores primitivos, encontrando gque
las metdstasis ganglionares presentaron un mayor
porcentaje de c£asos HLA Clase I positivos que 1las

metadstasis cutdneas. Nuestros datos coinciden con

la bibliografia.

En la expresién de antigenos HLA de Clase

I en los melanomas fenotipados, no hemos encontrado

—

diferencias entre los patrones de reaccidén del Ac.Mo.

GRH1 que reconoce la Beta 2-microglobulina Yy el Ac.Mo.

W6/32 gque reconoce l1a cadena pesada del antigeno

HLA de Clase I. Hemos detectado en algunos melanomas
asi como MM

un patrén hetereogéneo de expresion,
fenotipo diferente para HLA Clase
este nivel de hetereogeneidad

primitivos con un

I al de sus metAstasis, Y

surgié también entre diferentes metdstasis procedentes

del mismo paciente. Estos datos Sorn similares a 1los




obtenidos por Natali (Natali y cols., 1.985) en mela

nomas '
y descritos en otros tumores sélidos (Pérez

y cols., 1.986) (Gutierrez y cols., 1.987), no son

un exponente de la evolucién de los tumores

P

més que

que se ~fectia en varias etapas. Cada una de estas’
etapas, estd representada por una clona celular que
muestra diferencias fenotipicas, morfoldgicas ¥ de
potencial metastdsico con 1la precedente, a la que
paulatinamente sustituye por su mejor adaptacién
al crecimiento o por ofrecer una mayor resistencia
a las defensas del huésped (Nowel y cols., 1.976).
El patrén de exp: i6n heterogéneo de las moléculas
de Clase I y 1las diferencias encontradas entre MM
primitivos y sus uwtéstasis autélogas, son exponentes
de las diversas fases de transicién dentro del esquema
de progresién tumoral (Klein y cols., 1.985)(Natali y cols
1.983).

Si la expresién de Clase I es una situacidn
normal en el melanccito (Bronstein y cols., 1.983), su
pérdida estd ligada a la evolucién de la enfermedad,
de forma que células tumorales que no expresen Clase
I, escapan al control del sistema inmune, pues no
seran destruidas por los linfocitos T citotéxicos

y aumentardn en numero considerable, hasta el total

predominio de la poblacién celular del tumor. Estudios

anteriores han relacionado los niveles de expresion

de Clase I sélo con el Hivel de Clark y Espesor
(Ruiter y cols., 1.982) (Brocker y cols.,
1.986) (Holzmann y cols.,

de Breslow
1.985) (Lépez-Nevot y col.,
1.987) (Brogelli y cols., 1.988), de forma que la
expresién de Clase 1 disminuye a medida que aumenta
el espesor y la invasién en profundidad, aunqueé Natali
1.985) afirmé que 1la expresién de

(Natali y cols., ;
mbios histol6gicos

Clase 1 es independiente de los ca

338.




del tumor y de sus caracteristicas evolutivas.

La expresién de Clase II, es re. - ida

MM primitivos y mayor en MM metastisicos

en

(Brocker
y c¢ols., 1.985). Otros autores no han encontrado

diferencias significativas en 1la expresidén de Clase
II en MM primitivos y metastdsicos (Natali y cols.,
1.985). Wilson (Wilson y «cols., 1.979) encuentra
un mayor numero de casos HLA-DR positivos en MM primi-
tives que en MM metastdsicos. Las diferencias se
deben al empleo de técnicas diferentes y a la gran
hetereogeneidad de expresién de 1los antigenos HLA
de (Clase II. En nuestra muestra, encontramos que
la expresién de moléculas de Clase II es mds frecuente
en MM metastdsicos que en MM primitivos. Detectamos
mayor expresién en metdstasis ganglionares que en
metdstasis cutdneas, y dicha expresién fué hetereo-
génea. Por lo que nuestros datos coinciden con Brocker,
que define a los antigenos HLA de Clase II como marca-

dores tardios-intermedios (Brocker y cols., 1.985).

Los melanocitos normales no expresan Clase
II, en los melanomas se puede considerar como un
proceso de neoexpresién; parece ser, dJue la causa
Gltima es el interferon gamma produciao por 1los linfo-

citos del infiltrado (Vreeswijk ¥y cols., 1.988).

En estudios anteviores, se ha relacionado

1a expresién de Clase II con el espesor ¥ nivel de

invasién (Brocker 7 cols., 1.985) (Holzmann y cols.,

1.987) (Brogelli y cols., 1.988) (van Duinen y cols.,

do gque a medida que aumenta el nivel

1.988), encontran
aumenta 1la

de invasién y espesoOr tumoral, tambien
de Clase 1II, asociandose con 1la evolucién

expresiodn




de la enfermedad y aparicién

tasis (Brocker y cols., 1.985).

Se ha visto que cuando aumenta 1la expresién
de Clase II disminuye la de Clase I (Van Duinen y
cols., 1.988), posiblemente por que 1las células de
Clase 1II, al carecer de Clase I, no se destruyen
por los linfocitos T citotéxicos, por lo que continuan
reproduciendose lejos de la inmunovigilancia. Nuestros
datos, coinciden con 1los encontrados en 1la biblio-

grafia revisada.

Analizaremos nuestros resultados de MM
primitivos y MM metastdsicos, de acuerdo con los

dato. bibliograficos, distribuyendolos en tres grupos:

MM Primitivos

El primer grupo formado por aquellas variables

en las que no hemos podido establecer ninguna rela-

cién con la expresién HLA, que incluye: Sexo, Forma

anatomoclinica, Pigmentacidn, Caracteres feriotipicos,
Tipor de evolucién, Citologia y Mitésis. Hemos encon-
trado estudios anteriores, que relacionan la expresién
de Clase II con falta de pigmentacién, citologia
epiteliode (Houghton vy cols., 1.982), forma anatomo=
clinica tipo MN (Melanoma Nodular) (Brogelli y cols.,
1.988), situacién gque no hemos podido confirmar.
demds varialbles: Sexo, caracteres fenotipicos,
no se han relacionado

Las
Tiempo de evolucién y Mitésis

antes.

Un segundo grupo, constituido por variables

en las que si hemos encontrado diferencias, si bien




sin significacién estadistica dentro de

los méargenes

PR 2oy
€rror que nos permitimos , y que nos sugieren

que debemos continuar nuestro estudio, para con
’

una muestra mayor, comprobar la significacién. Entre

ellas:

Edad. aunque las diferencias no son estadis-
ticamente significativas, nuestros resultados sugieren
que cuando disminuye la edad aumentan las posibilidades
de expresar Clase II y son menores las de expresar
Clase I, por 1lo que el prondéstico seria mejor en
individuos de edad avanzada.

Localizacidn, N2 de Nevus, Exposicién solar

y ulceracidén. Estas variables no se han relacionado

anteriormente con la expresidén HLA.

Un tercer grupo, formado por variables

en las que hemos encontrado niveles de significacidn

pcr debajo de p = 0.05 y que por tanto, establecemos

una relacién valida, indiscutible, con la expresién
de antigenos HLA. Son la Termografia, Estadio Evolutivo,

Espesor del Tumor, Nivel de Invasién e Infiltrado.

La Termografia ha demostrado su valor pronés-

tico en MM. Encontramos una relacién inversamente

proporcional entre la expresién de Clase 1 por el

tumor y 1la produccién de temperatura, de forma que

con un margen de error del 8 por mil, podemos afirmar

gque MM con termogramas malignos no expresardn Clase

I. Con un margen de error del 2 %, podemos afirmar

2

con hipertermia inferior a 2 2C , no expre-

que los MM
No hay antecedentes bibliograficos.

saran Clase II.




El Estadio Evolutivo, influye en 1la expresidn

de Clase I, de forma que podemos afirmar,
margen de error del 8 %

con un
(superior a lo admitido por
nosotros; que los MM en estadio I expresan Clase
I. No encontramos diferencias en Clase II, posiblemente
per lo reducido de 1la muestra. Nuestros resultados
coinciden con los de la bibliogyrafia.

El Nivel de Clark, guarda wuna relacién

directa con 1la expresién de C(Clase II e inversa con

la de Clase 1. Encontramos, que todos los pacientes
con Clark inferior a 1III, expresaron Clase I, con
una p = 0.0037, por lo que podemos afirmar, con error
igual al 3.7 por mil, que los MM superficiales expre-
san todos Clase 1I. Pbr el contrario, con un margen
de error de 9.7 por mil, los niveles profundos no

expresaran Clase I. En general, nuestros datos estén

de acuerdo con la bibliografia, si bién, en la biblio-

grafia consultada, no encon®.ramos referencias a niveles
de significacién estadistica (Brocker y cols., 1.985)

(Brogelli y cols., 1.988).

El Espesor del tumor (Breslow), también

guarda una relacién directamente proporcional con
la expresién de Clase II, de forma que, de acuerdo

con nuestros datos, podemos afirmar que un tumor

menor de 3 mm, expresard Clase I, con un riesgo de
pero si mide mas cde 3

equivocarnos del 4 por mil,
expresarad Clase II con una probabilidad

nuestros datos coinciden

mm de espesor,
de error del 9 %. En general,
con la bibliografia, en donde encontramos un aumento
del Clase II, con una disminucién de Clase 1, a medida
or (Ruiter y cols., 1.982) (Brocker
1.987) (van Duinen

que aumenta el espes

y cols., 1.985) (Bolzmann ¥ cols.,
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y cols., 1.988).

Algunos autores (Ralfkiaer y cols., 1.937)
(Brogelli y cols., 1.988) no encuentran ninguna relacién

entre la expresién de Clase II y el espesor y nivel
de invasién.

El Infiltrado, medido de acuerdo con criterios

subjetivos, ha demostrado 1la mayor significacién,
de forma que todos los tumores gque expresaron Clase
I, tenian un infiltrado importante, que nos permite
afirmar, con un error de uno por cien mil que cuando
hay un infiltrado mediano o intenso, hay expresisn
de Clase I y en lcs que habia infiltrado, no habia
expresién de Clase 1II, con margen de error dél
3 %. Quizéds sea la variable mds estudiada con anterio-

ridad.

La composicién del infiltrado de MM es
de  tipo mixto e independiente de otros factores vy
estd formado por linfocitos T y células de Langerhans.
La proporcién entre T8 (supresor-citotéxico) es inde-
pendiente de 1las caracteristicas histoiégicas del
tumor o de la intensidad del infiltrado. No se encuen-

tran linfocitos B ni células NK (Ralfkiaer y cols.,

1.987).

Ruiter y cols., encuentran una asociaciébn
entre Clase I e infiltrado (Ruiter y cols., 1.986).
el infiltrado mononuclear
1.985). oOtros

En nevus pigmentocelulares ;

se asocia con Clase 1 (Brocker y cols.,
ninguna relacién entre el

autores, no encuentran
heshita y cols.,

infiltrado y 1la expresién de HLA (Kag
1.986).




Con la progresién del tumor,
los linfocitos del infiltrado peritumoral,

disminuyen

asi como
las células de Langerhans dérmicas y los linfocitos
con receptores para la interleuquina 2, y aumenta
el infiltrado en el interior del tumor. La precencia
de Clase II, se relaciona con el aumento de linfocitos
T8 y disminucién de receptores para la interleuquina
2, presencia .de interferon gamma, 1lo gque sugiere
una supresién de la respuesta inmune (Brocker y cols.,
1.988), como se habia demostrado anteriormente in
vitro (Taramelli y cols., 1.986). Hay una asdciacién
estadisticamente significativa (p 0.02) entre el in-
filtrado linfocitario intratumoral y 1la expresidn

de Clase II (Vreeswijk y cols., 1.988).

MM Metastdsicos

El primer grupo constituido por las variables

sin significacién estadistica, que incluye: Sexo,

Caracteristicas del tumor primitivo: Localizacién,
Pigmentacién, Espesor tumoral, Nivel de invasién,
Citologia, Ulceracidn; Caracteristicas de 1la metds-
tasis: Citologfa, Mitésis, Tiempo libre de metdstasis,
Tiempo dJde supervivencia. Solc hemos encontrado un

estudio anterior, con nivel de significacién entre

el tiempo de supervivencia ¥y expresién HLA, de forma

que 1la supervivencia era mayor en aquel grupo de
y baja expresion

pacientes con alta expresién de Clase I
de Clase II (Van Duinen y cols., 1.988). Las demds

variables no se han relacionado antes.

Un segundo grupo., formado por variables

encontrado diferencias, si Dbién
Localizacién ganglionar

en las gque hemos
sin significacién estadistica:
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6 cuta 3 i
anea de la metdstasis, encontramos que la expresién

de S ‘ 3
Clase , I1 es mayer en metéstasis ganglinnares que

cutaneas. Nuestros datos coinciden con la bibliografia

(Brocker y cols., 1.985).

Por 1dltimo, un tercer grupo constituido

por variables en las que hemos encontrado niveles
de significacidén por debajo de p = 0.05, son:

Edad, hemos encontrado mayor expresiodn
de antig:nos HLA de Clase I en metdstasis de individuos
mayores de 50 afios, por lo tanto deducimos, que dichas

metdstasis son de mejor pronéstico. No hay antecedentes

bibliogrédficos.

Estadio Evolutivo, influye en la expresidn

de Clase I, de forma que losMM en estadio II expresan
Clase I. No encontramOS diferencias en Clase 1I.

Nuestros resultados coinciden con la bibliografia.

Forma Anatomo-Clinica del tumor primitivo,

hemos encontrado gque la expresién de HLA-Clase 1II
es mayor en las met4istasis de los Melanomas de Extensién
superficial que en los Melanomas Nodulares. No hay

antecedentes bibliograficos que relacionen la forma

anatomoclinica del tumor primitivo con 1la expresién

HLA de sus metadstasis.

Actividad Mitética del tumor _primitivo,
g mas frecuente

vemos que 1la expresién de Clase b i
primitivos con actividad

en metastasis de tumores
antecedentes bibliogré-

mitética escasa. No existen

ficos.
LiCeos




En el sequndo apartado de est2 ¢t j
nos propenemos responder a la incognita, si ri:éjz;
expresién de moléculas HLA de Clase I y II, es causa
de un defecto de expresidén .0 responde a alteraciones
genémicas. Nos planteamos el desarrollo de un modelo
experimental in vitro, para el estudio mediante nuevas
técnicas: radiounién e inmunoprecipitacién, de la
expresidén de los antigenos HLA en melanomas y que

ademds permitiera investiger sobre la estructura

y los mecanismos de regulacién de los genes de histo-

compatibilidad.

Se establecié una linea de melanoma a partir
de una metéstasis ganglionar. Se mantuvo en cultivo
durante tres meses. La linea ML-1 estaba constituida
por células inmaduras dentro del esquema de diferen-
ciacién meldnica (Hougthon y cols., 1.984). Estas
células tenian una morfologia epiteliode y no estaban
pigmentadas. La microscopia electrénica detecté 1la

presencia de premelanosomas en Su citoplasma.

El anilisis de expresidn de antigenos HLA

en la linea se l1levé a cabo mediante 1la técnica de

radiounidn que permite cuantificar objetivamente

el grado de expresién.

los resultados previos logrados
ea ML-1 carecia de expresiodn

Los datos obtenidos confirmaron
con las técnicas

inmunohjistologicas. La lin
de antigenos HLA de Clase I y Clase II.

E1l estudio de cegulacién de expresién de
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los genes de histocompatibilidad, se

inicié con 1los
& P g
nsayos de induccién de expresién de antigenos HLA

de Clase I y II en la linea ML-1 con interferon gamma
recombinante.

Existen tres tipos de interferon: alfa,
beta y gamma. E1 interferon alfa es sintetizado por
leucocitos, el Dbeta por fibroblastos y el gamma por
linfocitos estimuladus con mitégenos o con anti-

genos (Baron, S. vy Dianzani, F., 1.977).

Los efectos del interferon gamma son diversos.
Tiene actividad antiviral aungue en menor grado que
el interferon alfa y beta (Rubin, B.Y. y Gupta, S5.L.,
1.980). Es citostdtico sobre todo frente a lineas
establecidas a partir de tumores sdélidos {ticer, V.
y cols., 1.985). A nivel del sistema inmune activa
ios 1linfocitos B, 1las células NK y 1los linfocitos

T citotéxicos (Friedman, R.M. y Vogel, S.N., 1.983).

De gran interés para el objeto del presente
trabajo es la induccidn que el interferon gamma produce

sobre la sintesis de los antigenos HLA.

La 1linea ML-1 negativa para 1los antigenos
ELA de Clase I, tras 1a incubacién con 50 unidades/ml
de interferon gamma recombinante durante 72 horas,

expresb moléculas HLA de Clase I. Estos datos crinciden

con los descritos por diversos autores (Giacomini

y cels., 1.985) (carrel, S. y cols., 1.985).

(alfa y heta), también

i6n de antigenos HLA clasc I (Giacomini

interferon gamma

El interferon tipo I
induce la expres

y cols., 1.984). Sin embargo, el
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posee mayor capacidad de induccidén que el interferon

tipo I, bajas désis de interferon gamma
expresién de antigenos HLA,

inducen ia

mientras que para producir
el mismo efecto se requieren altas désis de interferon

tipo I (Wallach y cols., 1.982) (Dolei y cols., 1.983).

Existe ademds un diferencia fundamental
entre 1los dos tipos de interferon, el interferon
tipo I presenta una correlacién directa entre su
efecto antiviral y su capacidad para inducir la sintesis
de antigenos HLA de Clase I (Bashman y cols., 1.982
a). En cambio, €l interferon gamma muestra una disocia-
cié: entre estos dos efectos, consigue inducir 1la
sintesis de anrtigenos HLA de Clase I a una désis
100 veces menor que la necesaria para lograr un efecto

antivira (Wallach y cols., 1.982).

El aumento de la sintesis de antigenos
HLA de Clase I mediado por el interferon gamma, no
guarda relacién con su efecto antiproliferativo,
y por tanto, se puede descartar dque los resultados
obtenidos en los ensayos de radiounién sean debidos
a uia seleccic¢n clonal durante el tiempo de incubacidn

de las células que mostraban mayor expresién (Bashman

y cols., 1.982).

El interferon gamma aumenta la sintesis

nos HLA de Clase 1 en gran variedad de tipos
En melanomas es capaz

de antige
celulares (Gresser, J.., 1.984).

de modificar la expresién de
1.985).

antigenos asociados

a melanoma (Herlyn, M. y cols.,

e interferon (I ¥y II) inducen

Los dos tipos @
a través

sintesis de antigenos HLA de Cclase 1
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del a: ipcid
aumento en la transcripcidén de sus genes a RNA

mensa j i
ajero. El mecanismo que produce el aumento de

. RNA-mensajero de 1los antigenos HLA de Clase I tras

la induccidén con interferon gamma es
cido.

descono-

En la linea ML-1, la expresién de antigenos
HLA de Clase I tras la induccidén con in.erferon gamma
recombinante, significa que 1los genes codificantes
estdn conservados y que 1a pérdida de expresidn proba-
“lemente se deba &2 un blogueo en la transcripcién
Jde estos genes a RNA-m. La confirmacién de que los
genes de HLA de Clase I no estaban alterados en la
linea ML-1 se llevd a cabo con la técnica de Southern
Blot. Estos datos coinciden con la biblicgra-
fia (Doyley cols., 1.985).

La causa de 1la falta de transcripcién del
RNA-m para los antigenos HLA de Clase I en los tumores

no se conoce.

El tratamiento con interferon gamma de
1a 1fnea ML-1 tembién di6 lugar a la expresién de
moléculas HLA Clase II. El efecto de induccién de

dichas moléculas fué mis intenso gque el detectado

para moléculas HLA de Clase I. Esta es una caracteris-
varias 1lineas

tica del interferon gamma descrita en

de diverso origen (Fellons Yy cols., 1.982). El inter-

feron alfa tiene un mayor efecto inductor sobre 1las

moléculas del MHC de Clase I que sobre las de Clase

11 (Heron y cosl.. 1.979).
La aplicaciédn terapéutica frente 2 los

4 basada en el efecto

tumores del interferon gamma est
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inductor de 1la expresién de moléculas de Clase 1I

del MHC, que favorece el reconocimiento de las células
tumorales por 1los 1linfocitos T citotéxicos (Tanaka,
K« 1.985),




CONCLUSIONES




En =
MM pr.mitivos, encontramos un nivel alto de

expresidén de antigenos HLA de Clase I y baja expre-
sién de antigenos HLA de Clase II.

La pérdida de expresién de antigenos HLA de Clase I
y la neoexpresién de antigenos HLA de .Clase II
en MM primitivos, esta relacionada con la progresién
del tumor y tiene wuna relacién directa con un
mayor nivel de invasidén y espesor tumoral. Cuanto
mayor es el infiltrado peritumoral, encontramos

mayor expresién de moleculas HLA de Clase I.

Existe una relacién entre expresién de moleculas

HLA y termografia, de forma que la presencia de
antigenos HLA de Clase I y la ausencia de Clase II
se relacionacon MM de termogramas benignos, 1lo

que confirma el valor prondstico de la termografia.

En MM metastdsicos, detectamos menor expresién
de molécuias de Clase I y mayor de Clase II que
en los MM primitivos. Las metdstasis de los pacientes
con mas de 50 afios, presentaron mayor expresidn

de moléculas HLA de Clase I, y por lo tanto mejor

prondéstico.

Los MM en Etapa III (Enfermedad diseminada), pierden

la expresioén de moléculas HLA de Clase I.

El tratamiento in vitro de células de MM con gamma=

interferon (linea M1) induce la expresién de molé-

culas de histocompatibilidad de Clase I y II.




La falta de expresién de moléculas HLA de Clase T

y II (linea M1l), no se debe a reordenamiento de

los genes que codifican los antigenos HLA de Clase I
v 1I.

Nuestros resultados muestran una relacidén entre

la expresién de antigenos HLA de Clase I y II

en c¢élulas de MM, de forma que cuando aumenta
la expresién de Clase II, se pierde o disminuye

la expresidén de Clase I.

La expresién de antigenos de histocompatibilidad
en la células de MM constituye un factor pronéstico
que permite afirmar una buena evolucidén para aquellos
tumores qgue expresen antigenos HLA de Clase I

y peor para los que expresen Clase II.
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