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I.- INTRODUCCICN




lEn 1845 Rudolf Virchow describié§ una enfermedad, que deno-
winé leucemia, sugiriendo que el mecanismo fisiopatolégico subye-
cente era un transtorno en la regulecién de la maduracién celular.
El progreso continua, & lo largo de mds de un siglo, en la bﬁsqqg
da de criterios morfolégicos ceda vez mds objetives, y en el desa

rrollo de técnicas de tincidn especificas que permitan una mayor

precisién en la identificacién celular, no ha hecho sino corrobo-

rar la teorfa de Virchow; sin embargo el mayor impulso cdado & es-
ta teoria hﬁ sido la introduccién de técnicas inmunoldgicas cape-
ces de identificer poblaciones celulares en base & su constitucidn
entigénica, La aplicac;én de estas técnicas en el agtudio de los

marcadores de la superficis calular ha hecho gvidante la dicoto-—
mfa T/8 del sistema inmune y ha permitido definir varics niveles

de le ciferenciacién celular, Ls utilizecidn de.ensayos funciona-
les junto al estudio fenotipico celuler ha hecho posible la defi-
nicién de subgrupos funcionalmente hetercgéneos dentro de poble—
ciones celulares homaogéneas en su morfologfa. E1 endlisis cﬁmuaqg
tivo del perfil fenotlpico de células normales y malignas ha lle-
vado a un mejor conocimiento de la diferenciacidén cslular y del -

origen celular de la lsucenia,




Basdndose en sus marcedores inmunolégicos las leucemlas y

linfomas se han podido subdividir en subgrupos de interés clinico.

En este campo de la diferenciacién celuler el mayor aven-
ce se ha conseguido en los‘&ltimos afios gracias a la tecnologfa
de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales introduci-

da por Kohler y Milstein (1975).

La posibilidad de disponer de una cantidad ilimitada de -
enticuerpos altamenta especificos y reactivos ha hecho su uso ex

tendido en el estudio de distintos sistemas biolédgicos.

Adenés de definir tipos celulares especificos, estadios -

egpacificos de la diferenciacidn celular y esstadios especificos

de la activacidén celuler, los anticuerpos monoclonales permiten

el aislamiento de moléculas de la superficie celular, el estudio
de la funcién de estas moléculas y modificar tanto in vivo como

in vitro la funcién inmune. Su aplicacidn el estudio del fenoti-
po de célules leucémicas ha llevedo & la definicidn de nuevos -
subgrupos de leucemias, y en la actualidad gren parte del conoci
miento de la fisiologfe y patologfa del sistema hemopoyético, es
pecialﬁente de las leucemias linféticas, se deriva de la investi
gacidn basada en la tecnologia de= hibridomas productores de enti

cuerpas monaclonales,
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1.- MARCADCOAES CELULARES EN EL ESTUDIO DE LA LEUCEMIA

1.1,- MARCADORES DE SUPERFICIE CONVENCIONALES

Le separacién de subpoblaciones linfocitaries es consecuen
cia de la observacidn de que distintos tipos de linfocitos podian
ser identificados en base a estructuras de membrena diferenciales.
Estas estructuras denominedas marcadores pueden dividirse de for-

ma general en dos categorias: receptores y antigenos.

Los receptores son estructures responsables de la unién a
partfculas como hematfes, y se detectan por técnicas de rosetas,
Los antifgenos de superficie , como las inmunoglobulinas de super-
ficie, los antfgenos de células T, y ctros antigenos de diferen—
ciacién, se detectan como xenoantigenos por anticuerpos heterdlo-

gos especificos dirigidos frente a ellos.

1,1.1.- INMUNOGLOBULINAS
a).- Inmunoglobulines de superficie
Los linfocitos B poseer: moléculas de inmunoglobulinas en -
su superficie, Estas son un marcador especifico pare las célules
de la lfnea B. Estas moléculas son unidades de reconocimiento del
antiéeno. y son companentes integrales de la memtrana sistetize--

das por la célula, en oposicién a las inmunoglobulines que puede
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adsorber la célula en virtud de sus receptores Fc.

La mayor parte de las células B poseen IgM é IgM e Ig0,~-
Una proporcién mucho menor de linfocitos B pueden expresér tan-
to IgG como IgA. Sin embargo la mayor parte de los linfocitos -
con 1gG de membrana le han adquirido pesivamente por adsorcidén
a través de réceptares para le freccién Fc de la IgG. Este IgG

adsorbida puede ser separada por incubacién a 372 y no es resin

tetizada por la célula (Kumagai et al, 1975).

Existen métodos para cuantificﬁr la densidad de inmﬁnnglg
bulinas como la inmunoperoxidasa (Dighiero et al 1980), 1la auto
rrediogrefia con Ac, marcados con Iodo radiocactivo (Thiel et =l
1977) y principalmente el citofluorésrafs y el seperador de cé-

lulas sctivas fluorescentes FACS (Herzenberg y Herzenberg 1978).

La deasided de inmunoglobulinas en células de la leucemia
1infética crénica es menor que en las linfocitns 8 normales, -
sin embargo les células de la leucemia prolinfocftice tienen una

mayor densidad de inmunoglobulinas,

b).- Inmunoglobulinas Citoplésmdticas.

El primer peso de la formacidn de inmunoglobulinas en la
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diferenciacidén B es la aparicién en el citoplasma de cadenas pe-

sadas de tipniﬂi_. La célule en este estadfc de diferenciacidn -

denominada célula preB posee cadenas (& intracitoplasmdticas pg

ro carece de inmunoglobulinas detectables. Estas célules se han

encontrado en médula ésea normal del adulto y es por esto por lo
que la médula Ssea se considera el equivelente de la burse de Fa
bricio de las aves [Paarl et al 1978). Los dltimos pasos en la -
ontogenia B lo constituyen las células linfoplasmociteides y.cé—
lulas plasméticas;‘en ellas el contenido citoplasmético de inmu- :

noglobulires incluye tanto cadenas pesadas como ligeras.

La deteccién de inmunoglobulinas intracitoplasmdticas es
indicador:dei origen B de la célula ya que las inmunoglobulinas
contindan siendo el mejor y mds especifico marcador de 1linse B.-
Sin embargo hey gque tener en cuenta que en el citoplasma des una
célula pueden existir inmunoglobulines por mecenismo diferentes
al de la sintesis: las célules dsl sistema mononuclear fagnciti-
co pueden contener inmunoglobulines por fegocitosis de inmunocom
plejos. Estas mismas células poseen receptores Fc y son capaces
de adsorber e interiorizer inmunoglobulinas por estg mecanismo,
La deteccidén de mds de un tipo de cadena ligera o de cadena pesa

da en el interior de una misma cédlula sugiere que la célula con-




tiene inmunoglobulines por ur. mecanismo distinto de la sintesis,
ya que cada célula B sintetiza un dnico tipc de cadena ligera y
pesada (aunque es conocido que pueden ocurrir cembios en el tipo

de cadenas pesadas, el tipo de cadena ligera permanece constante).

¢).- Inmunoglobulinas y Monoclenalidad,

La monoclonalidad refleja la expansidén prnliferativa de =

un clon de células, E1 proceso inicial puede afectar a una o va-
rias c#£lulas, pero el resultado finel es un clon dominante con -
caracteristicas idénticas a las de la célula progenitora. Las .-
leucemias y linfomas B son el mejnr ejemplo de la proliferacién

celular monocleonal, Las proliferaciones malignas de células B ex
presan uno o dos tipos de cadena pesada y solo un tipo de cadena
ligera, mientras que las poblacionss linfocitarias no neoplésicas
a rgactivas expresan todo el espectro de cadenas pesadas y llige-
raes (polislnnales). La monoclonalidad puede afirmarse en un sen-
tido absoluto por la utilizacién de un suero enti-idiotipo. Asf

la identificacién de linfocitos B que poseen idiotipos comunes a
los producidos por células plasméticas en el mieloma miltiple, -
sostiene la ioea de ﬁue el mieloma mdltiple es una neoplasia de

c8tulas B con cdlulas en diferentes estadfos de diferenciacidn -
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(Holm et al 1977). La célula diana de la transformacidn maligna
serfa menos madurea que el tipo celular del clon dominante,

La observacién de que en uia proliferacién clonal se pue-
den expresar dos cadenas pesadas en una misma célula es compati-
ble con los estudios que han demostrado la existencia, en la di-
ferenciacién B normel, de un desvio secuencial en la produccidén
de cadenas pesacas, controlado a nivel genétizo (genes de la re-

gién C). El luger de combinacidn antigénica o idiotipo (secuen—

cia hipervariable de la regién V de la molécula de inmunoglobuli

na) es constante.

Es esta constancia del idiotipo expresuado por las células
neopldsicas (Fu et al 1974), la que permite la identificacién de
célules B malignas, que al carecer de identidad morfolégica, pus
den pesar desapercibidas en una poblacién policlonal mixta, As{
£l uso de suero antiidiotipo puedé detectar un marcador asociade
8 tumar., Sin embargd en la prdctica este antisuero es diffcil de
conseguir y es el patrén monoclonal de las inmunoglobulinas de o
superficie (una snl= cadera ligera) el mds usado como indicador
de la naturaleza necpldsica de un proceso proliferativo, La res-
tricciéntmonoclonal a un soclo tipo ds cadena ligera es de.grea -

valor diegndstico. Asi es posible distinguir el mieloma mdltiple
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de una plasmocitosis reactiva entes de que éxistan todos los cti
terios clinicos y morfoldgicos necesarios para el diegndstico -
convencional de mieloma (Canele y Collins 1974) . Del mismo modo

el reconocimiento del patrén monocldnal puede distinguir una 1lin

focitosis reactiva de une leucemia 1infdtica crénica incipiente.

1.1.2.- RECEPTORES PARA HEMATIES DE CARNERO

Después de la primera observacién de la formacién espontd
nea de rosetas con hematies de carnero por linfocitos humanos -
(Bach et al 1969), se publicaron numerosos trabajos referentes a
este primer marcedor de los linfocitos T humanos (Cuombs et al
1970; Brain et al 1970; Lay et al 1971: FrBland 1972; Yoncil et

al 1972; Silveira et el 1972).

E1 fendmeno de la formacidn de rosetas espontdneas no se
inhibfa con la adicién de suero anti-inmunoglobulina (Coombs et
&l 1970) y se demostrd que los linfocitos formedores de rosetas
eran diferentes de equellos que posefan {nmunoglobuliras de su--

perficie o receptores para el complemento (Fr8lend 1972, Yondal

et el 1972, Silveira et al 1972). Las célules formadoras de rosg

tas se situaban en el timo y en édrees timodependientes de los te

jidos 1linféticos {Lay et al 1971, Silveita et al 1972). E1 suero
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anti T inhibfa el fendmenc de rosetas a varias diluciones (Aduti

y Wigzell 1973, Wick y Gattringer 1977). Los antigenos de células
T y el receptor para hematfes de carnero esteban en las mismas cé
lulas pero se redistribufan en diferentes dreas de la membrana ce

lular,

El porcenteje de linfocitos formadores de rosetas en san—
gre,periférica varia entre un 50 y un 80%, segin los laboratorios,
ya que la formacién de rosetas E es el patrdn frente al que se -
prueben nuevas técnicﬁs. hay que tener en cuenta que el test de -
rosetas E no es especifico de células T ya que los fibroblestos,-
células perenquimetosas de higado y pulmdn también forman rosetas
con hemetfes de carnero (Woda et al 1977). Ademés cuando se exami
nan poblaciones celuleres leucémicas de sangre periférica c médu-~
le 6sea, hey que considerar que la poblacidén formaedora de rosetas

puede ser heterogénea por la presencia linfocitos T residuales,

1infocitos T activados y cualquier célula neopldsica formadora de

rosetas., En estes circunstancies el porcentaje de rosetas € puede
ser desorientador. Por otra parte no todos los linfocitos T poseen
el receptor E como puede comprobarse con la utilizacidn de suero

especifico anti T (Rodt et-al 1975) y existen leucemies T que ca-
recer. de este marcador por lo que nunca debe usarse solo sino asg

ciado a otros marcadores T,




1.1.3.- RECEPTORES PARA HEMATIES DE RATON

La primera observacidn de la formacién de rosetas con he
matfes de ratén se realizé con células de la leucemia linfdtica
crénica (Stethopoulos y Elliot 1974)

El origen B de las células que poselan receptores cara he

nat{es de retén (receptor M) se demostrd por experiencias Jde do-

ble marcaje en las que se observaba que los linfocitos forﬁuda-—
res de rosetas con hematies de ratén expresabar IgM, IgD o ambas
en su superficie (Dobozy et al 1975, Forbes y Zalewski 1975, Ber .
toglio et 2l 1977). En estas ﬁismas experiencias se demostrd que
solo una subpoblacién de aproximadamente el 5% de linfocitos B -
periféricos normales era cepaz de formar rosetas con hematfes de
ratén, ya que el receptor, ¥ aparece durente la ontogenia, al me
nos tan precozmente comg la IgM de superficie (Gupta et el 197¢5)
el receptor M debe caracterizar un estad{o de linfocito B inmadu
ro. Asf{ los altos porcentajes de rosetas M obtenidas con células
de la leucemia linfédiica crénica B deben correlacionarse con un

fenotipo menos madure que el de los linfocitos B normales ce san
gre periférica, Este marcador es por tento de gran importancia -
en el diegnédstico de las leucemias linfdticas crdnices. Es inte-

Fesante sefialer que en las células de la leucemia linfoblédstica




prel, se puede indurir la expresidén de receptores M por cultive
en cémaras de difusién implantades en ratones irrediados (Thiel

et al 1981),

1.1.4,~ RECEPTORES PARA LA FRACCION Fc DE LAS INMUNOGLOBU

LINAS Y PARA EL COMPLEMENTO.

Los receptores para la fraccidn Fc de la molécula de IgG
estér. presentes en la mayor parte de las células hemopoywéticas,
incluyendo granulocitos, monocitos, macrdfagos y linfocitos
(Boyden y Sorkin 1964, Uhr y Philipps 1966). Este mercador por
tunto. . no es especffico de linea celular y tiene un valor limi
tado en el diagnéstico inmunolégico. En un principio la mayor -
expresidn de este recéptor en linfocitos B se considerd de uti-

lidad pera distinguirlos de los linfocitos T (Dickler y Kunkel

1972).

En 1970 se demostrd la existencia de receptores para el
complemento en linfocitos de distintas especies (Bianco et el -
1970).

Esté poblecién tenia idéntica distribucién tisular que -
los linfocitos B humanos (Silveira et al 1972).Se han identifi-

cada receptores para los distintos productos de la fraccidén C3




C3b, C3d) y para C4 (Ross et al 1973, Bokisch y Sobel 1974).

Aunque los receptores para el complemento se considera--
ban tipicamente ausentes de los linfocitos T, ensayos de doble
marcaje han demo;trado su =oxistencia en una pequeria subpoblacidn
de células T (Chieo y Good 1976, Rabellino et al 1978). Los re-
ceptores para el complemento son expresados también por monoci-
tos, macrégagos y granulocitos.

Al igual que los receptores Fc, los receptores pera el =
complemento no son especificos de linea celular, sino que estén
en relacién con el grado de madurecién celular (Rabellino et al
1978, Gelfand et el 1974, FrBland y Natvig 1973). Sin embargo -
estudios postericres demostraron que los receptores pare la frac
cién Fc ce la inmunoglobulina G van expresados en los linfoci—
toes T activados y que existfen receptores Fc pera la Igh en la

mayor parte de células T, La presencia de receptores Fc para la

IgM o0 IgG estd en relaciédn con la ectividad funcional de los =~

‘linfocitcs 7: las cSlulas con receptores para la IgM intervie—
nen como cocperadoras en la diferenciacidn de los linfocitos B
hacie células plasmdticas, mientras que las que poseen recepto-
res Fc para la IgG ectdan como células supresoras (Moretta et

al 1975).
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Ademds la expresién de receptores Fc propcrciona informa-

€ién acerca del nivel de maduracién dentro de una l{nea celular,
Los precursores granulocfticos adqyieren los receptores Fc duran
te su maduracidn,‘de la misma forma, solo los linfocitos gue han
adquirido su maduracién furcional expresen los receptores Fc

(Yodoi et al 1978).

1.2.- MARCADORES HORMONALES Y BIOQUIMICOS

A pesar de que es conocido desde hace tiempo el efecto su
pfesor de los glucocorticoides sobre células linfoides, los re--
ceptores hormonales en linfocitos sélo se han comerizado a estu——
diar recientazmente. Los receptores para glucocorticoides son pro
tefnas citoplasméticas esoeeificas, necesaries para le accién -
hormoneal en tejidcs_sensibies. La uniédn al receptor va seguida -
de una inhibicién de diversas funciones de sintesis y de trans—
porte (Blackstock y Humphrey 1982), Algunos eutores encuentran -
Que la respuesta a la terapéutica con glucocorticoides en los -
sfindromes linfoproliferativas estd en relacidn con los niveles -
de receptores para glucocorticoides (Lippman et el 1978, Nakao
et al 1981, Yabro et al 1977). Asf, los receptores para glucocor

ticoides tienen significacidn prondstica entre ciertos grupos in




munolsgicos de la leucemia aguda linfobldstica (LAL) infantil -
(Lipmman et al 1978).

La LAL CALLA & tiene niveles mayores de receptores que
la LAL nula o T (Bloomfield et el 1980).

Se han descrito algunos marcadores bioquimicos en células

leucémicas. E1 glicolipido vsialo GM1 se encuentra en células de

la LAL T y LAL no T no B, pero no en otras células leycémicas -
(Nekahara et al 1980). También se han descrito alteraciones en -
los carbohidratos de membrana de células leucémicas, como dismi-
nucién de los ganglidsidos (Hildebrand et al 1972), de los anti-
genaos que contienen carbohidratos (Gaisen ét al 1977) y de las =

receptores para la toxina del cdlera (Revesz et al 1976).

1,3.- MARCADCRES ENZIMATICOS

La determinaciﬁn de la preséncia de ciertos enzimas, como
1la mieloperoxidasa o las esterasas inespecf{fices por métodos ci-
toqufmicos, se ha demostrado extreordineriemente Gtil pera la di
ferenciacidn de la leucemia agude no liﬁfobléstica (LANL) de le
LAL. Sin embargo el endlisis de marcedores enzimdticos no se ha
demostrado tan Gtil como el andlisis de los marcadores inmunold-

gicos en la subclesificacién de las leucemias, Los estudios citg'




quimicos de distintas células hematopnyéticas han demostrado gque
la distribucién de determinades enzimas difiere de un tipo celu-
lar a otro pero no es exclusiva de ninguno. Estudios realizados
ucilizando técnicas bioquimices sugieren que la actividad especi
fica total de les enzimas también difiere entre lac distintos -
subtipos inmunoldgicos celulares,

Las enzimas méds estudiadas en la actualidad son la deoxi-
nucleotidil transferasa terminal (TdT), 5°nucleatidasa (5°N), a-

denosina deaminasa (ADA) y Purina nuclecsido fosforilasa (PNP).

1.3.1.~ DEDXINUCLEOTIDYL TRANSFERASA TERMINAL (TdT)

La enzima intracelular mds extensamente estudieda es la -

TdT. Es una ONA polimerase que a diferencia de otras DNA polime-
resas es capaz de catalizar la unidn de moléculas de deoxirribo-
nucledtido trifosfato al 3'0H terminal de una cadena de DNA sin

necesidad de otra cadene de DNA que le sirva de molde.

La actividad TdT puede ser medide en una poblacién de cé-
lulas por andlisis enzimdtico cuantitativo o de forma individuali
zada utilizendo anticuerpos especificos mediante la técnica de -

inmunofluorescencia. La TdT se encuentra en timocitos y en un= -




poquefio porcentaje de células de médula dsea, pero no en linfoci

tos maduros. Se ha demostredo aumento de la actividad TdT en l&

mayor perte de los blastos de la LAL, en linfomas de fenotipo in
maduro y en la crisis bldstica (CB) de la leucemia mieloide cré-
nica (LMC). Ya oue las células de la LAL comin, LALT algunas LAL
preB y las de la crisis bléstica de la leucemia mieloide crdnica
(cB-LMC) poseen ectivicad TdT se ha sugerido la existencia de -

una via de diferenciacién comin (Bollum 1979).

En la CB-LMC la TdT tiene un valor predictivo de la res——
puesta a la quimioterapia (Marks et &l 1978). Sin embargo las me
didas repetidas de la actividad TdT en células de sangre o médu-
la 6sea no han probado su utilidad en la LAL infantil (Hutton et
al 1982), La TdT es de utilidad pare distinguir las leucemias e-
gudes linfoblédsticas de les mieloblédsticas (Bqllum 1979). Sin em
bargo la demostracién de células de positivas en un 10-20Y de -
enfermos con leucemia eguda no linfobldstica sin cromosoma Fila-
delfia (Bradstock et al 1981) limita la interpretacién de la po-
sitividad pera la TdT como indicativa de filiacién a una linea -~
celular concreta, cuando otros marcadores, morfoldgicos, citoau_I_
micos o inmunolégicos, estén ausentes. La actividad TdT decre-—

ciente a lo largo de ia diferenciacidn de la linea T hace que es




te marcador sea de valor pera la determinacién cel gracdo de madu

rez celular,

As{, los timocitos y los linfoblastos T tienen la mayor ag
tividad TdT mientras que los linfocitos T periféricos o las célu
.las del Sincdrome de Sezary tienen muy escasa actividad TdT (Bo=—
1lum 1979). Los 11nfncitqs B no poseen normalmente la enzima y -
la TdT estéd ausente o prasénte en muy bajes concentraciones en -
el linfome de Surkitt, leucemia linfética crénica B, tricoleuce-

mia y mieloma mdltiple.

1.3.2,- 5*NUCLEOTIDASA (S°N), ADENOSINA DEAMINASA (ADA) y

PLRINA NUCLEOSIDO FOSFORILASA (PNP).

5N es una enzime del metabolismo de les purinas. Se le -

~ considere una ectoenzime ya que estd ligada'a la membrana celu—

lar con su centro ectivo hacia el espacic extraceluler. Esta ec-
toenzima cataliza la defosforilscién de los S°nucledtides para -~
producir los nucledsidos correspondientes (Gutensohn et al 1983) .
Se expresa en muchos tejidas humanos pero sdlo en algunos linfo-
citos (Silber et al 1975). Los linfocitos B periféricos tienen -
meyor ectividad que los linfocitos T (Thompson et al 1979). Una

disminucidén de la actividad 5°N se observa en le leucemie linfé4-




tica crénica (Kauter at-=al 1979) en la LALT (Reaman et-al 1979)
en la leucemia eguda mielobléstica y en la crisis bldstica CALLA
negativa de la leucemia mieloide crdnica. En la leucemia aguda

linfobléstica comdn y en la crisis linfoblédstica de la LMC se ob

serva una alta actividad 5°N (Gutensohn y Thiel 1981). Asi la u-

tilidad fundamental de este marcador radica en la capacidac para
distinguir leucemias agudas linfobldsticas de las no linfoblédsti

ces,

La enzima adenosina deaminasa (ADA) canviertg-la adenosi-
na en inosina y la deoxiadenosina en deoxinosina, es ésehcial pa
ra la diferenciacién de células linfoides particularmente linfo-
citos T. La actividad ADA refleja tanto el origen T 6 8 de una -
poblacién celular, como suv grado de maduracién. Los timocitos -
tienen mayor nivel de ADA que los linfocitos T madures, que a su
vez poseen nivaies superiores de actividad gue los linfocitos B
periféricos (Tung et al 1976). Niveles normales o bajos de esta
enzima se encuentran en la LAL-8 (Coleman et al 1978), leucemia
1infética crénica (Tung et al 1976), tricoleucemia y mieloma mdl
tiple (Meier et el 1976) mientras que en le leucemia linfobldsti

ca aguda no T no B se encuentraa niveles relativamente elevados.




La Purina nucledsido fosforilasa (PNP) ectéa secuenciael-
mente con la ADA en el metubplismo de las purines. Estd presen-
te en linfocitos T periféricos, descendiendo sus niveles en las
célﬁlas T inmadurés. Aunque los linfocitos B periféricos, y las
célules ce la leucemia linfética crénica no son positivas para

la tincidn histoquimica para PNP (Borgers et al 1978), se ha o=

demostrado que lfneas linfobldstoides de origen B y linfoblédsti—

cas no T no B tienen unos niveles da ectivided PNP comparables

e los de linfocitos T periféricos (Blatt et el 1980).

- 1,3,3.- ENZIMAS LISOSOMIALES Y FOSFATASA ACIDA

Las enzimas lisocsomiales son Gtiles en la identificacién
de células hemopoyéticas, funcamentalmente células del sistema

fagocftico.

La Hexpsaminidasa es una hidrolasa écida de la que exis-
ten tres isoenzimas (A,I,B] que tienen perfiles caracteristicos
en granulocitos normales, linfocitos y timocitos. E1 patrén iso
enzimdtico es dtil en la distincién de subgrupos inmunolégicos
de le LAL (Ellis et al 1978, Besley et al 1978). Los niveles de
este enzima son elevados en le LAL comin y en algunos casos de

LAL nula pero no en ia LAL-T o LAL-8.




La reaccidn a la fosfatasa écida puede ser positiva en cg

lules T, incluyendo linfoblastos, linfocitos normales transforma

dos con fitohemaglutinina, células del Sindrome de Sézary, y lin

focitos atfpicos de la mononucleosis infecciosa (Yam 1974, Caw——

tovsky et al 1978), La fosfatasa dcida estd ausente en la mayor

pérte de los casos de leuvcemia linfdtica crénica, aunque existe

una forma resistente al tartrato gue se encuentra en células de
algunos enfermos con leucemia linfética crénica B y en la trico-
leucemia (Yam 1974), La fuerte positividad focal de distribucién

paranuclesr es caracterfistico de la LAL-T (Catovsky et al 1978).

1,4,- ANTIGENOS DE DIFERENCIACION DEFINIDOS POR HETEROAN-

SUERQOS

En 1963 se descubrid la existencie de un sistema antigéni
co en el ratén, expresado en células tfmicas, en algunas leuce—
mies y en tejido nerviovso, y controlado genéticamente por dos a-
lelos (Reif y Allen 1953). Este antfgeno Theta es especifico pa-
re las células T del retén (Ralf 1969). No se ha descrito un-sig
tema aloentigénico similar en el hombre., £n los dltimos efios se
han aobtenido xanoantisueros.con especificided para linfocitos T

y B humanos mediente inyeccidn de timocitos humanos, lineas celuy
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lares, cerebro o fragmentos celulares en especies xenogénicas,
El antisuero as{ obtenido requiere absorciones repetidas para a-
segurar su especificidad, Le mayor parte de estos antisueroé se
dirigen frente a éntigenos estables de la superficie celular de
Vnaturaleza glicoproteica. Estas estructuras de superficie estén

relacionadas con la diferenciacidn celulsr por lo que se denomi-

nan antigenos de diferenciacién. Estos antigenos de diferencia—

cién son diferentes de los mntigenos especificos de especie y de

los antfgenos de histocompatibilidad.

1.4,1,~ ANTIGENOS DE CELULAS T

En 1973, se obtuvieron los primerps antisueros anti célu-
las T humanos {Aiuti‘y Wigzell 1973, Williams et al 1973, Smith
et a1‘1973], producidos en conejos por la inyeccidn de timocitos
o linfocitos T humanos. Estos antisueros precisaban absorciones
reiteradas para asegurar su especificidad, siendo la reactivided
residual solo dé&bil, Con este antisuero se identificaban eproxi-
madamente el 80% de los linfocitos de sangre periférica, el 90%
de células tfmicas, 50% de células de amigdals y 20% de los lin-
focitos de médula dsea. Mediante hiperinmunizaciones con timoci-

tos se prepard otro antisuero BSpecifico de células T y que no -




roaccionaba con otras célulaes de sangre periférica o médula dsea
(Rodt et el 1975).

Los estudios de inmunoprecipitacién para la identifica=-—
cidn de los antfgenos especificos de células T, revelaba gque el

antisuero reaccionaba con seis glicoprotefnas diferentes de timo

citos y células T periféricas (Anderson et al 1980). Esto confir

ma el hecho conocido de que los antisueros clédsicos reaccionan

con varios determinantes antigénicos, 8-difersacla del patrén de
reaccién unifocal de los anticuerpos monoclonales. Métodos simi-
larzs se usaron para preparar antisﬁeros que déFiniaran subpobla
ciones de células T, Uno de los mejor caracterizados, anti TH2,

reaccionaba con el 90% de los timocitos pero sdlo con algunes cé
lules T de sangre periférica (Evans et el 1978), El subgrupo T =
reactivo tenfa ectividad citotdxica, mientras que las células -
TH2 negativas proliferaban en el cultivo mixto linfocitario y ac
tuaban como amplificedoras del subgrupo TH2 citotéxico. Se produ
Jeron antisueros frente a entigenos de la primera fase de la di-
ferenciacién de células T (timocitos corticales), medienté inmu-
nizacién con células de la leucemia aeguda linfooldstica de tipo
pre-T y frente @ antfgenos de células T maduras {sengre periféri

ca y médula tfmica) inmunizando con célules de la leucemie 1linfd




tica crénica de tipo T (Rodt et al 1980).

1.4.2,.- ANTIGENOS DE CELULAS B Y ANTIGENOS Ta-LIKE

HLA-DR

Se han producido hetercantisueros que identifican antige-
nos de células B no relacionados con les moléculas Ia y distin—
tos de las inmunoglobulinas de superficie y de los receptores pa
ra C3 y Fc {Goodfellow et al 1976, Balch ct al 1378, Weng et al
1979, Berntron st al 1979). Estos entisueros oresenteban sin em-

bargo reacciones cruzadas con monocitos y células nulas,

Los linfocitos B humanos tieren entfgenos Ia en su super-
ficie. En el retdn le respuesta inmune estd controlada por una -
parte del segmento central cel complejo de histocompatibilidad -

denominada regidn Ir (Benacerraff y McDevitt 1972, Dachs y Cone

1973). Los antfgenos Ia son los productos genéticos de la regién

Ir y se expresan fuertemente en células 8, Se definieron en cepas
murinas congénicas y se de.cctan por aloentisueros (Shreffler y

David 1972) y tembién por entisuercs heterdlogos (GBtze et el -
1977). De forma endloga se han detectaco antigenos simileres & -

los Ta en el hombre (Wernet 1978, B8illing et al 1976, Schlossman




1976). La demostracién de su relacién con el locus D del siste-
ma mayor de histocompatibilidad (HLA) en el hombre hace pensar
en la existencia ﬁe un sistema andlogo al Iz en el hombre (Si--
phardt 1977),

En vista de la estrecha relaciédn entre los entigenos Ia
¢ los productos genéticos del locus D del complejo mayor de his
tocompatibilidad (HLA-D), se utiliza el término HLA-DR (HLA-D

related) pare denominar & los antfgenos Ia de células humanas,

Los antigenos Ia son glicoproteinas compuestas de una ca

dené pesada de 35000 daltons-y una cacena ligera de 27000 dal-
tons (Foon y Gale 1982). Aunque los primeros resultados pare-—-
cf{an sugerir que los antigenocs Ia eran exclusivos de linfocitos
B, en la actualidad estd demostrado que también estdn presentes

en monocitos (Billing et al 1975) célulaes progenitoras mieloi—-
des y eriiroides (Winchester et al 1977, Cline y Billing 1977,

Winchester et al 1978, Belzer et al 1981), linfocitos T activa-
dos (Evans et el 1978), una subpoblacidn de linfocitos T de san
gre periférica (Fu et al 1978) y algunos tejidos no hemopoyéti-

cos como esperma y células epidermecides.




1.,4,3,~ ANTIGENO ASOCIADG A LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA

AGUDA COMUN (CALLA).

En 1975 Greaves obtuvo un heteroantisuerc con una altu es
pecificidad para la fayor parte de las leucemias linfobldsticas
egudas, Este antisuero fue precducido inmunizando conejos con cé-
lulas de leucemia linfobléstica eguda no T no B. Este heteroanti

suero reaccionaba con blastos del 80-85% de las LAL infantiles,

con sl BO-70% de las LAL del edulto y con la crisis bldstice lin

foide de la laucemia mieloide crénica, pero no ron otras formas
de leucemia ni con células de sangre periférica. (Rodt et a1 =~

1977, Borella et al 1977, Billing et el 1978).

En un principio se pensé que el antigeno definido por es-
te hetercentisuero, denominedo antigenu de la leucemie eguda lin
fobléstice comdn (CALLA) era especifico de leucemia humana (Brown
et al ;975). Sin embargo estudios posterio?es demoztraron que es
teba expresado débilmente en células de médule Jsea fetal y de -
médula ésea on regeneracién, indicando que debfa tratarse de un
antfgenoc normal de diferenciacidn de precursores linfoides [Grqg
ves y Jenossy, 1978). Sin embargo ya que el antigeno CALLA no es
generalmente detectable en sangre ni en una gran proporcidén de -

célules de médula dsea, si puede ser consideredc como antfgeno -




asociedo a la leucenia humena y por tente de gren velor diegndés-

tico. €1 CALLA es una glicoproteina de enroximaZamente 100.000 -

daltons de peso molecular {Sutherland et &l 1978). En la actuali

dad existen anticuerpos monoclonales que identifican este entige
no (Ritz et al 1980, Le Bien et al 1982, Ueda et al 1982, Knapp

et al 1982). Recientemente se ha demostrado la expresién del CA-
LLA sobre grenulocitos, fibroblastosde piel (Breun et al 1983) y

parénquima renal (Metzgar et el 1961, Platt et al 1982),

1,5,~ ANTICUESPOS MONGCLONALES FRENTE A ANTIGENOS DE DIFE-

RENCIACION LINFCCITARIA

Los antisuercs preparados tradicionalmente necesiten de -
procesos de ahsorcidn pere hacerse especificos, Daca la diversi-
dad de la respueste inmune y la complejidad del procedimiento de
absorcidn, es diffcil repreducir la obtencién de estos entisue—
ros con idéntica especificidad. La introduccién de la tecnologie
de hibridomas productores de anticuerpos por K8hler y Milstein -
(1977) he resuelto los problemas essociedos & los hetercantisue
ro. cldsicos, Con este técnice se consigue la fusidn de linfoci-
Los B murinos sensibilizados. con células mielomatosas; las célu

las hibridas resuitentes mentienen tanto la cepacicdad de produ—




cir enticuerpos del linfocito B, como la capacidad de crecimien
to ilimitado de la li{nes mielomatosa de tal forma que, después
de clonar, se obtiene una lfnea celular inmortal productora de
altas concentraciones de enticuerpos de especie molecular y es-
pecificidad (nica. Ademéds de las ventajas de uniformidad, preci
sién y cantided ilimitada de anticuerpo, esta técnica proporcio

na la posibilidad de obtener, en forme purificeda, anticuerpos

frente a determinantes antigénicos menores, gque permanecerfan g

cultos en antisueros policlonales convencionales, incluso cuan-
do se utilizan antfgenos no purificados para la inmunizacién., -
Las posibilidades que brinda la tecnologia de hibridonas produg
tores de enticuerpos monoclonales ha renovado el interés en el
estudio y caracterizacién de los antfgenos de diferenciaciones
en la linfopoyesis humana y en los procesos linfoproliferativos

malignoe.

1.5.1.- DIFERENCIACION DE LAS CELULAS T

Los antigenocs de diferenciacién de las células T se de--
signan con la letra T seguida de un nimero gque va del 1 al 11,-
Fn la Tabla 1 se egrupen los anticuerpos monoclonales ant-T méds

ampliamente utilizados de acuerdo con su patrdn de reactividad.




Tebla 1

Antigeno Peso Molecular Anticuerpo monocl. Patrén de reaccién
(deltons)

55,000 - PenT, asociado
55,000 al receptor pera rosetas E
37.000 Pan Timocito, linfocitos T

activedos, precursores
hematopoyfticos

Timocitos corticales preco

ces y cel. T activadas asg

ciedo a receptor para Trans
ferrina

33.000 Células T citotdxicas/
Supresoras

33.000
32.000
32.000
49,000 Timocitos corticales
62.000
55,000

Células T helper/inductores

20.000 Pan T (periféricos)

23,000
55800 Pan T y LLC-B
67.000

57080 (1984) Y THIEL (1984)
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Las cflulas T se desarrollan primero en el microambiente -
del timo, Las células precursoras de médula dsca emigran a la cor
teza tfmica (Stutmen 1977) desde donde se desplazen a la médula -
?imica bajo una serie de pasos de diferenciacién inducidos por el
estroma timico. Esta diferenciacién se correlaciona con la expre-
sidn diferencial de algunas de las moléculas T tanto como con la
adquisicién de ciertas funciones diferanciéles.

El 90% de los timocitos se encuentran en la corteza mien—
tras que el 10% restante se encuentran en la médula., Los timoci——
tos corticales estédn constituidos por dos poblacionaé celulares:
una més numerosa de células pequenas rosetas E positivas y otra -
poblacidn menor de células grandes con gren capacidad de divisién
y que carecen de receptor para hematies de carnera; Se considﬁra
que estas (ltimas son precursoras de las célules timices por lo -
que se las denomine protimocitos (Galili et al 1982), Esias célu-
las estédn en rglacidn con el estadfo I de los timocitos descrito
por Reinherz et al (1980) y expresan los marcadores TlO-y T9. Los
timocitos comunes o de estadfo II, que sé encuentran en la corte-
za timice expresen el receptor £ y por tento reaccionen con el -
anticuerpo monoclaonal OKT1ll, ademds edquieren la molécula T6 y T1

v pierden la molécule T9. Algunos timocitos comunes expresen si—




multéneamente las moléculas T4, TS5 y T8, Los timocitos corticales
no han demostrado poseer ninguna de las funciones que caracteri—
zan a las células T periféricas, Conforme los timocitos se despla
zan desds la corte£§ a la médula, se desarrollan en dos l{neas -
distintas, embas posesn los marcadores T1ll, T10, T3 y Tl. Una po-.
blacién posee también la molécula T4 mientras que la otra es TS/
T8 positiva, En este estadfo (estedfo III o de timocite madure) -
se adquieren los entigenos HLA-ABC (Bhen et al 1980)y se pierde -
la molécule T6.

Concomitantemente con la expresién de T3, les célules T ad
quieren algunas propiedades y funciones diferenciales, Por ejem—
plo, pueden proliferar por estimulacién con mitdgeros y pueden -
responder a aloantigenos de la reaccién mixta de 1jnfocitos (Sto-
bo 1982).

En la periferfa extratimica las células TQ&. 15/18°, que -

tienen una funciédn helper/inductora, predominan en sangre perifé-

rica, emigdala, parecortex de ganglios linfédticos y ldmina propia
intestinal. las célules T5/T8*, T4~ predominen en médula dsea y -
en epitelio del tracto digestivo (Janossy 1960) y constituyen 1la

poblacidn citotéxica/supresora.




1.5,2.~- CARACTERIZACION FENOTIPICA COMPARATIVA DE LAS CE-

LULAS T MALIGNAS,

La utilizecidn de una baterfa de enticusrpns monoclonales
anti-T permite la caracterizacidn fenotipica del clon dominante
en los procesos malignos de células T tanto egudo como crénico.-
Es de sefalar la heterogeneidad encontrada en cliertos tipos de -

leucamias.

8§41 los fenotipos de las células leucémicas de enfermos con :

leucemia T se ordenen segln la secuencia de la diferenciacién T,
la primera céluls en el esqueme serfa eguella que poseyere el fe
notipc del protimocito, que no expresa el receptor pare hemat{es
de carnero pero si antigenos de diferenciacién T, Este fenotipo
incompleto de célula T se ha observado en algunes leucemias agﬁ-
das linfobléstices con la ayuda de sueros enti-T convencionales,
denomindndolas como LAL-preT, La distincién del fenotipo pre 7 =
en 1a leucemie eguda linfobléstica (LAL) pusde reslizerse con -
los enticuerpos monoclonales que reconocen las mulécules T10 y T1,
presentes en las leucemias pre T, y por la ausencia del recptor
E y de reactividad con los anticuerpos monoclonales enti B (Thiel
et al 1980, Foon et al 1982), Los enticuerpas monoclonales WT1 y
3A1 son de gren utilidad en el diagndstico de les leucemias T =

(Haynes et al 1951, Janossy et al 1982, Tax et al 1981). Reaccio




nen con el 100% de las ;eucemias linfoblésticas Ty pre T y con =
la leucemia prolinfocitica T y débilmente con un porcenteaje de leu
cemia linfética crénica T (LLC-T) y sindrome de Sézary.

La meyor porte de las leucemias linfobldstices T (LAL T)
se corresponden feﬁntipicamente con los timocitos comunes o ti-
mocitos de estadfo II (Reinherz et al 1979, Bernerd et al 1981,
Grﬁavas et ol 1981). Dentro de las LAL T se distinguen elgunes
de fenotipo mds innaduro que ademds de poseer el receptor Ey~-
la mplécula T1l, expresan los antfgenos T10 y 76, y en ocasin-——

nes, también expresan simulténeamente los mercadores T4 y T8, -

Otras LAL T se corresponden con timocitos mds méduros que expre

san el antigeno T3 pero no la molécula T6.

En la Tabla 2 sg resumen los fenotipos de los procesos -
malignos T, sin embargo hay Gue tener en cuenta que los hallaz-
gos fenotipicos schi'e enTermos ccn;retns no coinciden muchas ve
ces con las caracter{sticas esperadas, La hetercgeneided fenotl
pica de los sindromes linfoproliferativos T hace dificil encua-
drarlos en un esquema rigicdo.

Entre los casos mds interesantes que se salen de este es
quema se pueden citar esquellos de LAL timicas que cerecen de la

enzima TdT, algunas leucemies de célules T maduras que ein em—
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bargo expresan el antfgeno T10 y LAL-T con fuerte expresién de

moléculas HLA-AEC (Greaves et al 1981, Brandstock et al 1980) .

En contraste con las leucemias agudas, en todes las leu-
cemias crénicas de c6lulas T como el sindrome de Gézary, la leu
cemia linfética crédnica T (LLC-T) y el linfoma linfobldstico de

células T, las células tienen el fenotipo de linfocitos T madu-

ros (Greaves et al 19681, Boumsell et el 1981). Précticamente to

dos los casos estudiados de linfoma cutdneo de célules T (mico-
sis fungoide, S.. de Sézery) tienen el fenotipo de células hel-
per T4‘[T5,TB- (Greaves et al 1981, Boumsell et al 1981, Kung -
et al 1981). Este fenotipo estd de acuerdo con estudios que de-
muestren que 1&5 célules de Sé&zary actfan como célules helper -
(Broder et al 1976). Puf el contrario, la mayor perte de las -
leucemias linfdtices crénices T (LLC-T) tienen un fenotipo su—
presor (Td/TB‘] y solo rara vez son de fenotipo helper (Foon et

el 1982, Boumsell et al 1961),

Recientemente se ha descrito una forma de leucemia T de-
nominada leucemia de células T del adulto, que representa una -
proliferacién de células T post timicas
Ests forma de leucemia se reconoce fundementelmente en dreas en

démicas del Japdn, Caribe y Sudeste de Estados Unidos y estd 11




gada etinlégicaments al virus HTLV (Uchiyema et al 1977).
Las células de esta leucemia exprestn el receptor E y el antige

no T4 pero no los marcadores T6 y T8, Tampoco poseen la enzima

TdT,

1,5,3.- FENOTIPO DE LAS LEUCEMIAS!LINFUMAS DE CELULAS B

EN RELACION COM LA DIFERENCIACION B NORMAL.

Se han producido anticuerpos monccloneles reactives con
células B humanas. En la Tabla 3 se recogen algunos de los méds
usados. Algunos de ellos no son especificos de células B pero -
sin embargo muestren una reactividad selectiva pera estadfos -
concretos de la diferenciacién B, Los entigenos Ia estdn presen
tes a lo largo de toda la diferenciecidn B salvo en el estadio
de célula- plasmitice. Existen enticuerpecs monoclonales frente
a antfgenos Ia/DR, la mayor parte de ellos reconocen determinan
tes monomérficos y se usan para el estudio fenotipico celular, -
algunos reaccionen con antfgenos polimorfos esociados con el 1o
cus HLA-DR y se utilizen en el tipeje celuler. Los anticuerpos
monoclonales Bl y 82 muestran un patrén de reactividad diferen-
te con células B sanguineaé vy de ganglio linfético (staeshenko -

et al 1980, Nadler et al 1981),

s ST Y RS A TR




Designacién del clon Reactivicad

. BA=1 : Todas las células B

Todas las células B de sangre
periférica

B2 _ Células B tisulares

- FMC7 Subpoblacion. de células B

T0-1 Célules B del centro germinal
J5, VIL-Al, BA-3 p100/CALLA

OKIa 1 Ia/OR monomdrfico

ANT ICUERPOS MONOCLONALES REACTIVOS CON LINFOCITOS 8 HUMARNDS,
ANTIGENO ASOCIADO A LA LAL COMUN Y CON ANTIGENCS. Ia/DR.

TOMADO DE THIEL (1984)
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El marcador FNCl es gencralmente paralelo € la expresidn
de inmuncglcbulines de superficie por lo que es Gtil como marca-

dor B (Brooks et el 1981a) mientras que el enticuerpo monoclonal

FMC?7 reacciona con una subpoblacién de células B y es de gran u-

tilidad en la distincién de la leucemia prolinfocitice (LPL) de

la LLC (Brooks et el 1981b, Catovsky 1981). El marcacer TO-1 -
muestra una distribucién edn mds restringida ya que se encuentra
exclusivamente en células B del centro germinal y en algunos prg

cesos malignos B (Ziegler et al 1981), El anticuerpo BA-1 reac—-

ciona con todas las células B incluyendo células de la LAL pre-8

aungue también reacciona con granulociios madurcs (Abramson et -
al 1961),

En la Table 4 se muastra un esquema simplificado de la di
ferenciaciédn 8, en el gque se compara la reactividad de estos en-
ticuerpos morioclonales anti B, con la expresién ce inmunoglobuli
nas de superficie y citoplédsmaticas.

Le sefiel mds precoz de la diferenciacién 8, es el reorde-
nemiento de los genes inmunoglobulinicos., (Korsmeyer et al 1981).
Este reordenamiento genético se detecta en la maynria de las LAL
CALLA positives, pero no en ia LAL-T, As{ la célula CALLA 4, que

aln no expresa cadenes pesadss )L intrecitoplasmdticas, se consi
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dera una célula en estadfo pre-pre B, la cual expresa ademds los
antfgenos reconocides por BA-1 y Bl (Jadler et =1 1982), El = —
guiente estadfo de diferenciacidn serie la celula pre B verdauo-
ra, con expresidén de cadenasli,intracitoplrsmética.

El estadfc dc linfocitn B virgen caracterizado por el en-

tigeno CALLA, débil expresién de cadena{}g.intracitnplasmaticas

y presencia de cadenas pesadas t. IgW en la superficie sin expre
sién de cadenas ligeras, reprre enta un estedo de transicién en—
tre las célules pre G y las células B, Un paso mds en la diferen
clacifn B lo constituyen células gue ya expresen tanto cadenas -
pesadas como ligeras de IgM en su superficie, a este estadin per
tenece el clon dominante de las LAL B,

En un estedfo posterior se situarédn las célules de la =~
LLC-8, caracterizadas por la expresidn de IgM e Ig0 de superfi—
cie, formacién de rosetas con hematfes de ratdén y ascasa reacti~
vidad con el anticuerpo monoclonal FMC?. Por =1 contreric en ie
leucemia prolinfocftica (LP) se encuentra una fuerte poéitividad
para el FMC?7, escaso porcentaje de formacién de rosetas con hema
tfes de retén y una mayor densided de inmunoglobulinas de super-
ficie. En la tricoleucemia existe igualmente positivided pera el

FMC7 y escaso corcentaje de formacién de rosetas pero sélo el -




20% reecciona con BA-.l,

Los linfomas nodulares o foliculures, representan proba—
blemente una proliferacidn ncoplésica de los linfocitos B del -
centro folicular de los ganglios linféticos. Este tipo celular se
caracteriza por su alta densidad de inmunoglobulinns de superfi-
cie monoclonales y, a diferencia de la LLC, por un escaso porcen
taje de formacién de rosetas con hematies de ratdn. Ademéds expre
san los entigenos BAl, Bl y B2 y fundamentalmente TO-1 que es ex

clusivo de las células B del centro germinal,

El Gltimo estadfo de la diferenciecién B lo constituyen -
las células plesmdticas. Las células B malignas de Ja macroglobu
linemia de Waldenstrfm, enfermedad de las cadenes pesadas y mie-
loma mdltiple pueden representar los estadfos dltimos de la madu

racidn de células B de los cordones medulares. Les células de en

fermos ccn macroglobulinemie de Waldenstriim, como las células de

la LLC-B, expresan inmunoglohulinas de superficie monoclonales,
antfgenos Ia/0R y 81, pero a diferencia de ellas no expresan el
antfgeno 82 ni forman rosetas con hrratfes de ratén, A veces, cg
mo en el miel~ma méltiple, tienen moléculas completas de inmuno-
globulines er el citoplasma, Per Gltimo lac células del mieloma

se caracterizan por le rresencia de inmunoglobulinas intracito--




plasmitices y la ausencia de inmunoglobulinas de superficie y =
antfgenos B1, B2, la/DR y BAl, Es interesante sefalar que las -
células del mieloma expresan el antigeno T10; también expresan

el antfgeno PCA-1, Estos dos antigenos son los dGnicos detecta——

bles en este estadfo de la diferenciacién B(Nadler et al 19:4),




e e

1.6.- ANTICUERPDS NMONODCLONALES FRENTE A GRANULOCTTOS, MONO-

CITOS, ERIITROCITOS Y PLAQUETAS,

Las células hematopoyétices no linfoides, se clasifican fun
damentalmente por criterios morfolégicos y citogqufmicos. La clasi~
ficacién FAB de leucemias agudas estd baseda en estos mismos crite

rios (Bennett et al 1978). Esta clasificacidn distingue subgrupos

de leucemie aguda mieloide (LmA) gque parecen correlacionarse con -

estadfos especificos de la maduracién y diferenciacién de cuntra-—
partidas celulares normales. Aungque los estadfios mds avanzados de

la diferenciacién mieloide son identificables por rasgos morToldégi
cos y técnicaS citoquimicas, el estudio de los estadios mds preco-
ces de la diferenciecién mieloide y el diagndstico de las leucemias
micloides pobremente diferenciadas es difiril por la susencia de -
ceracter{sticas morfoldgicas o bioquimicas diferenciales, La iden-
tificacicn de marcadores inmunolégicos especificos de serie mieloi

de puede ser de utilided en este situacidn.

1.6.1.- ANTIGENOS DE DIFERENCIACION MIELOIDE Y DE LEUCEMIAS

MIELOIDES.,
Existen anticuerpos monoclonales gue reaccionan con células

mieloides. Algunos de elles precentan una reactividad restringide

AT

RE—




a granulocitos o a monocitos mientras que otros reaccionen com am
bo#. £l anticuerpo monoclonal OKM1 (Breard et el 1980) reacciona

con embos pero ademds también lo hace con plaguetas y un subgrupo
de células T, Aunque la maynt parte de los anticuerpos monoclona-
les frente a serie mieloide distinguen entre leucemies mieloides

y linfoides, algunos pueden distinguir entre las varientes granu-
 lociticas de la leucemia aguda mieloide (subgrupos M1, M2 y Ma‘da
la clasificacién FAB) de las variantes monociticas (M4 y MS). As?

del panel de enticuerpos monoclonales obtenidos por Griffin y col

(1981), 1los anticuerpos Myd y MyB presentan una mayor reactividad

con las variantes monociticas., Los anticuerpos My-1 y VIMDS feac-
cionan fundamentalmente con los subgrupos M1, M2 y M3 (Civin et -

al 1981, Majdic et a1 1981).

A pesar de todo existen LMA,especialmente algunas del sub-
grupo M1 de la clasificacién FAB que no son reconocidas por estos
anticuerpos monoclonales. Solo el anticuerpo My? (Griffin et al -
1981) parece ser algo méds especffico de mieloblasto.

Ha. *a el momento, la detc:rminacidn de la peroxidasa ultre-
estructural parece ser la técnica méds sensible para el diagndsti-

co de estos casos(Marie et al 1982)




1.6.2.- ANTIGENDS DE LA MEMBRANA ERITROIDE Y LEUCEMIAS £RI-
TROIDES.
Se han producido anticuerpos monoclonales que reconocen la

glicaforina A, una sialoglicoproteina de la membrena eritroide -

{
{
H
b

(Breaves et al 1983)., Estos monoclonales reaccionan con los normg
blastos de médula dsea pero no con precursores eritroides.(BFU—E
y GFU-E)._De la misma forma serdn incapaces de reconocer eritro-
leucgmias en las que el stop maduretivo del clon dominante, se -

situe a niveles equivalentes de la diferenciacidén eritroide,

1.6.3.- ANTIGENOS PLAGUETARIOS Y LEUCEMIAS MEGACARIOBLAS-
TICAS,

La leucemia megacariobldstica es una transformacién malig
na de los precurscres plequeterics. Esta entidad es de raré apa-
ricidn y no se ha esteblecido para ella una categoria especial -
en la clasificacién FA3, Sin embarga, en una proporcidn conside-
rable de casos de leucemia mieloide crénice (LMC) Ph1 positivo -
en crisis bléstica,se ha podido demostrar la existencia de un -
clon dominante de megecarioblesto, mediente tincién de peroxida-
sa y microscopfa electrénica (Breton-Gorius et el 1978), Se ha -
descrito un anticuerpo monoclonel (ANS1) cuyo patrén de reactivi

dad queda restringido a plaquetas (McMichael et al 1981). En los
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estudios iniciamles 4 de 16 enfermos de LMC en crisis blédstica pre
sentaben .una poblacién de células bldsticas ANS1 positivas y sélo

1 de 60 enfermos con leucemia aguda indiferencieda (Greaves 1981).

2.- VALOR DE LOS MARCADORES INMUNOLOGICOS EN EL DIAGNOST ICO

DE LA LEUCEMTA HUMANA

Le aplicacién de los marcadores inmunolégicos en el diag—

ndstico de las leucemias humanas se dirige fundamentalmente a -

tres objetivos:

12,- Tretar de identificar marcadores asociados exclusivamen
te a la leucemia,

29,- Detectar sefales, de diferenciacidn, de otra forma inad
vertidas en célules leucémicas, particularmente para la decisidn
entre diferenciacién linfoide y mieloide.

3¢,- Proporcionar nuevas subclasificaciones de las leucemias

intentando relacionarles con los signos clinicos y el prondstico.

2.1.- ANTIGENOS ASCCTADCS A LEUCEMIA

El primer objetivo estéd relacionado con la cuestidn adn no

resuelta de si existen o no antigenos especificos de leucemin, -




Hasta el momento actual no se ha detectado ningdn marca—
dor exclusivo de célula leucémica y es por ello que se prefiere
utilizar el término de antfgenos asociados & leucemia, De ellos

los més importantes son:

2.1.1,- MOLECULA pl00:

Es una glicoproteina de 100.000 daltons de pe;o molecular
detectade por primera vez mediante un heteroentisuero (Greaves -
et al 1975), Se denomina también antfgeno asociedo a la leucemia
linfobldstica comin (CALLA) ya que estd presente en la mayor par
te de las LAL no T no B, Este antigeno permite la identificacidn

de un suhbgrupo de leucemims linfobldsticas (LAL de tipo comdn).

En un principio se considerd al entigeno plO0 como especi

fico de leucemia (Brown et al 1975), sin embargo posteriormente

se comprob$ gue estaba presente también en célules precursoras -
normeles (Greaves y Janossy 1978). En la actualidad existen anti
cuerpos monoclonales guea reconocen 16 molécula pl00: J-S (Ritz -
et al 1580) BA3 (Le Bien et &l 1982), NL-1 (Uede et el 1982) VIL

-Al (Knepp et al 1982) 24-1 (Braun et al 1983)

2.1.2.- MOLECULA p24

Los anticuerpos monoclonales BA2 (Kersey et al 1561) J2 .-
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(Hercend et al 1981) FMC8 (Brooks ot al 1982) DUALLL (Jones et al
1982) 5J-9A4 (Komada et al 1983a,b; Meivin et al 1924) CALLl ( -
Deng et al 1983) ALB6 (Boucheix et al 1583) 3A9, 38, 2€7 (Clark
y Yokochi 1984) reconocen une molécula de peso moleculer aproxima
do entre 24,000 y 26,000 daltons presents fundamentalmente en cé-
lulas de la leuvcemia aguda linfobldstica ﬁo T y en plaquetas, En
la actualidad se considera a la molécula p24 comc un antigeno de
diferenciacién normal anterior en su apaficidn a la moidcula CALLA

(Royston et al 1984),

La demostracién de que estos antigenos estédn presentes en
células precursoras normales ha hecho plentear la hipdtesis de -
que no hay ningdn antigeno en células leucémicas que no pueda ser
explicado como el producto genético de cuntrapartidas celuleres -
normales, Hasta el momento ectual ninguno de los marcadores detec
tnﬁos en cf€lules leucémices puede ser considerado como aspeéificn
de laucemia, A pesar de no ser especificos estos mercadores aso—
ciados a leucemia tienen un gran valor diegndéstico, easf el hecho
de que exista un escaso porcentaje de célules CALLA ¢ en médula -
6ésea normal, no hace dudar del diagndstico de LAL comén cuando se
encuentra una gren proporcién de célulss CALLA 4 en una muestre -

de médula 6ses. Ademds, la difereaciacidén celular estd asociada a
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la distribucién topogrédfica de las células, y la deteccidn de de
terminados marcadores fuera de su lugar habitual es tembién de -~
gran velor diagndstico, por ejemplo la demostracién de células -
CALLA o TdT positivas en liquido cefalorraquideo o biopsia testi
cular y la deteccién de células de fenotipo timico en la médula
ésea de enfermos con LAL-T. En estos casos el diagnéstico puede

establecerse sin informacién clfnica o morfoldgica.

2.2.~ DETECCION DE MARCADORES DE DIFERENCIACION EN LEUCE-

MIAS INDIFERENCIADAS

€1 segundo objetive estd en relacidn con le existencia de
leucemias agudas indiferenciadas (LAI), es decir leucemims sin -
rasgos morfolégicos o citoquimicos diferencieles. Este grupo se

-

ha reducido considerablement= con la aplicacién de marcadores in

munolégicos en el estudio de la leucemia,

La proporcidn de leucemias indiferenciadas es da aproxima
damente el 5-15% (Greaves et a} 1931), sin embargo cuando se uti
1izan métodos inmunolégicos en su andlisis, la diferenciacién -
liffoide se detacta en eproximadamente dos tercios de los casos
(Thiel et &1 1960, Greaves et al 1961, Marie et al 1962). Esto -

es especialmente importente en los adultos, en los que la propor




cidn de LAI es relativamente elevada (Thiel et al 1980, Hoelzer -

et al 1983, Sen y Eorella 1975).

Cuando, ademds de los métodos inmunolégicos se determina -
ultraestructuralmente la peroxidasa, el tercio restante de los ca
s0s puede revelarse como leucemias agudas mieloides (LMA] pobre=-
mente diferenciadas (Marie et al 1982). El1 diagndstico e#acto de

este grupo de leucemias pobremente diferenciadas es de gren impor

e A A SR oy . P § i

tancia tanto en la eleccién de la terapfutica como en la valora——

cién de los resultados en los ensayos terapéuticos.

De gran importencia terapéutica y prondstica es también el

B S

diagnéstico inmunolégico de la crisis bléstica de la leucemia mig

loide crénica (CB-LMC). Los blastos de la LMC en trensformacién -

B T

suelen ser morfolégica y citoguimicamente indiferenciados. Sin em
bargc el estudio con marcadores inmunolégicos ha puesto de mani—
fiesto que en eproximademente dos tercios de los casos de CB=LMC

los blastos son de estirpe mieloide (Rasenthal at al 1977) y en -

I, o A AT A Pyt

8l tercio restante muestran marcedores de diferenciacién linfoide,
expresando idéntico fenotipo gue las células de la LAL comdn (se-
nossy et al 1976). En este dltimo caso es posible conseguir a ve-

ces la remisién hematolégica y la vuelta a la fase crénica de la

enfermedad durante periodos superiores al afo, con la pplicecién




de droges, vincristina y prednisona, habituales rara LAL (Cane--
llos et al 1971), Sin embargo la crisis mielobléstica de la LMC
no responde en general a la quimioterapia y la supervivencia me-

die es inferior a seis meses (Rosenthal et al 1977).

2.3.1,- CLASIFICACION INMUNOLOGICA DE LA LAL

El tercer objetivo mencionado anterinrmante. se ha cumpli-
do en el caso de las leucemias agudas linfoblésticas, Estas se -
clasificaron en un principio atendiendo a la presencia o no de Ig
de superficie (IgS) y receptores para hematfes de carnero (E) en

tres gruoos: LAL-T (E"' Ig57) LAL-B (Igs" E) y ALno T no B (E

Igs™). La introduccién del entisuero anti CALLA dividié el grupa

de las LAL no T no B en dos subgrupos: LAL comunes o CALLAL y =
LAL nules (IgS~ E- CALLAT). Un grupo de LAL comunes expresaba ca-
denas 4. intracitoplasmédticas denomindndose a este subgrupo como
LAL-pre8 (Vogler et al 1978),

La utilizecidn de sueros enti T especificos pusﬁ de mani—
fiesto que existen LAL nulas que expresaban marcadores T aungque =
no receptores E, a este subgrupo se le denomind LAL prel (Thiel
et al 1978). Este subgrﬁpo fue posteriormente confirmado por la u
tilizecién de anticuerpos monoclonales anti T (Janassy et al 1980,

Greaves et al 1901, Kersey st al 1982).




Asf existe una clasificacién de la LAL que la divide en -
seis subgrupos bien definidos:

- Leucemia aguda linfobléstica comdn (LAL comdn).

€s la forma mds frecuente en nifios ebarcando el 70% de -
los casos de leucemia entre los 3-5 afios de edad (Villegas et al
1981).

Los blastoz de esta leucemia sa caracterizan fundamental-
mente por expresar el antfigeno CALLA; también expresen entigenos
Ia/DR, Bl y son TdT positivas, A pesar de la ausencia de inmuno-
globulinas tanto de superficie como citoplesméticas, estd demos-
trado quellas células CALLA positivas presentan un reordenamien-
to de los genes que codifican la sintesis de inmunoglobulinas -

por lo que se las considera de origen B (Kossmcyar et el 15961),

= Leucemia eguda linfobléstica pre B.

Representar el 20% de las LAL no T no B (Bronet et al -
1979) y se caracterizen por la presencia de cadenes pecadas de -
inmunoglobulina en el citoplasma, Cerecen de cadenas ligeras K 64
Expresan los antigenos Ja/DR, CALLA, BAl, Bl y son TdT po-

- 8itives,

- Leucemia aguda linfoblédstica B

Solo representa el X del total de LAL (Villegas et al -
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1981). Se caracterizen .or la expresidn de IgM de superficie. Ex
presan los antigenos Ia/OR, Bl y BA-1 (Bronet et al 1976). Son -
negatives para la 7T, Algunas leucemias B muestran una escasa -
reactividad con aaticuerpos manoclonales anti CALLA, pero cuando

exicte este es siempre inferior el 10%: del total ue célules,

- Leucemia eguda linfobldstica rula (LAL nuls)

Suelen ser Ia/DR 4, TdT &. No expresan el antigeno CALLA.‘

Un percenteje de ellas expresa la molécula p24,

- Leucemia asguda linfobldstica T y pre T (LALT y LAL =
pre T).

Los hallazgos clinicos asociados con la LALT ihcluyan un
porcentaje de blestos elevados, predominancia masculiiia y exis—.
tencia de maesa mediestinica. La mayoria de los enfermos con LALT
expresan en sus blastos fenot‘oos de los dos primeros estad{os -
de la diferenciecidén timica y se identifican por la presencia de
receptores € y reactividad con antisueras T (oKT1, OKT1l, WT1, =
OKT6, OKT10, DKTS). Solo un escaso procentaje de LALT reecciona
con entisueros anti T3, antigenc PanT que se encuentra en timoci
tos mds maduros y en linfocitos T de sangre.periférica.(Foun et

el 1981),




Las LAL pre T se caracterizan por su ausencie de recepto-
res E pero al igual que las LAL T son TdT positivas y reaccionan
con enticucrpos monaclonales anti T (WTl, 3Al) (Bronet st al
1978}, Un esceso porcenteje puede expresar el antigeno CALLA

(Catov-ty et al 1983),

2.3,2.- RELACTON ENTRE LOS SUBGRUPDS DE LAL CON LA MOAFO-

LOGIA Y . ITOQUIMICA,

2.3.2.1.- Morfologfa

La clasificacién morfolégice de la LA méds amplismente
adoptada en los Gltimos efios es la realizada por el grupoc coope-
rativo franco emericano briténico (FAB) /Bennett wt al 1976). €3
ta clesificacidn esteblece tres grupos morfolégicos de LAL: L1,
L2 y L3, Le LAL nule, comin, preS y T pueden pertenecer tanta el
tipo morfolégico L1 como L2, La ma&uri& de los casos de LAL co--

mén en el nific son L1 (Greaves 1981), mientras que en el aduito

le mayor perte de las LAL comunes pertenecen al grupo L2 (Brear-

ly et al 1975). Solo el grupo L3 parece ser précticemente exclu-
sivo de LAL-B asunque e han senaledo algunas excepclones {(Thiel
et al 1980, Koziner et al 1900), En definitiva y selvo ic LAL-D
gue normalm=nte pertenecce &l subgrupo morfoldaico L3 no hay uno

relacidn clera entre tipo immuncoldgica y merfologfa.




2.3.2.2.- Citoquimica,

Entre les tinciones citoquimicas la mds empliemente estu-
diade en la LAL es la tincidn con dcido perycdica de Schiff (PAS).
El gredo de PAS positividad & nazacotes estéd en relacién con la
supervivencia (Pelmer et al 198C). El £E~77% de los casos de LAL
comdn son PAS positivos, el porcentaje disminuye progresivamente
en los otros grupos inmunclégices: SCk en la LAL nule, 25% en la
LAL pre B, 10-20% en la LAL pre T, 9-25% en la LAL T. La LAL B

suele ser PAS negativa (Thiel et al 19€0).

La fosfatasa dcida es positiva en la mayor parte de los
casos de LAL T y pre T (Catovsky et al 197¢, Thiel et al 1980)
aunque también existen casos de positividad en la LAL comin y

pre B (Thiel et al 1980).

La « -naftil esterasa écida (ANAE) en un principio se con

sidqrﬁ una tincidén cepez de distinguir entre AL Tde LALno T
Sin embargo en estudics més amplios =a ha de
mostredo que aungue ANAE es positiva en el B80Y. de los casos de -

LAL T y 70% de LAL pre T tembién existen un o5% de casos de LAL

comidn positivos para ANAE (Hubn et al 19€0, Huhn et el 1981).




2.3.3.- SIGNIFICACION PRONOSTICA DE LOS SUAGRUPOS INMUNO-
LOGICOS CE LA LAL,

Aunque la induccién de la remisién tiene efecto en un al-
to parcentsje de césas de LAL, es evidente que hay diferencias -
entre los distintos subgrupos inmunolégicos. La LAL remite en me
nor proporcién en la LAL T que en la LAL comin, y en los raros -
casgs de LAL B la induccidén de la remisidén suele Fracasér (zuker

~Franklin et al 1981),

Algunos autores han ancontrado que la LAL T tiene un pro-
néstico considerablemente inferior que la LAL no T no B, tento -
e lo que concierne a la duracién de la primera remisién como a
la expectativa de vida, Sin embergo, es importente sefielar que -
la LAL T se acompafia de otros hallazgos clinicos considerados -~
clésicamente como de prondstico desfavorable y gque dentro de ca-
da grupo inmunoldgico de LAL existen respuestas diferentes en re
lacién al contaje inicial de blestos. Esto es particularmente e-

vidente en el caso de la LAL ccmdn.

Los adultos con LAL tienen en general un prondstico menos

favoreble que los nifios. Sin olvider las indicaciones anterior--

mente expuestas, se puede establecer pera embos grupos de edad -

un orden de prondstico favorable como sigue: LAL comdn 7 LAL -




pre B > LAL nula > LAL T > LAL 8 (Foon et al 1982),

3.~ UTILIZACION TERAPEUTICA DE LOS ANTJICUCRPOS MONQCLONALES

Los enticuerpos monoclonales tienen potencielmente una -
gran utilided terapéutica por s{ solos o esociados a srotcines -
téxicas o.drogas citostdticas {Bhose y Blair 1978). Sin embargo
existen obstéculos que limiten su utilizecién terapéutica como -
la existencia de antfgenos circulaen~tes, la modulacidn antigénica

y la reactividad de estos eanticuerpos con células normales,

En la actualidad la investigacidén sobre la terapéutica -
con enticuerpos monoclonales estéd centrada en gl tratamiento de
médula ésea previo el transplante eutdlogo pare eliminar blastos

residusles (Wells et al 1979, Netzel et al 1980, Ritz et al 1981)

vy en el tratamiento de médula ésea previo al transplante alogéni

co para eliminar los linfocitos T.

Otras experiencias son esperanzadores; as{ Miller et al =
(1982) consiguieron lea remisidn completa de un enfermo con linfg
ma nodular leucemizado, resistente & la cuimioterapia, por la u-

til4zacidn de un anticuerpe monoclonal antiidietipo.




4,.- CELULA DIANA DE LA TRANSFORMACION MALIGNA

La ecélula diana es la responsable del proceso maligno y =
en dltima instencia es su susceptibilidad a la quimioterapia la
que determina el curso de la enfermedad, Por ejemplo, mientras -
que el fenotipo de los blastos de la LAL comin y de la crisis -
lirfobldstica de le LMC son idénticos, las células diana de am--
bos procesos son claramente diferentes. En la crisis bléstica de
la LMC la célula diana debe —er una célula primitiva pluripoten-
te muy diffcil de erradicar, mientras que en la LAL comdn puede

ser fécilmente erradicada con quimioterapia convencional en la -

mayorfa de los enfermas.

La célula diana de la transformacidn maligna en las leuce
mias linfotbldstices es desconocida, Existe la teoria de que la =
transformecidn maligna debe ocurrir en una c€lula mucho méds pri-
mitiva que las células gue precominan en médula dsea y sangre pe
riférica, Estas rélulas malignas conservan la capacidad de dife-
renciacién. Algunas observeciones sostienen esta tecria:.

12,~ Las células leucémicas son frecuentemente heterogéneas;
les célules de enfermos con una LAL pre 8 tienen un ndmero verie
ble de linfoblastos con cadenas,LL.intracitoplasméticas y sin ca

denaa;x.(Q/g.) (Greaves et el 1980). Les células CLL negativas -




podrien ser precursores (pre-pre 8) e incluso, les células dia-
na de la transformacidn maligna, mientras gue las células CAL -
positivas resultarian -2 una diferenciacién parciel de la célu-
la precursora,

28,.- E1 fenotipo de la LAL puede cambiar después de la qui
mioterapia debido posiblemente & un gstimulo positivo o negati-
vo de la diferenciacién celular (Borella af al 1979).

-38,- E1 fenotipo de células leucémicas puede ser modifica=-
do "in vitro® después de estimulacién con egentes tales como el
dimetilsulfoxido (DMSO) o ésteres del forbol {Greave§ et a1l =~
1981, Negasewa et al 1980).

4t .- Por Gltimo, se han encontrado determinanfes idiotipi-
cos monoclonales idénticns.en células de mieloma y en los linfo
citos T y B de enfermos con mieloma méltiple (Mellstedt et el -
1976, Selmon y Seligmenn 1974, Preud®homme et el 1977). Asi las

céluius del mieloma representan las células méds diferenciedas -

de un proceso clonal en el que estén implicados linfocitos B me

nos maduros y posiblemente linfocitos T, Esto sugiere que la -
trensformacién maligna ocurrirfa en una célula precursora lin—
folde aun no comprometida en una via (T 6 B) de la diferencila—

ciédn linfociteris.




La célula diesna de la transformacidn maligrna en la leuce-
mia mieloide eguda (LMA) es también desconocida, Estudios cromo-
sémicos y de los isoenzimas de la glucosa 6 fosfatc dush?irogena
sa (66PD) indican que la mayor parte de los casos de LMA deriven
da una célula precursora mieloide muy inmadure (Jensen y Killmen
1971, Blackstock y Gerson 1974, Fialkow et al 1979) sugiriendo -
que la transformacién maligna ocurre & esté nivel, Sin embargo o
tros hallazgos indican la existencia de una heterogeneidad consi
derable, Fialkow et al (1981) estudieron los isoenzimus de la -
GG6PD en cuatro enférmos de WA, En los mialoblastos-de los cua—
tro enfermos existfa un Gnico tipo de iscenzima, sin embargo, =~
dos de ellos tenfan los dos tipos de iscenzima en sus hematfes,-
indicando que debifan persistir algunas células precursoras norma

les,

En la LMA igual que en la LAL, el tipo celular dominants

puede reflejar el nivel en el que se produjo el stop madurativo,

Jero no necesariemente un stop en el mismo nivel en el que ocu--
rrié la transformacién maligna, Este concepto viene avalado por
la observacién ds que los blaestos de la LA pueden ser inducidas
a diferenciarse después de su inzubacién *"in vitro" con ésteres

del forbol (Rovera et al 1979, Koeffler et al 1980) y dcido reti




noico (Breitman et al 1981),

En la leucemia mieloide crénica la céluln diana es una c#

lule stem pluripotencial. Los estudios sobre el cromosoma Fila—

;
delfia (Ph~) y los isoenzimes de la G6PD han demostrado cluramen

te que los grenulocitos, eosindéfilos, eritrocitoé, megacarioci—
tos y posiblemente los linfocitos son parte del clen maligno -
(Fialkow et el 1977, Fialkow et al 1978, Janossy st al 1976). En
la mayor parte de los casos de LMC la fase crénica termina en -
una fese aguda en la gue predomina una poblacién celular inmadu-
ra, Por razones deeconocidas la célula maligna pluripotencial -

pierde su capacidad de diferenciarse durante la crisis blédstica,

5.~ INDUCCION DE LA MADURACION DE CELULAS LEUCEMICAS

*IN VIVO"

Las experiencias resefiadas enteriormente sugieren la posi
bilided de "reprogramer" las células leucémicas hacia su diferen
ciacién normal bajo la influencia de ciertas sustanciss. El po—
tencial que esto ofrece podrfa ser utilizado en un tratamiento -
continuudo capaz de mantene; la diferenciscidn normal en célules

leucémicas, Se hen realizado ensayos terapéuticos pilotos consis




tentes en la administracién prolongeda de citostdticos (arabinds&
do de citosina) a muy bajes dosis,'consiguiéndose ln remisidn de
los enfermos tratados (Baccerini y Tura 1979, Housset et al 1982).
La dosis edministrada era inferior a la necesaria para conseguir

un efecto entimitético, pero cafa en el rango en el que se produ-

ce interferencia con el proceso de diferenciascidn celular. De la

misma forma la administracién diarie de édcido 13-cis retinoico -
consiguid le desaparicién de los infiltrados cuténeos de enfermas

con linfoma cuténeo T (Kessler et el 1v83).
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El objeto de este trabajoc es la caracterizacidn cde un anti
cuerpo monoclonal, GR2110, obtenido mediante inmunizacidn con una

ljeucemia linfoblésticae humana.

Esta tesis es el inicio de una linea de investigacién cen-

trada en la identificacidn y estudio de entigenos de diferencia--

cidn de células hemopoyéticas humanas normales y malignas median-
te el empleo de la tecnologia de hibridomes productores de anti--

cuerpos monoclonales.




I1I,~ MATERIAL Y METODOS
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1.- OBTENCION DE ANTICUSRPOS MONDCLONALES

1.1.- INMUHIZACIQN

1,1.3.- CELULAS INMUNIZANTES.
Las células inmunizantes procedfan de un enfermo diegnos-
ticado de leucemia aguda linfobldstica comin, de fenotipo TdT+;
CALLA'I'. Ia'l'. 195", E-. La leucemia fue designada con les siglas

B8SF, Se emplearon las células mononucleares que se aislaron de =

los hemat{es por centrifugacién en Ficoll-Hipeque.

1.1,2,.- RATONES INMUNIZADOS,
Los ratcnes utilizados fueron de la cepa endogdmica BALB/

C, de genotipo H2d.

1.1.3.- PROTOCOLO DE INMUNIZACION,

Tres dosis de 2 x 106 células de la leucemia BSF en 500 -
microlitros de P8BS, se administreron intraperitonealmente, con -
{intervalos de dos semanas, & un ratén de la cepé BALB/C.

A los veintiun dfas de la primere dosis, se comprobd por
inmunofluorecscencia, la presencie de anticuerpos dirigidos fren-
te a las células inmunizantes, en el suero del ratdn.‘

Las técnices ce separacidn en Ficoll—Hipadue. congglacidn
de células y la de inmunofluorescencia indirecta se detallardn -

en el epartado de la caracterizacién de los anticuerpos monoclo-




nales. En este lugar también se haréd referencia al protoculo pa-

ra estudio fenotipico de las leucemias,

1.2.- HIBRIDACION

Células parentales: esplenocitos inmunizados y la linea -

1.2.1.- PREPARACION DE LA SUSPENSION DE ESPLENOCITOS DEL RA
TON INMUNIZADO,
1.2.1,1,- MATZRIALES,
- Placaé de Petri (100 x 20 mm)
- Pipetas de pldstico estériles (10ml)
- Tubos de pléstico estérilés (50m1)
Material de diseccidr: tijeras, pinzes y bisturi,
Solucidn bactericida de ARMIL el 1/1000
Medio de cultivo RPMI 1,640 con 15mM de HEPES
Cémera de cristal con algodén empapado en &ter
Cémara de fluio leminar (Flow lab, class 100).

Centrffuga (Johan, CA 1,000)

a).- Se realiza la técnica en condiciones de asepsia,

b).- €1 raetén a los cuatro dias de la dltima dosis de -

inmunizacién se sacrificsd en la cédmara de cristal, con éter.
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c).- Se inmoviliza en une table de diseccidn y el abdomen
se limpia con solucidn bactericida, Se corta la piel y los miscu
los abdomineles, & nivel de la lfnea media y se practica una trac
cién suave, hacia ambos lados para dejar expuesta la membrana pg
ritoneal. Esta zona se humedece con una torunda empapada en al—
cohol. Posteriormente se escinde el peritoneo parietal y con las
pinzes se extirpa el bazo,

d).- El1 bazo se coloca en una placa de Petri de (100 x 20
mm) que contiene 10ml de APMI con 15 mM de HEPES (RPMI-HEPES).

A partir de este momento todas las manipulacicnes se realizan en
una cabina de flujo laminar,

&) .- E1 bazo se corte por le mitad con el bistur{ y me——
diante una jeringa de 12 ml, con la eguje clavada en uno de los
polos de un fregmento se va inyectando, lentamente, medio de cul
tivo, al mismo tiempo que se aprieta con las pinzas en sentido -
transversal, La misme operecién se realize con el segundo Ffag-—
mento., De esta manera se liberan los esplenocitos de la ecdpsula
fibrosa del bazo.

f).- Las células en el medio de cultivo se pasen con una
pipetea a tubos de 50ml,

g].- La suspensién celular se agita suavemente para disol

ver los grumos y se deja en hielo,




h).- Pesados diez minutos, el contenide de los tubos se -
cambia de recipiente para descartar los grumos cue han sedimenta
do y que no se pueden disgreger.

1).- Las células se lavan con 50ml de RPMI-HEPES frio, -
centrifugéndose & 49C durente diez minutos a 300 g.

j) .- Después del segundo lavado, las célules se resuspen=
den en 2ml de RAPMI-HEPES frio, teniendo culdado de agifer bien -
para hacer dosaparecer los grumos. La viabilidad celuler se com-
prueba en contreste de fases. E1 contaje se realizé en cdmara de

73
Newbauer,

1.2.2.- LA LINEA MIELOMATOSA NSI/Ag4.

Se treta de una lfnea, procedente de un mielome inducido
en la copa BALB/C gue ha perdido la cepacidad de secretar inmung
globulinas por lo que no interferiréd en la produccién de enti—
cuerpos por los hibridomas gque se obtengan, Mientras los linfoci
tos 8, sensibilizedcs frente & les células inmunizantes, aportan
al hibrido los genes que codifican las cadenas ligeras y pesadas
de las inmuncglobuliras, le lince mielomatosa dota el hibricdo de
la capacidad de crecimiento ilimitedo propia de las células tumg
rales y por tanto de ls posibilided de desarrollerse tento in vi

tro cemo in vivao.
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Esta lf{nea miclomatosa se ha hecho resistente a la 8-aza-
guanina perque cerece de la enzima HGPRT (hipoxuntin-guanidin-
fosforibosil transferasa), La sintesis de su DNA la ticne cue -
realizar a través de la via "de novo" que obtiene nucledtidos a
partir de aminodcidos y azdcares. La aminopterina bloquea la sin
tesis de novo de nucledtidos por lo cue las células de la linea
NSI serén sensibles a este férmaco. Esta caracteristica permiti-
réd seleccioner los hibridos de las células NSI que no se han po-
dido fusionar en un niedio que cuntenga aminopterina. Las células
NSI no fusionadas morirdn mientras que los hibridos podrén Se—
guir creciendo porgue poseen 1e enzima HGPAT, aportaca por los -
esplenocitos, que interviene en la otra vie de sintesis de nu——

cledtides.

Le 1{nea NSI se conserve congelada, secdndose & cultivar
dos semenas antes de proceder e le fusién, utilizando medio de

cultivo RPMI con 10% de suero fetal de ternera mds B-tzeguenina,

Fusién celular entre los esplenccitos del ratén inmuniza

do y la linea mielomatose nSI.(Reuben et el 1983)




1.2.3.1,- MATERIALES Y REACTIVOS.
- RPMI I, 640 (G1ECD, catdlogo MO 074-1800) ccn la adi-
cién de 2°S grs da glucosa por litra.
- L-glutamina (200mM,BIBCO). N2 5S03L
- Mezcla de antibiéticos: Ampicilina 500mgr/l y Gentami
cina 40mgr/l.
- MEM Eagle Solucidn de eminodcidos no esenclales (10mM

de cada aminodcido;.M.A, Bioproducts). N® 13-114A,

- Piruvato sédico (100 mM, M.A. Bioprotucts) (13-118A).

- 2-iercaptoetanol (Sigma n® 1511). Se prepara una soly

M, afiadiendo 0,1 ml & 14,1 ml de RPVI,

- Insulina: (100 u, Normel Iletin, L 1ly)

- 8-Azaguanina (Sigma A-8526). Se prepare una solucién
1.000 x disolvicado 230mg en 2mi de dimetil sulféxido (Merck Av -
Ne 2931).

- Aminopterina (Sigma A-1784). Se prepare una solucidn
100 x (4x10—5 M) disolviendec 1,76 mgrs en una solucidén 0,1 N de
NeOH, E1 ph se ejusta a 7,2 con C1H y se 1lleva & un volumen de
100 m) con agua destilada. Se dispensa en tubos de 10 ml y se =
guarde en el congelador de -209C.

- Hipoxentina (H9377) y Timidina (T9250)(Sigma). Se pre




para una disolucién 100 x (Hipoxantina 1 x 10-2M. Timidina 1,6 x

10'3M] disolviendo 136 mgr de hipoxentina y 38,7 mgr de timidina
en una solucién 0,1N da NaOH, E1 pH se ejusta a 9 con C1H y el -
volumen finol se lleva a 100ml con agua destilada, Se dispensa -
en tubos de 10ml y se guerda en el congelacor de -208%,

- HEPES (Flow Lab. 16884-49), Se prepara una solucién -
1,0 M a pH 7,2 y se guarda a -209,

- Suero fetal de ternera (Flow n? 29-101-49). Los lotes
de suero fetal se prueban antes de su utilizacién, para compro—
bar su capacidad de mantener clonos de la 1fnea NSI sin el apoyo
de las células cecbadoras., Se puede considerar como bueno aquel -
lote que mentenga una eficiencia de clonacién del diez al veinti
cinco por ciento.

- Polietilen Glicol (PEG, Merck 807491). E1 PEG se pre-
pare en el autoclave en frascos eséériles durante 15 minutos y -
se mantienen en un befio e 562C., Se prepara una disolucidén al SO%
(v/v) en BPMI-HEPES precalentado y se mantiene esta disolucién a
37,

- Tubos de pléstico de 15 ml,

- Placas de cultivo de: 24 pocillos, Coster N% 3,524

6 pocillos, Costar N? 3,506




= Frascos de cultivo de 75 ml, Corning N¢ 25,116.

- Estufa de cultivao.

1.2.3.2.- MEDIOS DE CULTIVO
- Medio completo de hibridomas (MCH): al medio RPMI -
*-1640 se le afieden (concentra-iones finales) 2,5 gr/1 de gluco
sa, suero fetal de ternera al 209, piruvato 1,0m¥, 2 mM de 1-
glutamina, 0,1 mM de una mezcla de aminodcidos no esenciales, -
4 x 10™° de 2-mercaptoetanol, 0,2 unidades de insulina bovina
por ml, 500 mgr de ampicilina y 40 mgr de gentamicina,
Este medio se filtra, mediante filtros de 0,45mm, de ta-

mafio de poro.

- Medio completo de hibridomas mds HAT (Hipoxantina-a--
minopterina-timidina). Al medio completo de hibridomas se ls &-
fiede:

Hipoxantina (1 x '!.0'-d )

Aminopterina (4 x o M)

Timidina (1,6 x 207> M)

- MCH 2x-HAT: es el medio completo de hibridomas con -

doble concentrecién de hipoxentina, aminopterina y timidina.

- RPMI con HEPES (RPMI-HEPES): al RPMI sin L-glutamina




ni piruvato sédico, se le afiade HEPES hasta una concentracidén fi
nal de 15 mM y eniibidticos en la misma cantidad entas menciona-

da.

1.2.2.3.=_Prucedinienta’

a).~ Les células del plasmocitoma NSI/Ag4 se mantienen en
KCH con suera fetal de ternera al 10% més g-azeguanina, Las célu
las se subcultiven a una concentracidén de 4 x 105fm1, en medio -

fresco cuetro dias antes de la fusiSn y de nuevo, dos dies entes.

b).- Las células del plasmocitoma NSI/Agd se lavan dos ve

ces y se resuspaenden en RPMI-HEPES, el dfa de la fusidén, ejustén

dose a una concentracién de 5 x 106/m1. Se preparan S5 tubos con

Sml cada uno, de esta suscensidn celuler,

c).- Les células del bazo del ratén inmunizado se ajusten
a la misma concentracién de 5 x 106/m1 y se reparten de la misma
forma, Cacda tubo de esplenocitos se mezcla con el correspondien=

te del plasmocitoma NSI/Agd a temperatura ambiente.

d].- Los cinco tubes resultantes de le mezcla se centrifu
gen durente ocho minutos e 300 g y se decanta todo el sobrenaden

te.




e).— Con suavidad se agita para deshacer el sedimento ce-
lular y se uiiaden 0,2 ml, & cada tubo de le soluridn el 50¢: de -

PEG, gota a gota mientras se continua moviendo los tubos.

f).- Inmecdiatamente, se centrifugan durante seis minutos
a 200g.
g).- Se afiaden 5 ml de RPMI-HEPES, gote a gota y se dejen

en reposo durante dos minutes.

h).- Se efiaden otros Sml de RPMI-HEFES de la misma forma

y se mezcle suavemente el contenido de los tubos.

i).~ Se vuelven a centrifugar durante 5 minutos a 300g, =

decantandose todo el sobrenadante,

j).- Se efidden a cada tubo Sml de NCH y se dejun en repo-

so durante 20-20 minutos,

k) .- Se mezclan bien les células y se afinde MCH hasta al-

canzar una concentrecidn de espleﬁacitos de 0,5 x 106/m1. Como =

célules cebodoras se utilizen timocitos procedentes de otro ra—-
tén de la misma cepa, efadiéndose la cantidad necesaria pera al-
canzer una concentracién de 1 x 106 timocitos/ml. La técnica de
obtencidn de timocitos se detallard en el aperteco dedicado a la

clonacidn,




1).~ La suspensién celular se mezcla repetidas veces para
homogeneizrrle y se reparte a razén de 1ml por pocillo en placaes

de 24.

mj.~ Las placas se colocan en la estufa de cultive a 379C

humedificada y con un 5% de CO,.

1.3.- SELECCION DE LOS HIBRIDOS
- 24 horas después de la fusidn, se anade 1ml de MCH 2x

HAT a cada uno de los pocillos de les placas.,

-~ En los dfas cinco, ocho, diez y doce, después de la fu—-

sién, se cambia el medio de cultivo, aspirando un ml con una pi-

peta Pasteur estéril de cada uno de los pocillos, pera anedir -

posteriormente otro ml de MCH-HAT. Este medio hace inviables & -
las células NSI que no se hen fﬁsionade, porque contiene aminop-
terina., Sobreviven, en cambio, los hibridos porque los esplenoci
tos les aportan la enzima HGPRT necesaria para la sintesis de -

DNA cuando la aminopterina bloquea la via de novo.

- Durente la tercera semana, los cultivos se cambien de -




medio dcs veces, utilizando en este caso medio HT (hipoxantina =

timidina) sin emincpterina,

- Durante la cuarta semana, el medio se cambia cada tres

dfas, empleando MCH.

1.4.- ESTUDIO DE LOS SOBRENADANTES DE LOS HIBRIDOS.

Entre &% dfa 14 y el 16 después de la fusién se.smpiezan
a cbserver hibridos en crecimiento., Para determiner éi producen
anticuerpos frente a las célules inmunizantes, se testan sus so-
brenadantes mediante la técnica de inmunofluorescencie indirecta.

50 microlitros de cada uno de los sobrenadantes a estu—
diar, se incuban durente veinte minutos a 4°C con 300-500.000 cg
lulas de la leucemia inmunizente. Después dz dos lavados con P8BS

(solucién salina tamponada con fosfato), se afaden 20 microlitros

de antiinmunoglobulina de retén marcada con Fluoresceiné. incu--

b&ndose durente otros 20 minutos a 49C. Posteriormente se reali-
zan otros dos levados con P35, Las células se observan en el mi-
croscopin de fluorescencia.

Los hibridomas productores de anticuerpos se expariden en

una placa de seis pocillos y si siguen sienco positivos se clo--

-




nan cuando se estabilizan en cultivo,

1,5.- CLONACION

De forma hebitual, los hibridomes productores de anticuer
pos frente a las célules inmunizentes se encuentran mezclados en
cultivo con otros hibridomas que o bien no son productores o sin
tetizen anticuerpos qus no interesan,

La clonacidn tiene como objetivo aislar el hibridoma pro-
ductor del anticuerpo deseado y que todas les células que lo =
constituyan procedan de la misma célula progenitora.

A continuacidn se describe el método para obtener les cé-
lules cebadoras gue serédn fundamentales para el desarrollo de -

los clonos, y la técnica de clonecidn por dilucién limite.

1.5.1.- OBTENCION DE LAS CELULAS CEBADORAS.

1.5.1.1.- TIMOCITOS
A.- MATERTALES:
Colador y ess estériles
Placa de Petri (100 x 20 mm)
Pipetas de pléstico (10 ml)

Tubos de plédstico de SO ml




Instrumental de diseccién estéril
Placas de cultivo de 96 pocillas (Costar N? 3,596)
Cémara de cristal con algodén empepado en éter

Medio completo de hibridoma MCH

B.- PROCEDIMIENTO:

a).- Se realiza en condiciones de asepsia.

b).- Un ratén de la cepa BALB/C se sacrifica con éter, se
le practica una incisidn amplia ventro-medial, desde el cuello -

hasta el hipogastrio.

c).- Se abre el peritoneo y después de seccionar el dig——

fragma, se corta la parrilla costal por sus cares laterales, para

poderla evertir.

d).~ E1 timo se extirpa del mediastino y se coloca en un -
colador estéril, dentro de una cabina de flujo laminar y sobre -
una placa de Petri con 10 ml de MCH. Con unes pinzas curves se <=

presiona el timo contra el colador para obtener sus células,

3).- E1 coledor se leva con 10 ml de MCH. El medio con les

células se pesa & un tubo de plédstico de S0 ml,

f).~ E1 tubo se centrifuge a temperatura ambiente durente

10 minutos a 200 g.




g).- Se decanta el sobrenadante y las células se resuspen

den en 20 ml de #CH.

h).- Se realize el contaje en cdmara de Neubouer, La via=-

bilidad celuler se aprecia por contraste de fase,

1,5.1.2.~ MACROFAGOS PERITONEALES.

Los macréfagos se obtienen por iavados peritoneales en un

ratén de la cepa BALB/C, inyectando 10 ml de PBS en la cavidad -

peritoneal, dejéndolos dentro durante uno o dos minutos mientres
se presiona con suavided el abdomen y finalmente se aspiran, Des
pués se centrifuga la suspensién celuler durante cinco minutos a

300 g y se realiza el contaje.

1.5.2.~ PROCEDIMIENTO DE CLONACION POR DILUCION LIMITE.
a).- Al pocillo de la placa'de 24 donde se .uentre el -
hibridoma productor se le cambia el medio un dfa antes de iniciar

la clonacidén.

b).- E1 dfe de la clonacién se aspira casi todo el sobre-
nadante del pocillo y con medio fresco se despegan las célules -

del fondo y se pasen & un tubo de 50 ml,




c).— Se lavan dos veces con MCH a temperatura embiente.

d) .- Después cdel contaje, se ajustan a 1 x 105/m1. tenien

do solo ~n cuente las células vivas.,

g).- Se realizan dos diluciones seriedas 1:10 para conse-

guir una concentracién final de 103 células/ml,

£).- En un tubo de 50 ml se colocan 0,45 ml de la suspen-
si6n celuler del hibridoma ajustaeca a loacélulas/ml, 68 x 105 ti
mocitos, 675,000 macréfagos peritoneales y medio de cultivo has-

ta alcanzer un volumen de 45 ml.

g) .- Se afiaden 0,2 ml de la suspensién celilar en ceda -
uno de los pocillos de dos placas de 96. Las concentraciones fi-

5
nales por pocillo fueron 2 células de hibridoma, 3 x 10° timoci-

tos y 3 x 10° macréfegos. Les placas se mantienen en la estufa -

de cultivo, humidificada, a 379C y en atmésfera de aire con Fp -

d
e 602.

h).- A los catorce dies, les placas se examinzn con el mi
croscopio ce objetivo invertido, sefaldndose aquellos pocillos -
dunde se observa solo un clon. Se les cambia el medio una vez -
por semana, y cuando han crecido 1o suficiente, se pesan a poci-

llos de la placa de 24 y una vez estabilizados se testan por in-




munoflicrescencia indirecta con las células inmunizantes.
Los clonos positivos se expanden en frascos de cultivo pa
ra congelar la mayor parte de las células y el resto se inyectan

en un ratén para obtener ascitis,

1.6.~ CONGELACION DE HISRIDOMAS

La congelacién de los hibridomas es fundamental pera su -
canservacién. Se debe realizar tanto con los hibridomas sin clo-
nar como con los que ya lo estédn, Permite disponer siempre de =~
una reserva que puede utilizarse en cualquier momento si el pro-
ceso disefado para un hibridoma fracasa en alguno de sus puntos

clave,

A.~- VATERIALES:
- Tubos de plédstico estériles de 2 ml con tepén de ros-

ca (NUNC).

- Suero fetal de ternera, con un 10% de dimetil-sulféxi

do (OMSO),
- Congelacdor de -802

- Contencdores de nitréoeno liquido.




8,- PROCEDIMIENTO:

a),~ Un dfa entes de la congelacidn, se cembia el medio de
cultivo,

b).- E1 hibridoma se centrifuge S5°a 300 g. @ temperatura -
ambiente, se resuspende y se ajusta e una concentrecidn de S x 106

células/ml con suero fetal méds un 10% de DMSO a 49C,

c).- RApidamente se dispensa en tubos de 2 ml, con tapén -

de rosca a rezén de 1 ml, en cade tubo.

d).- Los tubos se cierran y se colocan durante 24 horas en
el congelador de =80°C.

e) .~ Del congeledor de -80°C se pasan &l contenedor de ni-
trégeno liquido.

Descongelacidn: E1 tubo que contiene las células congela-——
das sec coloca en el bafo 2 479C haste que se descongele. Después
se pasa & un tubo con MCH a 379C y se leva dos veces, centrifugan

do cinco minutos a 300 g.

1.7.~ OBTENCION DE ASCITIS

Los hibridomas productores, una vez clonados, puecen ser -
inyectados en la cavidad peritoneal de ratones BALB/C, donde cre-

cen con facilided, producienco ascitic con un alto titulo de enti




cuerpo monoclonal,

PROCEDIMIENTO:

a).- Para que el hibridoma crezca en su forma asci{tica, -
los ratones se inyectan con 0,5 ml de Pristene & nivel de la ca-

vidad abdominal,

b).- A las dos semanas, se les inyectan 5 x 106 células -

del hibridoma en 0,5 ml de medio de cultivo.

. e v

c].— Una vez desarrollada la ascitis, se inician las pun-
ciones de drenaje que se contiruan cada 48 horas. Por cada pun-—-

cién no se debe aspirer més de dos ml.

d).- El1 1fquido ascitico se centrifuga cinco minutos a =~

300 g, para separar las células de la ascitis, Las célules se -
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congelan y la escitis, después de ser titulada, se dispensa en -

tubos Beckman a razén de 20 1 por tubo y se congela .a -80°C,

A S AL b L b

1.8,- PURIFICACION DE LOS ANTICUERFCS MONOCLONALES

La purificacién de los anticuerpos monoclonales se llevd
e cabo mediante cromatografla de afinidad con gel de Sefarosa--

Pratefna A. (segidn técnica descrita por el laboratoria).




MATERIALES Y REACTIVOS.
Gel de sefarosa-protefna A (Pharmccia Fine Chemicals)
Tampén A: PG a pH 8
Tampén B: Acetato sédico 0,1 M pH 3,5
Tampén C: Tris-ClH 1M pH 9,
Columna de 10 cm (LKB).
- Filtros AMICON
Colector de fracciones (LKB)

Bomba peristéltice. Espectrnfotémetro.

8.~ PROCEDIMIENTO-

'a).- 6 gr de sefarosa-protefna A se lavan con agua du--

rante treinte minutos y posteriormente se colocen en una columna

dz 10 cm. El gel de sefarosa-proteina A slcanza dertro de la co-

lumna una altura de 5,25 cm,

b).- Se lava la columne con el tamodn A, hasta conseguir
el pH éptimo de 8, Para realizar el lavado la columna se conecta

con la bomba peristdliica.

c).- E1 liquido ascitico que contiene el anticuerpo mong
clonel, diluide en el tampdn A en la proporcidn 1/10, se coleca =

81 la columna y esta se conecta al colector de fracciones que se

-~




gradua de forma gue recoja 15 gotas por tubo,

d].— Se mide en el espectrofotémetro la DO del contenido -
de cada uno de los tubos, a 280 nm, En primer lugar eparece el pi

co de elucién de la albdmina.

e).~ Cuando se alcanzan los niveles basales de absorcién -

6ptica, se lava la columna con el tampén B de pH 3,5.

f).- Entre los tubos 26 y SO aparece el segundo pico de ab
sorcién que corresponde a la inmunoglobulina IgG del anticuerpo -
monoclonal. A cada uno de estos “ubos se le afiaden previamente -
200 microlitros de Tampén C, para evitar la desnaturalizacién prg

teica,

g).- Los tubos que contienen el anticuerpo monoclonal se =
mezclan y se dializan con el tampén de acoplamiento, pare la inny

noprecipitacidn (ver el epartado cofraspnndiente).

h).- Cuando la purificacién no va seguide de acoplamiento
a gel, los tubos con el anticuerpo monoclonzl se dializan frente

a PBS 7,4,

i).~ Después de la dialis los anticuerpos monoclonales se
concentran 20 veces en filtros AMICON.
j) .~ Se dispensan en elicuotas de 10 microlitros y se con-

gelan a -8C2C,
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2,- CARACTERTZACTON DEL ANTICUERPO MONOCLONAL

2.1.- TITULACION
Se prepaeran varias diluciones, dobles y progresivas con -
la ascitis que contiene el enticuerpo monoclonel y se ensaya me-

diente inmunoflucrescencia indirecta.

2.2,- DETERMINACION DEL ISOTIPO DE LOS ANTICUERPOS MONO——

CLONALES, (Crowle 1977).

2.2.1.- INMUNODIFUSION SIMPLE EN AGAR.

A,~ MATERIALES:

- Agar (Behring Institut)

- Tampén de inmunodifusidn:
Agua destilada templada 200 ml para disolver:
12,6 gr de Na PO, (Merck)
2,62 gr de NajH,PO4. H0 (Merck)
Ague destilada hasta 1,000 ml
Concentracién iénica 0,15, oH: 7,4

- Anticuerpos policlonales de cabra frente a los diferen-

tes isotipos de cadenas pesadas y ligeras del ratén:

anti M, entiol, anti } 1, ¥ 2a, ¥2e. ¥ 2
anti K v anti A (Nordik)

Placas de plédstico




Cénula metdlica

Matraces de vidrio (Simax) de 1 litro
Capilares

Pipetas de 5 y 10 ml,

B.~ PROCEDIMIENTO:

a).- Preparacién del gel de agarosa el 1%

Se pesan 1,3 gr de agarosa que se funden en 100 ml del tem
pédn de inmunodifusidén a 50°C, hasta que se disuelven perfectamen=
te. Se deja enfriar hasta los 509C y entonces se colocan varios -
mililitros, con una pipeta, sobre la placa de pléstico, de forma
lenta para dejar una fina capa de grosor uniforme.

En el centro de la placa del gel de agarosa, se realiza un
orificio mediante un capilar y con la ayucda de una plentilla se -
hacen otros seis en circulo elrededor del primero. E1 contenido -
de los orificios practicados en el gel se succione mediante una -

trompa de egua.

b).- En el pocillo central se coloca una slicuote del so—

brenadante de cultivo con el anticuerpo monoclonal a estudier y -
en los seis pocillos periféricos se distribuyen los entisueros -
que reconocen les cadencs pesadas de las inmunoglobulings de ra--
tédn, En otra placa el enticuerpo monoclonal se enfrenta.a los an-

tisueros que reconocen las cadenas ligeras.




Se deja incuocar 24 horas en cdmara hdmeda,
c).- Lavados.

Las placas se lavan en solucién salina durante 24 horas -

en una caja de Petri y posteriormente 2 horas en agua destilada.

Se secan colocando sobre ellas papeles de filtro e temperatura -

ambiente.

Los papeles se quiten humedeciéndolos con agua.

d) .- Tincién,
Materiales:
Negro de amido:
Negro emido (Merck Art, N21167)........... 0,5 ¢

Metﬂno}- e 00 s e EeT s EREeRORRCEOERPRREOOeRROS %

Acido BCELICO ....ececvecssnssoscsosssasss 10
Decolorante:

BEEnna] . .. .iiiiiiinsiisencnivasisniniie W

AELBE MEBEALD iy, siicinissssaisssonasses W

Fijador:

Solucidn acucsa de &cido acético al &
TrOnspargntador:

Acido acético ..;......................... )

Glicerinag ....c.ce00ce0a00s

aqua cestileda ...........




Se tifien las places con Negro de Amido durante 10 minutos.

se decoloran con bafios sucesivos de decolorante, de 10 minutos -

cada uno. Se pasan por un bafio fijador durante 5 minutos y final

mente por un bafo transparentador, treinta minutos. Se sucan en

la estufa durante 24 horas.

3.- CARACTERIZACICN DE LA MOLECULA RECONOCIDA POR EL ANTI-

CUERPO MONOCLOMAL ER2110

3.1.- DISTRIBUCION CELULAR

3.1.1.,- PANEL DE CELULAS NORMALES.
3.1.1.1,- Separacién de céluias mononucleares de sangre -
periférica (Boyum 1968).
A.- VMATERIALES
-~ Tubos de 15 ml cénicos de pldstico
Pipetas de 10 ml
Jeringas

Pcrtas y cubrecbjetos

Peactivos:
Histopaque 1,077 {sigme): contiene Ficoll (Tipo F 400)
§7 gr/dl y diatrizoato sédico 9 gr/dl en solucién asép

tica.




Solucidn salina temponada con fosfato (P3s)
Solucién de cloruro aménico al O,87%

B,- PROCEDIMIENTO.

a).- A cada 10 ml de sangre desfibrinada, se efiaden 14 ml
de PBS mezclando bien,

b).- Se efiaden 3 ml de Histopaque 1.077 & tres tubos de -
15 ml. -

c).- Sobre el histopague 1,077, se colocan 8 ml de la mez
cla de la sangre con el P8S. Se centrifugan los tubos a 400g du-
rente 30 minutos, a temperatura ambiente.

d).- Despnés de centrifugar, se espira el sobrenadante -
hasta llejar a medio centimetro de la interfase opaca gque contie
ne las células mononucleares. Se recoge esta fase con una pipeta
Pasteur,

e).- La interfase se reparte en tres tuvos y a cada tuBo

se le efaden 10 ml de PSS, Se centrifugan & 250g durante 10 minu

tos.

f).- Se realizan dos lavados mds con PBS.
g).- La viebilidad de las cflulas se comprueba por contras
te de fase con 10 ml de la solucién al 0,87% de cloruro aménico

durante 5 minutos a temperatura ambiente.




h).~- Las células se ajustan a 5 x 106/m1 en PBS,

3,1,1,2.~ Separecién de células mononucleares de médula -

La méduln dsea obtenida por puncién y aspiredo en nango -
esternal o cresta ilieca se recoge sobre tubos conteniendo EDTA.
Se realiza una dilucién 1:5 de la muestra en PBS procediéndose

a continuacidn como en el epartado anterior.

3.1.1.3.~ Separacién de linfocitos T y B (Eisen et a1 -

1972).
A.- VATERIALES.
- Fibra de nylén
- Jeringa de S cc
- Tubos cénicos de 15 ml
- Parafilm
- Bafio de agua a 379C
- Estufa

- Colador

B.- REACTIVOS
- Medio RPMI I,640

- Solucién de CIH 0,1 N




- Suero fetal de terncra (CIBCOD)
- HEPES/(Flow)
C.- PROCEDIMIENTO,
a).~ Preparecién de la fibra de Nylén:
- Se pesan 200 mgr de fibra de nylén por cada muestra
- Se abre la fibra, evitando los grumos y se coloca en una
Jeringa de S cc.

- Se lava con 50 cc de egua destilada y S0 cc de C1H 0,1 N,

Pasando por la jeringa 10 cc de ClH, seguidos de otros 10 de agua
y repitiendo el lavado de forma alternativa, hesta completer los
S0 cc de cada uno de los elementos.

- Después se pasen 50 cc de medio RPMI sin suero fetal y -

otros SO de medio caliente (atemperado al bafio maris) con el 10%

de suerc fetal de ternera.

- La jeringa se tapa por ambos extremos con parafilm, de—
jéndola llena de medic enriquecido con suero fetal, evitando las
burbujas dz aire, para tenerla bien impregnacda.

-~ Se incuba a 379C durante media hora,

b).- Preparecidén del medio de cultivo

- Por cada muestra se preparan 200 cc de medio.

~ Se pesar 2,08 gr de APMI para 200 cc de agua destileda,




Después de diluir bien, se determina el pH gue se ajusta entre 7,2
y 7,4, Se estabiliza con HEPES al 19,

- Se separan SU‘§c de medio para lavar la jeringa. Los 150
cc restantes se enriguesen con fetal inactivado al 10%. S0 cc de -
este medio se etemperan al bafic marfa y se utilizen como se ha men

cionado enteriormente, para lavar por ditima vez la jeringa entes

de ponerla a incubar,

¢).- Obtencién de los linfocitos T.

- Después de la separacién por Ficoll y de los lavados co——
rrespendientes, el botén celuler de cada muestra se rasuspende en
2 cc de medio.

- La jeringa ya incubacda, se escurre con Su émbolo hasta al
canzer los 2-5 cc de su graduacién.‘

- Se colocan los 2 cc de la suspensién celular,

- Se incuba durente otrs media hora & 379C en estufa,

- Para separar los linfocitos T se pesan 10 cc de m-dio frio
por la jeringa, muy lentamente, recogiéndose en un tubo cénico gre
duado, Después de centrifugar se ajusten a 5 x loscélulas/ml.

- Posteriormente se lave la jeringce con 50 cc de medio atem

peredo.




d) .~ Obtencién de los linfocitos B

- Se saca la lana de la jeringe, después del Gltimo levedo,

- Se coloca en un colador, situado sobre una taza, La lana
so va ebriendc, con cuidedo, por medio de dos aqujes, extendiéndo
la lo méximo posible para evitar la formacidén de grumo, mientras
se lava con medio ce cultivo para evitar que se seque,

= F1 medio de cultivo recogido en la tmsza se centrifuga a
250 g durente 10 minutos. Después de resuspender el botdn celular,

los linfocitus B se ajustan a § x 106

células/ml,
- La viabilidad de los linfocitos se comprueba en microsco

pio de contraste de fase.

3.1.1.4,.~ Separacién de granulocitos (English y Andersen

1974)
A.- MATERIALES: Se utilizeron los mismos que pera la sepa-
racién de linfocitos.,
B.- REACTIVOS:
- Histopeque-1,119 (Sigma): contiene Ficoll (tipo 400) -
6 gr/dl y ditrizoato de sodio 16,7 gr/dl en solucién -
aséptica,
- Histopague-1,077

- PBS




G.- PROCEDIMIENTO:

e).~ De cada donante se oxtraen 6 ml de sengre heparinizeda

b).~ Por cada muestra, se utilizan dos tubos cénicos, en -
los quz se colocan 3 ml de Histopaque-1,119

c).- Sobre el Histopaque-1,119 se colocaron otros 3ml de -
Histopaque 1,077.

d).- Los 6 ml de sangre total de cada muestra se mezclen -
con otros 6 de P3S,

e).- A cada uno de los tubos con los gradientes de Ficoll
se le sfiaden 6 ml de la mezela de sengre total y PBS,

f).- los tubos se centrifugen e 700g durante 30 minutos a
temperatura ambiente,

g).- Después de la centrifugacidn, se observen. en los tu-

tos dos halos opacos. E1 superiar corresponds a las célules mono-

pucleares y €l inferior & los granulocitos.

h).- Cada halo se recoge por separaca. Los granulocitos -

se lavan con P8S, centrifugédndose a 250g durante 10 minutos.

1) .~ Finalmente se ajustan a 5 x‘loscélulas/ml.

3.1.1.5,~ Separacién de Monocitos.

A.- MATERIALES:




- Frascos de cultivo de 75 ml (Corning N225116)
-~ Estufa de cultivo
- Espdtule up pldstico
B.~ REACTIVOS:
- Medio de cultivo RPMI 1,640
- Suero fetal de ternera
- Solucidn 10~ M de etilendiaminotstreacetato (EDTA)
C.~ PROCEDIMIENTO:
a).~ Se parte de las células mononucleares separadas por Fi
roll, Después de los lavadns con P8BS, las células se resuspenden -
en 10 nl de medio de cultivo con 20% de suaro fetal de ternera,
b).~ ta suspensién celular se coloca en un frasco de culti-
vo te 75 ml, que se deje incubendo durante 1 hora a 379C en la es-
tug1 deo cultivo,
c).- Las célules rno adherentes se eliminan, vaciando el con
tenido del frasco.
d).- les monocitos sc despegen el efiadir la solucidn de -
EDTA, Fn ocasiones es necesario utilizar una espdtule =special y -
froter con elle el fondo del frasco para poder despecar los monoci
tos,
e).~ Los monocitos se levan dos veces con PSS y se ajustan

&5 x 10° célules/ml.

-mﬁ-

B S S

PP —

3.1.1.6.~ Separacidn de plaquetss,

Se racogen 4,5 ml de sangre venosa sobre un tubo de plasti
co conteniendo 0,5 ml de citrato sédico sl 2,0%. Se agitv suave—
mente por inversién del tubo y se centrifuga durente 8 minutos a
130g. o temperatura embiente, E1 plasma rico en plaquetas asi ob-
tenido se transfiere con pipeta de pléstico a otro tubo de plésti
co y se centrifuga durante 15 minutos a 25000g a 49C, El1 plasma -
se decanta y el botén plaquetas se resuspende con Suero fisiolégi
co. Se repiten el lavedo y la centrifugacién, resuspendiéndose -

tras el Gltimo lavado en suero fisiolégico (Owen 1975j.

3.1.1.7.~- Separacién de células de am{gdala,

Les amfgdalas procedentes de individuos amigdalectomizadaos
son cortaedas, deshridéndose el tejido con ayuda de dqs agujas, so
bre una placa de Petri conteniendo medio RPMI 1640, La suspensién
celular es filtrada & través de un colador metélico, lavdndose a

continuer U dos veces con el mismo medio.

3,1.1.8.- Separecién de células de baza.
El bazo procedente de un individuo esplenectomizado es tra
tado como se describe en el epartado anteric:s, para la obtencidn

de la suspensién celular,

~95~




3.1.2.~- ESTIMULACIUN BLASTOGENICA CON LECTINAS DE LINFOCI-
T0S DE SANGRE PCRIFERICA (Oppenheim et el 1975).

A.~ MATERIALES:
PHA: Fitohemaglutinine (Burroughs Welcome Co.)
Con A: Concanavalina A {Galciochen)
PV: Pokeweed (Gibco)
L-Glutaminea a una concentracién de 0,59 gr/ml
Medio de cultivo RPMI
Ampicilina 500 mgr/l

-~ Gentamicina 40 mgr/1

- Frascos de cultive de 75 ml (Falcon)

8.- PHUCEDIMIENTO:

a).- Los linfocitos después de separarse por gradiente de
Ficoll, se distribuyen en tres elfcuotass de 0,5 ml de medio de -
cultivo enriquecide con el 10%. de éuero fetal de ternera. Cada =

3}

una de les elfcuotas contiene 3 x 10 célules.

b).- Les células se efiaden & tres frascos de cultivo aque

contienen 11,5 ml de medio cada uno.

¢).~ Al primer frasco se le sfaden 1oe/ﬂ,1 de FHiA disuel-

ta 81 1/4 en PSS,
- Al segundo 100 4 1 de Con A al 1/32

- Al tercero lCG/u;l de PUV al 1/22
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d).- Se dejan incuber:
- 48 horas pare la PHA
~ 72 horas parc la Con A
- 96 para el PWM
g).~ Pasado el tiempo de incubacién, para cada una de les
lectinas, se valora el tanto por ciento de blastos por contraste

de fase,

3.1.3.- PANEL DE CELULAS LEUCEMICAS

Las células 1auc§micas utilizadas procedfen de sangre peri
férica y/o médule fsea de enfermos diegnosticados en el Servicio
de Hematologfa de 1a C.S. Virgen de las Nieves. El diagndstico se
realizéd etendiendos a criterios clinicos, morfolégicos y citoquimi
cos completdndose con la eleborecidén de un protocolo para la ca—
racterizacién inmunoldgice de célulgs leucémicas, Toﬁas las mues-
tres fueron extraidas previemente al tratamiento del enfermo.

Se estudieron las célules leucémicas de un total de 77 en-
ferwos. De las leucemias estudiedas 29 correspondien a s{ndromes
linfoproliferativos crénicos y 48 a leucemias esgudas. Estes Glti-
mas se cistribufan dz la siguiente forma: LAL 30 cesos, LAM 12 ca
eos, LAI 3 casocs, brote 1infoblédstico de LMC 2 casos Y brote no -

linfobldstico de WC 1 caso.
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3,1.4.~ Protocolo do estudio para las célules lanci’nicas,
Las leuvemlas utilizadas para el estudio de distribucién an

tigénica se caracterizaron sehdn el siguieate protoucolo:

3.1.8.1.~ Marcadores Jnmunoldégicos de Linfocitos T.

a].- Formacidn de rosstas con hematies de carnero

b].- Antigenos de membrana detectados por anticuerpas mono-
clonales:

= T3: reconocido por el AciMoOKT3 (ORTHO] y que estd presente
en la mayorfa de los linfocitos T maduros (Kung et el 1959. Borst —:
et al 1982)

- T4: reconocido por el Ac Mo OKT4 (ORTHO) y que ée expresa -
en los linfocitos T "helper"/inductores (Thomas et al 1980, Rein—
herz et al 1979, Terhorst et al 1980)

- T8: reconocido, por el Ac Mo OKT8 (ORTHO) y qus se encuen—
tra en la subpoblacifin de linfocitos T supresores/citotéxicos (Kung
y Boldstein 1980).

- TII: reconocido por el Ac Mo OKT1i (ORTHO) y que correspon-
de al receptor para los hematfes de carnero de les linfoéitos T =
(Cotner et el 1981, Van Wauwe et al 1981)

- WT): reconocido por el Ac Mo del mismo nombre y que se en—
cuentra en linfocitos T inmaduros, También estd presente en linfo-

citos T de sangre periférica nurimal,
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3,1,4.2,~ Varcadores inmunolégicos de Linfocites B.

a) .~ Inmunoglobulines de superficie

b) .- Formacisn de rosatas de ratén

c).~ Antigiaos de membrene detectatos por enticuerpos mong
clonales: Antfgenoe de histocompatibilidad de clase IX: reconoci-
dos por el Ac Mo OKIa que define un determinante antigénico comdn
& todes las variantss alogénices de los antigenos DR (Reinherz et
al 1979, Hadler et al 1981). Tembién se usé el Ac Mo GRBI obteni-
do en nuestro laboratorio y que tiens un patrdn de distribucidn -
idéntico el OKIa. Los entfgenos DR cumplen un papel fundamental e
nivel de les interacciones entre los monocitos y los linfocitos T
vy B, No son extlusivos de la serie linfoide B, pues también se en
cuentren en los monocitos y linfocitos T activados y en células -
hematopoyéticas,

BI: reconocido por el enticuerpo del mismo nombre y que a-
parece en el estadio de linfocito pre B y se mantiene durante las
diferentes feses de la seria linfoids B haste llegar a 1la fase de
célula plesmdtica, tonde se pierde su expresién (Stashenko et al

1910),

3.1.4,3,- Antigenos asociedos a leucemias,

a).- CALLA: reconocide por el ac monoclonel JS que -




precipite un antigeno de 100 Kd de peso molscular gque se encuentra

en las leucemias linfobldsticas agudas comunes (Ritz et al 1950]
b).- P24: reconccido por el enticuerpo monoclonsl FMCB, -

Tiene un peso moleculer de 24KD y esté prescnte en LAL no T, (

Brooks st al 1982),

3,1.5.=Técnicas para la aplicacién del protocolo en el diagnfsti-
co inmunolégico de las leucemias humanes:
3;1.5.1.~ Formacién de rosetas con hematfes de carnero (Greaves et
al 1973).
Materiales:
-~ tubos de pldstico
=~ Centrifuga
- Hematfes de carncro.
Procedimiento:

En un tubo de plédstico de 12 por 75 mm, se colocan 0,1 ml

de una suspensién al 0,5% de hematfes de carnero y{1 i_O‘S] X -

lﬂscélulas mononucleares en 0,1 ml de P8S, Se afiade una gote de -

suerv humano previemente ebsorbido con hematfes de carnero y des-
pués inactivedo con calor. Se centrifuga lentamente £0g, durante
cinco minutas y se deje durante 18 horas a 49C, sin despegar el -

botén celular. Después con mucho cuidada, heciendo osciler el tu-




bo durante dos minutos, sin golpearla, se disuelve el botén celu-
lar. Las células se observan en cdmare de Neoubauer y se calcula -
gl porcentaje de rosetas. Se considera como roseta a todo linfoci
to rodeado al menos por tres hematfes, E1 contaje se realiza en =
microscopio de contraste de fase,

3,1.5.2,~ Formacién de rosetas con hematfes de ratén.

Lo; hematfes de ratén se obtienen por puncién retroorbita-

lria con un capiler heparinizado. La técnica se desarrolla con la
misma metodologia que la enterior. Tiene como finelidad determi—
nar el grada de diferenciacién de los linfocitos B.

3,1,5,3.~ Técnica de inmunofluorescencia directa para detectar 1la

presencia de inmunoglobulinas de superficie en las células leucé-

micas (Collins et sl 1980).

Materiales y reactivos:
- Tubos de pléstico de 3 mi

-~ Centrifuga refrigerada.

- PES con el 0,1% de elbdmina
= Antiinmunoglobulina humana marcada con fluoresceine -
(NORDIK) obtenida de
Procedimiento:

5
- Las células leucémicas & estudiar se ajusten a 10 x 10 /
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- 50 microlitras de la suspensién celular se colocan en un
tubo de plésticu de 3 ml en una gredills situada.sobre un bafio de
hielo. Se afaden 10 micrelitros de la entiinmuncglobulina humana
mgrcada con fluorescefna, diluida en PBS al 1/5,

- Sc deja incubando durcnte treinte minutos a 4%C

-~ Se realizen tres lavados con PBS-albdmina, centrifugando
a 250g durante 10 minutos a 49C,

- Después del (il1timo lavado, se decenta el sobrenadante Yy
las cflulas con una pipeta de 50 microlitros se llevan a un porta
objetos para ser observegas el uicroscopio de fluorescencia.

- Se realiza el contuje de les células fluorescentes, valg
rando solo la positivided en las células vivas, E1 resultado se -

presenta en % de célules positivas (fluorescentes).

3.1.54.~- Técnica de inaunofluorescencia indirecta,

La técnica de inmunofluorescencia indirecta se utiliza pa-
ra egtudiar la expresién, a nivel de las célules leucém;cas, de -
los antfgenos reconocidos por los enticuerpos monorlonales que =

formen perte del protocolao, enteriormente descrito.

Procedimiento:
6
- Las cflulas leucémicas se cjustan & 10 x 10 /ml

- S0 microlitros de la suspensién celular se colocan en tu
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bos de pléstico de 3 ml. A cada uno de los tubos se le afaden 10
~icrolitras del anticucrpo monoclonal deseade diluida al 1/10,
incuben durante media hore & cuatro grados en el re—

frigerador,

- Se realizen, después de incubar, tres lavados con PBS-al
bdmina.,

~ Después del Gltimo lavado, se decante el sobrenadante Yy
sobre el b;tén celular se afiaden 10 microlitros de entiinmunoglo-
buliné de ratén (NORDIK) marcada con fluorescefna, diluida en PSS
el 1/10.

- So incuban durente media hora a 49C en el refrigerador,

- Se realizan tres lavaedos con PBS-acida sddica, centrifu-
gando & 250 g, durente 10 minutos, & 49C,

~ Les células deséués del Ultimo lavedo se recogen con una
pipeta de 50 microlitros psara colocarles sobre un portaobjetos. -
Se ob;ervan al microscopio de fluorescencia, Se valoreron solo -

las células fluorescentes vivas,

3,1.6.- PANEL DE LINEAS CELULARES.
Se utilizeron les sigulentes lineus celuleres:
- Lfneas celulsres B: Ramos, B1AB, Dandi, Lundac,

- Linea celular de linfoma de Burkitt 1 Raji.
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~ Lirea mieloeritroide K562
- Linoas de carcinoma de pulmén: SK-LU-1l y 0at75
= Linea linfobldstica corndn LEB
Todas las lfneas se mantienen en cultivo entes de ser tes
tedas por IFI, en medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal de ter-

nerea en incubador con 5% €O, a 379C

3.2.- DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL ANTIGENO RECONO-

CIDO PO’ EL ANTICUERPO MONOCLONAL

3.2.1.- ACOPLAMIENTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL GR2110 A GEL
DE SEFAROSA ACTIVADA 48-CN Br, (Segdn técnica descrita por sl fa—

bricente -Fharmacia Fine Chemical-)

A.~ REACTIVDS Y MATERIALES
- Anticuerpo monoclonal GR2110 pufificada
~ Tempdn de acoplamiento:
CoaNaH 0,1 M
ClNa O0,5M
pH: 8,3
- Gel de sefargsa 48 activada CN Br (Fine chemicals)

- Solucién de CIH 1mM

- Solucién blogucente de grupos activos: solucién de glicina




0,2 ¥, pHB (Merck art 4201)

- Tampén de acetato sédico 0,1 M pH 4, conteniendo ClNa 0,SM

- Bolsas de didlisis
- Agitedor magnético
= Filtros de vidrio de 63 porosidad
- Matraz Kitasato {Simex)
~Bomba de vacio

8.~ PROCEDIMIENTO:

a).- Se disuelve 1 ml del Ac wonoclonal purificado en 2 ml
de tempdn de acoplemiento. La solucién se coloca en una bolsa de
didlisis que sa deja curante 18 horas a 42C, frente a 1 litro de

tampén de acoplamiento. La solucién se mantiene en agitacidn cam-

bidridose el tampdén cada 6 horas,

b).- Se pesa 1 gr. de gel de sefarosa 48 activada CNSr que
se mezcla con 10 ml de una solucién 1lmM de C1H durente 15 minutos,
posteriormente se lava con la miSmé solucién, utilizando un fil—
tro de vidrio de 63 ds pcrosidéd unido a un matraz Kitaﬁato conec
tado a una bomba de veacfo, Para el lavado se utiliza un volumen --

total de 200 ml de la solucién de ClH, en 10 slicuotas de 20 ml, .

aspirdndose el sobrenadante entre los sucesivos lavados, El gramo
de gel después del lavado alcanza un volumen de 3,5 ml,

c).~ E1 gel se lava posteriormente con 5 ml de tampén de 8




coplamiento e inmediatamente se mezclan 2 ml de la solucién dael =
ligendo (2 ml da la salucién del anticuerpa monoclonal dislizado
frente & tampdn de acoplamienta) con 1 ml de la suspensidn del -
gel durente 2 hores & tempereture embiente en agitacidn suave.
d).- E1 gel se centrifuga a 300 g durante S minutos, tras—
firiéndose a continuacién a una solucién 0,2 M de glicina ce pH 8
durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacidn suﬁve para -

blogussr los grupos activos que habian quedada sin acopler.

e).- El gel se lava cince veces alterna’ivamente con tam—

pén de acoplamiento y tampén acetato conteniendo ClNe para elimi-

nar las proteinas ligades no covalentemente,

3,2,2.- MARCAJE EXTERNO DE LAS CELULAS INMUNIZANTES CON 1251

A.- REACTIVOS Y MATERIALES:
125
~ 1251 Na: 1 mC4 (Genersl Radioquimice).
Lectoperoxidasa: 200..gr.
PBS

Ho0, al 0,06} (Merck art 822287)

T L

Tubos unicersales
Bafio de hielc

Células: B0 x 106
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8.- METODO:

Les células son recogicdes y lavadas 2 veces con PC3 r ués
del Gltimo e8 resuspenden en 1 ml de PBS conteniendo 200ugr de -

Lactoperoxidaca, manteniendo le suspensién en bafio de hielo. A 1la

-

mezcla se le efade 1 nCi de :INa y se comienza la reaccidén con -
la edicién de 10 41 de H0,, volvienco & repetir la operacidn 2,5
y 5 minutos mds tarde. Tras la dltima adicidn de 10 A de H 0, se
esperan 5 minulos tras lo cual efiadimos PBS frio y lavamos dos ve-
ces,

Durante el proceso del arcaje se debe agiter la suspensidn

celtlar con frecuencia y de forma suave, manteniéndase a una tempe

ratura de 4%C,

a,2.3.— LISADO DE LAS CELULAS MARCADAS,
A.~ REACTIVOS:
- Azide sédica
- ClNa (Nerck ert. 5404)
- EDTA, Etilendiaminotetrsacético, dihidratado (sal sddica
del dcido)(Merci ert 8421)
- Etanol,

— NF-40. Nonidet-20. Acetilfenilpolietilenglicol (Flucka

74 ,385)



— PUSF. Fenil metilsulfonilfluoride (Sigma N2 T-7626)
~ Tritén ¥-114. Octofenoxipolietoxietanol (Sigma N9 T-7003)
- Tris/CIH. Tris (Hidroximetil-eminometano)(Merck, art. -
6386).
B.- SOLUCIONES Y MATERIALES:
a).- Solucién tampén de lavado:
10 mM Tris/CIH
150 mM ClNa
pH 7,8
b).~ Solucién tempdn de lisis

900 4.1 de la sclucién tampén de lavedo

100 w1 de Tritén X-114 el 10%

20 w1 de solucidn PMSF

c) .- Solucién pare floculecidn

solucién tempén de levado con 0,5% de Tritén X-114 y 10%

de secarosa,

d).- Solucidr de Tritdn el 10%

Solucidn de Triton X-114 al 10% en solucidén tampdn ce levado
e) .- Solucidn tempén NET

SOmM Tris/C1H 4 150 n!t de ClNa 4+ 5 mM de EDTA

se ajucta 1 a 7,4 y se le afede 0,02% do NaN,




f).- Soluciones de lavado

- Solucién tarpdn NET con un 0,5% de Np 40 y 1/10 da su vo
lumen final de sclucidn de ClNa& caturade,

- Solucidn tamnédn NET con un 0,5% te NP 40 y 1/20 de su vg
lumen Tinal de solucidn saturada de ClNa,

- Solucidén tempsn NET con un 0,5% de NP 40

g) .~ Solucién NP 40

Solucién de NP 40 al 10% disuelto en NET.

b) .~ Solucién PUSF

2 mgr de PMSF (Phenyl Methyl Sulfopropyl Fluoride) disusl-

tos en 4infdé-etunol.

1) .~ Solucién satureda de ClNa en egua.

- Tubcs Eppendor?

- Micrczentrifugs

C.- METODO.

a).- Preparacién del lisado celular:

- Lavado: les células ya narcadas y lavedas une vez con P8S
son lavedas otra vez con solucién tampén de levado @ la aque se e-
grega &O/ALI de PMSF,

- Lisis: después ce este lavedo las células scn resuspendi-——

das en 1 ml ce solucidn tampén de lisis e incubecac a 49C durante




a0 mirutos. Transcurrido aste tiempc, le suspensidn se centrifu-
ga a 15,000 r.p.m, durente 23 mirwutos separdndose un lisndo don-
de se encucntren las protéines tanto de membrara como cltoplasméd
ticas y un precipitado que contiens restos calulares,

= Purificacién de lisado: este snlubjlizado es sometido a -

un proceso de purificacién por floculacidn del Tritén X-114 a -

i
i
H

P 370C, Para ello en dos tubos de eppendorf, de 1 ml de capacidad

que contienen 250/441 de soluzidn para floculacién, se reparte -
el lisado (500 4Ll en cada tuto) se egite y se mantiene en bafio

{ de agua a 379C durente 10-15 minutos, después se centrifugan los
% tubos 3 minutos en microcentrifuga.

| b).- A con*inuacidn se separa la fase pesada de la ligera,
: La pesada se redisuelve con 200 4.1 de buffer NET con 0,5% de NP
40. A la fase ligera se le efiaden 50 41 de Triton X-114 al 10%
y se repite la purificacién, Se vuelve & redisolver la fase pesg

da con 2GD/L¢1 del mismo huffer, desechdndose le fase ligera, T0

das las fases pesadas se recogen Juntas,

o g R

3,2.4,~ INMUNCPRECIPITACION

€1 lisado después de la purificacidn se enfrenta con 100441

de sefarosa 48 que ticne ecopledo el Ac Mo GR211U durente 4 horas,

Después se realizan los siguientes lavadns:

~110-




a).~ Dos veces con NET 0,5% de NP 40 1/10 del volumen total
de solucidn ds GlNa saturado .

b).~ Dos veces con NET 0,5% NPA0 1/20 del volumen total de -
solucién de ClNe saturado.

c).- Una vez con NET O,5% NP4O

3,2.5,- ELECTROFORESIS DEL. INMUNOPRECIPITADO EN GEL DE POLI-
ACRILAMIDA CON S.D.S.
8,- REACTIVOS:
- Acrilemide (Bic-Rad, catalog: 161-0 100)
Bis Acrilemida (Merck art 10,897)
Bromofenol (Shandon Southern 2560080)
Glicerol (CID)
- Blicerina (Merck art 4,201)
- 2-Bete-Mercaptoetanol (Biored, catelog 161-0710)
- 2-Propanol {Merck art 963)
- Parsulfeto eméni. » (Bio-Rad Catalcg 161-0700)
- 505 Sulfatododecil-sédico (Bic-Rad, cataleg 161-~0301)

~ TEMED,N,N,N*,N*-Tetramatiletilendiamino (Merck ert 10,732)

- Tris/ClH (Merck, ert 8.386)

- Controles de peso molecular (Amersham CFA 64S):

Lisozima. Pm 14,300
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Anhidre sa carbénica Pm 30,000
Ovoaltinina Pm 46,000
Albdmine humena, Pm 69,000
Las proteinos de los controles de peso molecular van marca
das con Gld.
B.~ SOLUCIONES:
= Solucién de Acrilamida Wacre
22,2 gr de acrilamida
0,6 ¢r de bis acrilemida
disueltos hasta 100 ml con agua bidestilada y desionizeda,
- Solucién tempén gel inferior: 1,5 «Tris/CIH pH 8,8
- Solucién tampén gel superior: 0,5 £.Tris/C1H pH 6,8
-Solucidn &.0,S: 10% de SCS en agua,
- Soluciér de persulfato aménico
100 mgr de persulfeto andnico disueltos en 1 ml de sgua,
~ Solucién de bromofenol: 0,2% de bromofenol en egua.
- Solucifn tampén de la muestra:
10 ml de glicerol
12,5 ml de tampdn de gel inferior
10 ml de solucidn de S,D.S,
5§ ml de solucidn de azul de bromofenol

5 ml de 2/3 mercaptoetenal, Agua bidestileda esteril hesta

100 ml,




El mercaptoetanol se efirde inmediatamente antes de su uso.
- Tumpdn de electroforesis:
Glicina 28,8 gr/l
Tris €,C6 gr/l
S0S 1 gr/l
Agua destilada 1/litro
C.- MATERIALES:

- Cubeta LKD 2001

- Fuente alimentodora LKB (Biochom 2103)

1 A S S T ol LN S

D.- METODO:

Una ver finalizados los lavados, el complejo formado por sg

S —

farosa 48-Ac Mo-entfgeno se disgrega y reduce agregédndole 1004c1

de solucién tampén de la muestra y sometiéndolo a ebullicidn de 5
e 10 minutos, transcurridos los cuales el entigeno estd liberedo y
se le somete & electroforesis en geles de poliacrilamida en presen
cia de SDS (505 + PAGE). Al mismo tiempo se realize la electroforg

sis de un control de peso moleculares,

Los geles de poliacrilemida se preparen segln describen We-
ber y Osborn (1973). Para la preparecién del gel inferior se emplea
la siguiente mezcla:

Solucién de acrilamica

Solucidn tempén gel infericr




HZD 4,9 ml
Solucisn SDS 0,3 ml
Solucién de persulfato 0,2 ml
TEMED : 0,02 ml
Los tres primeros componentes se mezclan en la primera fa-
se, desgasificéndose, tras lo cual se anade el S0S, Persulfeto y
TEMED son afadidos justo antes de introducir le mezcla en el mol-

de. Una vez introducida la mezcle, se le recubre con una pequena

capa de propanol pera qua el frented del gel sea recto, E1 proce-

s0 de polimerizacién lleva de 30 minutos & una hora, tras la cual
se retira el propanol y se le agrega la ﬁezcla para la febrica——
cién del gel superior. Mezcla formada por:
Soluridén de ecrilamida 2,25 ml
Solucién tempdn gel superior 2,50 ml
HO | 5 ml
Solucién E0S 0,1 ml
Solucién de persulfato aménico 0,1 ml
TEMED TEMED 0, ml
La mezcla se realiza de una sola vez y sin desgasificacidn,
Allos 30 minutos el gel e5t§ listo para su uso,
La electroforesis se corre durante la noche a una intensi-

dad ce 160 mA. La cubeta usada en nuestro trebajo ha sido la LKBZ2CO1l,




3.2,6.= PREPARACION DEL GEL PARA LA AUTORADIOGRAFIA,
3.2.6.1,- Fluorogrofia
Tiene como finalidad impregnur el gel de PPO que amplificu
las rediaciones bete, emitidas por ol carbono 14, utilizedo para
marcar los controles de pesu molecular, De esta manera los contrg
les podrédn impregnar le plece de autoradiografia,
REACTIVOS. -
= Acido acético (Eura-kurz)
DMSC Dimetil-sulféxido (Merck art 2931)

> Metanol (Riser)

PPO (2,5-Difeniloxazol)(Merck, art: 2.946)

SOLUCIONES; -
- Solucién fijadora:
Metanol 25%
Acido acético 10%
- Salucién PPO/DNSO:
PPO 26,6 grs

DMSO 120 ml,

-~ E1 gel después de concluida la slectroforesis, se corta -
con une cuchilla, por la lfnea de separacidn entre lss porciones -

superior e inferior.




-~ La porcidn inferior se coloca en un bafic de solucidn fi-
jadora durante 30 minutos.

- Treinta minutos en OMS0 entiguo (usado)

- Treinta minutos en DMSO nuevo

- Tres horas en la solucién de PPO/DNSO

- Cuarenta minutos en agua corriente

3.2,6.2,~ Secado del gel.
MATERIALES, -
- Pupel de cslofan

- Papel Wetlhmann %

R

- Secador de geles (LKB,.2,003)

- Bomba de vaclo

-

METODO. -

i - E1 gel después del bafio en agua se coloca sobre un trozo
5 de papel Wathmann himeda cue esté situado sobre la rejillea deli sg
cador,

i - E1 gel se cubre con papel de celofan y la rejilla s= co-

loca en el secador.
- E1 secedor sc conecta @ la bomba de vacfo y &ntes de en-
cenderlo se compruesa 1o colocecién correcta del gel.

~ Se interrumse el sccado a les treinta minutos.
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3,207 ¢ -AUTORRADICGRAFIA, ~
El gel unu ve:z secu, se sitda dentro de un chasis con una
placa de rodiografia, Se deje en el congelador de =639 y la pleca
se revela a los tres o cuatro dias, El tiempo de exposicidén varia
125
segln la intensidad del marcaje con I de las protefnas inmuno-

precipitadas,

3.2.Bf;CALGULD DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS INMUNOPRECIPITADAS
Al revelar la placa radiogrdfica, se observen les bendas -
de los controles de peso molecular y las de las protefnas inmuno=
precipitadas,
Se calculen les distancias relatives de todas las bandas.-
La distencia relativa de una banda es la relacién entre la distan

cie recorrida por esta banda y la distancia elcenzada por el fren

i
|

te del gsel,
Los valores de los pesos moleculsres en Kd,de los contro—
lcs, divididos per 104. se’llevan a las ordenadas de una gréfica

sem'logerftmica y en shcises se sitden los valores de sus distan-

cies relativas. Con los puntos de interseccifén se traza una recta.
Los pesos moleculares de las proteinas {inmunoprecipitadas

se extrapoloan en le grifice e partir de sus distancios ralativas.




4, ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS_ANTICUERPOS {NNOCLONALES

GR2110 Y FMCB

4.1,- DISTRIEUCION CELULAR

4,1,1.- Reactividad comperativa de los anticuerpos mono-‘
clonales GR2110 y FMC8 con células de leucemia: eguda linfobléds-~

tice,

El patrén de reactividad de los enticusrpos monoclonales
GR2110 y FNC8 se proubd en parelela utilizando la técnica de IFI
ya dascrita (pag ) con un panel de cé€lulas procedentes de 14 -
enfermos diegnosticados de LAL, De las muestras estudiadas cinco
corresponden & LAL comdn, cuatro & LAL nula, una a LAL B, tres a

LAL T'y una a crisis linfoblédstica de WNC.

4.1,2.- Reactividad comparativa de los anticuerpos

clonales GA2110 y FNCB con linecs celuleres,

Se estudid la reactividad en paralelo de estos dos
cuerpos monoclonales con las siguientes lfneas celulares:
-~ Lfneas procedentes de linfoma de Burkitt: RAJI y DAUDI.
- Lfneas B: LUNDAD, p3-HR-1, BES.

-~ Lineas pre B: REH y KM3,




T L e

- Linea mieloeritroide K 562,
-~ Lfness de carcinora de pulmdn: SK-LU-1 y Oat 75

- l.fnec procedente de una LAL comdn L6E8,

El estudio se llevd e cabo mediante técnica de IFI ya des

crita (peg. ).

4.2.- TECNICA DE CAPPING PARA EL ESTUDID DE LA REDISTRIBU
CION DE LAS WMOLECULAS RECONOCIDAS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONA-

LES GR2110 y FNCB,

Se utilizaron célules de la leucemia L21 (GR21104, FMCB4,
Ia/DR4).

~ Las cflules leucémicas se ajustan a 10 x 106/m1.

- Se utilizaron cuatro tuvos de pldstico de 3 ml de cepaci-
dad, en cada ulo de los cuales se colocan SO microlitros de la -
suspensidn celular,

“'En cada tubo se efaden S50 micre. ‘tros del antipuerpn mong
cloral GR2110 diluido e 1,10,

-~ &g incuban & 49C durante 20 minutos

Se realizan tres lavedos con P85-—albdmina.

- Después cdel (ltiro levado, se decenta el sobrenadante y -

~-119-
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sobre el boién celuler se afaden 10 microlitros de antiinmunoglo
bulina de ratén (NORDIK) murcada con flusresceina, diluica en -
PBS al 1/10.

- Se incuba 40 minutcs a 379C.

- Se lavan dos veces con PBS mds azide sédica al 0,1%

- E1 tubo n? 4 se observa en microscopio da fluorescencia -
para comprober la existencia de capping.

- Se afiaden a continuacién 20 microlitros de enticuerpo mong
clonal GR2110 al tubo n®l (control), enticuerpo :Qonocmnal GRB1 -
(anti OR) &l tubo ne2 (control), anticuerpo monoclonal FMCB al tit
bo n®3,

- Se incuban 30 minutos a 42C

- Despuls de la incubacién se lavan dos veces con PBSE mds a-
zida sédica nl 1%,

- Se efiaden e continuacidén en cada t.bo 20 microlitros de en
tiinmunoglobulina de ratén (NORDIK) marcada con fluorescefna di—
luida en P8S el 1/10,

- Se incuban a 4°C durente 30 minutos.

- A continuacién se lavan cos veces en PES contenienco 15 de
azida sédica,

- Se valora en microscopio de fluorescencia. En el tubo n2l

«)20-




(contrsi) se observa la persistencia del capping y ausencia de =
fluorescencia en el resto gs la célula. En el tuba n%2 (control)

se observa la fluorescencis de todo el contorno celular,

B -
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IV,~ RESULTADOS
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1.~ RESULTADOS OE LA FUSION ENTRE LOS ESPLENOCITOS INMUNMIZADOS CON

LAS CELULAS DE LA LEUCEMIA 85F Y LA LINEA MIELOMATOSA MURTNA NS1

Del bazo procedente del ratén BALB/C meji. inmunizedo fre-
te & la leucemias se obtuvierun 100 x 1[}6 células de bazo tue se -
fusionaron con aolx 136 c€lulas oe la lfinea NS1.

Las células resultantes de la fusidén se repartieron en 25
placas de 24 pocillos,

A’la cuarte semana de cultivc y después del cambio ds me—
dio HAT por HT, se observé crecimiento de hibridomas en 75 poci——
llos de los 550 iniciales. Los sobrenadantes de estos pocillos se
testaron mediante IFI con células de la leucemia inmunizante BSF,
S4lo un sobrenadante fue positivo.

Los hibridomas se denominaron por el ndmero de la placa, -
seguido de la letra de 1z fila y del ndmero de la columna en la -
que se encontraba el poeillo, El sobrenadente positivo correspon-
dfa al hibridoma 21D10. Posteriormente se proceﬁid e su clonacién
por el método de ls dilucidn limite segdn se indica en el aparte-
do de materiasl y métodos,

El anticuerpo monoclonal GR2110, producido por el hibrido-
ma 21010, recaccioneba con el 95% de las células de le leucemia in

munizente BSF,
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2.-CARACTERTZACTION DEL ANTICUZRFO MONOCLONAL GR2110

2,1,-TITULACION DEL ANTICUZRPO GR2110,

Se recogieron las ascitis de tres ratones BALB/c previamen-
te inyectados con el hibridoma 21D10,.E1l pool de ascitis se tituld
frente a la leucemia inmunizente, utilizando la tdcnice de inmuno-

fluorescencia indirecta,El tftulo resultante fué de 1/4000( table. 1).
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Tabla 1

1/s00 1/lo00  1/2000  1/4000 1/8000 1/1€000 1/32000 1/64000

HE H/H o /-

TITULAGION DEL GR2110




2,2.,- DETERMINACION DEL 130TIPO OE INMUNOGLOBULINA,

El sobrenaéante de cultivo del hibridoﬁa procuctor del -
GR2110 se concentrd 20 veces y la subclase de inmunoglobulina se
determinéd por el método de deble inmunodifusidn, utilizendo sue-
ro anti-inmungglobuiina de ratdn (IgGl, IgG2a, IgG2u, IgG3, IgA,

IgM, Kappa y lambda) obtenido en conejo.

E1l GR2110 es una IgGl kappa (Fig. 1).
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3.~ QARACTEHIZACION DEL ANTIGENQ RECUNCCIDO POR EL ANTI-

PUEﬁPD MONOCLONAL GR2110

3.1.-- DISTRIBUCION CELULAR

3.1.1.- Reactividad del GR2110 con un pancl de célules -

normales,

El enticuerpo monoclonal GRZ2110 se probd mediante la téc
nica de IFY segdn se indica en la peg.102 , con un panel de un
total de 70 cé&lulas normales distribuidas de la siguiente forma:
linfocitos T 22, célules de amigdala 13, linfocitos B 10, célu-
les de-médula dsea 7, granulocitos 6, monocitos 6, placuetas 5

y células de bazo 1.

El porcentaje de célules positivas pare cada muestra se -

senala en la Tebla 2,




Tabla 2

L.T emfgdala L,B M,0, granulocitos monocitos plenuctas bazo
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REACTIVIDAD DEL CR211C CON CELULAS NORMALES (% de células posi
tivas).

LT Linfocitos T

L8 Linfocitos S




3,1.2.- Reactividad del anticuerpo monoclonal GR2110 con

linfocitos transformados con lectinas (PHA, Con A y PWM).

El GR2110 se enfrentd mediante la técnica de IFI a un pa-

nel de linfoucitos transformados con PHA, conA y PWM. Los linfoci

tos procedfan de seis donantes sanos,

El porcentaje de células positivas pare el GR2110 se re—

presenta en la Table 3.




Tahla 3

""PHA (48h) “ConA({72h)

REACTIVIDAD DEL GR2110 CON LINFDCITOS TRANSFORMADOS CON LECTIMAS

(% de células positivas)




3.1.3.- Reactividad del anticuerpo monoclonal GR2110 con -
célules leucémices,

El Gﬂallolfue probado mediante IFI, con las células proce-
dentes de 87 enfermos dimgnésticedos de leucemia, 29 muestras co-~
rrespondfan a Sindromes linfoproliferativos créniceos, 32 muestrés
a leucemia asguda linfobldstica, entre las que incluimos dos casos
de brote linfobléstico de leucemia mieloide crénica, 16 muestras

a leucemia aguda no linfoblédstica, entre las que se incluye un ca

so de brote no linfobldstico de leucemia mieloide crénica (LNC).

3.1.3.1.~ Reactividad del GR2110 con Sindromes linfoproli-
ferativos crdnicos.

Del total de 29 muestras analizadas 22 procedian de enfer-
mos disgnosticados de leucemia linfética crénica 8 (LLC-B), dos -
de enfermos con el diagndstico de leucemia linfétice crénica T -
(LLC-T], una muestra correspondia a une leucemia linfoide crdnica
con marcedores T y 8 (LLC T-B), una a un linfoma T leucemizeco, -
una & un leucemia prolinfocftica y dos a tricoleucemia.

Le cifra iniciel de leucocitos y el porcentaje de linfoci-
.tos de cade muestra analizede asf como el ﬁcrcentaje de reactivi-
dad con el GR2110 en ceda uno de los cesos se muestran en la Ta—

bles 4 y 5,




Table 4

Leucouitus/mma 9 Linfocitos GR2110 % cél.4

40,000 90

100.000 90

28,000 ; 98

45,000 80

40,000 95

44,500 n

120,000 80
- 166,000

46,000

&0,000

100,000

50.000

130.000

24,300

100.000

26,000
190,000
24,300
20,000
20,000
20.000

0O O & ®@ OO M D OO OO B M W » DO O O = O

17.000

REACTIVIDAD DEL GR2110 CON LLC-B




Lteuuc:cit:os/mm3 % Linfocitos GR2110 % cél.4

LIC-T
LC 3 18,200
LC 38 19,000

LLe (B-T)
LC 45

LINFOMA T
LC 48 13.600

L.PROLINFOCITICA
Lc 1 100,000

TRICOLEUCEMIA
LC 18 81( 14%tricol.)
LCc 47 a2(5% tricol.)

REACTIVIDAD DEL GR2110 CON OTROS SINOROMES LINFOPROLIFERATIVOS
CRGNICOS




3,1,3,2.- Reactividad del GR2110 con leucemias agudas lin

fobld&sticas (LAL).

Se eatudiaron en total 32 casos, Le caracterizacién feno-

tipica de estas leucemias se realizé atendiendo a los sigulentes

marcadores: TdT, CALLA (anticuarp§ monoclonal J-5), T3 (enticuer
po monoclonal OKT 3), WTl, Resetas E, Inmunoglobulinas de superfi
cie ylmoléculas Ia/03 (anticuerpo monoclonal GRB1), segin se des
6ribe en la par, 98 de material y métodos.

De estos 32 casos,l9 correspondian & LAL comdn (se inclu-
ye la leucemia inmunizante, BSF) cinﬁo a LAL nula, dos a LAL B,
tres a LAL T, uno a LAL-pre T y dos a crisis linfoblédstice de -

leucemia mieloide crdnica (LMC).

En las Tablas 6, 7, 8, 9 y 10 se mucstran las caracteris-
ticas fenotipicas, cifra de leucocitos y porcenteje de blestos -
iniciales, asf como el porcentaje de célules reactives con el -

GR2110 pars cada casc de los grupos anies mencionados.




Tabla 6

Leucocitos/mm3 Blestos TOT CALLA T3 g Ia/DR GR2110
% 4/-(4-8)% % % - %

. 85
95
05

94,400

22,500

14,200 30

130,000 90

20
€0

1,000
4,500
12,700

g 0o & WM Do = O

92,000

o
-
(A

= e e e ok e e e e

=
L 3
-
L ]
o A r e e e g e de e e A e e e

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y REACTIVIDAD CON EL GR2110 DE LA
LAL cowmun




Tebla 7

Leucocitos/nm> Blastos TOT CALLA T3 WT1 ER SIg Is/OR GR2110

%  4#/-(J-B)¢ % % % % - %

8.500 93 4 ? 2 N.T. iO | 60
2,200 2 7 N.T. N.T.

18,900 N.f. N.T.
22,007 N.T. N.T.

2-%0 - N‘.T. NOT-

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y REACTIVIDAD CON EL GR2110 DE LA
LAL NULA




Leucocitos/mm° Blestos TOT CALLA T3 WIl ER Sig Ia/OR GR211C
% 4/-(J-5)% % ¢ % % ¥- %

80 0 o0 NT. 0 30(k) ¢ 90

& NT. 4 0 5 2 8o())s

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y REACTIVIDAD CON EL GR2110 DE LA LAL-B




Tabla 9

Leucocitos/mm Blastos TOT CALLA T3 Wl ER Sio Ia/DR GR2110
% #/-(J5)¢ % % % % - %

15
0
18

| LAL preT
L-63

CARACTERIZACICN FENOTIPICA Y REACTIVIDAD CON EL GR2110 OE LA
IALTYPRET




Tabla 10

LEUCDCitOS/mma Blastos TOT CALLA T3 Wrl ER  Sig Is/DR GR2110
¥ #-(35)% ¢ % * % - %

L-44 99,000 64 &0 5 NT, 3 6

L-54 26,200 98 16 6 8 16

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y REACTIVICAU CON EL GR2110 DE LA CRISIS

LINFOBLASTICA DE LA LEUCEMIA MIELOIDE CRCNICA




3,%.3.3:= Porcentajz ce leucemias agudas linfobldstices -

reactivas con el GR2110,

En la Table 11 se especifice el porcenta je de LAL positi-

vas pam pl GA2110 egrupadas segin el subgrup.o inmunoldéaico.




Tehla 11

N2 de casos NE de cesos GR21104

LAL comin 19
LAL nula 5
LAL B
LAL T

LAL pre 7

2 g e

C3 LMC

POACENTAJE DE LAL REACTIVAS COMN GR2110

i
|
?
i
e
|
;
:
!

LAL: Leucemia aguda linfobléstica

CB LMC: Crisis linfobléstica de le leucemia mieloide crénice




2.1,3.4,-Aclacién entre la expresidn de lo mnlécula GR2110 y otros

marcadores asociados a leucemia (pl00 (CALLA) e Ia/DR) en la LAL,

- En la Tahlr 12 se especifican los casos ce asociacidn
y discordancia en la expresién de las moléculas GR2110 y pl00 -

(CALLA) en los 32 cesos cde LAL estudiados,

- En la Tebla 13 se resumen los casos de &sociacién y dis

cordancia en la expresidn de les moléculas GR2110 e Ia/OR en los

32 casos de LAL estudiados.




Tabla 12

GR2110+

GR2110-

GR2110+4

GR2110-

EXPRESION DE LAS MOLECULAS GR2110 Y CALLA EN LA LAL

¥
i
¢
i
i
i
§
L |
(
i
.




Tabla 13

N® casos

GR21104

GR2110-

GR2110+

GR2110-

S AR o Vs

TR

EXPRESION DE LAS MOLECULAS GR2110 E Ia/OR




3.1.3.5,~- Recctivided del anticuerpo monoclonal GR2110 =

con leucenias agudas ne linfobléstices.

Se estuciargn un total de 16 casos entre los quz se inclu
ye un caspo de brote no linfobléstico de leucemia mieloide créni-
ca (LMC]. Del resto de las células analizadss doce muestras pro=-
cedfan de enfermos diagnosticados de leucemia eguda mielobldsti-
ca (LAM) y tres de enfermos diagnosticados de leucemia aguda in-

diferenciada (LAI).

La cifra de leucocitos y el porcentaje de blastos inicia-

les, asf{ como el porcentaje de células positivas para el GR2110

en cada una de las muestras estudiadas se especifica en la Table

14,




Tabla 14

3 )
Leucocitos/mm % blestos GRZ110%.cél. 4

13,200
28,000
47,500
18,400
20.000

884

L.A.I.
L -
L-36 10€.00C
RTD 111,000
BROTE NO LINF,
L.M.CX

L R e A PO L &0

L-46

REACTIVICAD DEL GR211C CON LEUCEMIAS AGUDAS NO LINFOSLASTICAS

L.A.M.: Leucemiz scude mielobléstica
L.A.I.: Leucemia aguda indiferenciada

¥ : Brote no linfobléstica d= leucemia mieloide crdnica




2,1.4,- Reactividad del CR2110 con lineas celulares.

Se antlizé le reactividad del GR2110 con un totel cde tre-

ce lineas celulareé. Los nombres, origen celular y porcentaje de
célules positivas para el GR2110 de ceda una de las 1f{neas estu-

divdas se muestran en la TablalS,




Linea celular GR2110 ¢ cel.+

RAJT ' Burkitt
RAMOS B
BIAB B
DAUNDI Burkitt
LUNDAC B
P3-HR-1 - B
BAS ;]

©O © 6 b © o 0o ©

REH Pre B
KM3 Pre B
KS62 Mieloide

N
o o

SK-LU-1 Carcinoma de pulmdn
Bat 75 Carcinoma de pulmdén
L-68 LAL comin

REACTIVIDAD DEL GR2110 CON LINEAS CELULARES




2.2.- DETERMINACION DEL PESC MOLECULAR DEL ANTIGENO RECOND

CIDO POR EL ANTICUERPQ MONOCLONAL GR2110.

3.2.,1.~ Elec?roforesis del Inmunoprecipitacdo.

Las céiulas inmunizentes de la leucemia B8SF se lisaron con
una solucién de NP-40, a continuacidn se obtuvo un precipitede -
del 1isado celular con el anticuerpo monoclonal GR2110, procecién
dose & realizar una electroforesis (SPS-PAGE) del precipitado, -

tal y como se describe en la pdgina 111 de este memoria.

La autorradiografia del gel (Fig 2) muestre una bands que

corresponde & la protefna inmunoprecipitada con el GR2110.




Figura 2

Autorrediografifas del lisado de células ce BASF marcades

125 ; . .
con I g inmunoprecipitadas con el anticuerpo monoclg

nal GRZ110,

A la dereche controles ce pesc molecular.




3.2,2,~ Célculo del peso moleculer,

Para calcular el peso molecular del entigeno precipitado -
con el GRZ110, se construy§ una recta de regresidén en papel semi-
logar{tmico. En ordenadas se colocan los valores de peso molecu-—

lar de los controles y en ebcises sus distencias relativas,

Las distanciaslrelativas de los controles de peso moleCu-—-—
lar fueron,
0,17 para la albdmina humana (69D de peso molecular)
0,32 para la ovoalbdmina {(46KD de pesc moleculer)
0,54 para la enhidresa carbénica (30 KD de pesa molecular)

0,87 para la lisozima (14,6 KD de pesoc moleculer)

La distencie relativa para la molécula inmunoprecipitada -

por el GR2110 fue de 0,63 lo que corresponde 8 un peso moleculer

de 24 KD (Fig. 3).




TUA

IA- RELATI

~
-

DISTANC

1

O
=4

(OAY HYTADIATOW CSid

RS S — A




4,- ESTUDI0 COMPARATIVO DE LOS ANTICUERPCS MUNUCLCNALES -

GR2110 Y FND

4,1,~ ESTUDIO COMPARATIVO DE LA DISTRIBUCION CELULAR DE -
LAS MOLECULAS RECONOCIDAS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES GR2110

Y FMCB,

4,1,1,- Reactividad del GR2110 y FMC8 con lineas celula--

Se realizé un estudio en paralelo de la reactividad de -~
estos dos anticuerpos monoclonales con un penel de lfneas celula
res utilizando la técnica de IFI.

Las lfneas empleadas, su origen, asi como el porcentaje de
célulaes de cada linea reactives con los anticuerpos GR2110 y FMC8

se especifica en la Tabla 18




Linea celuler Tipo GR2110

B it =

RAJI Burkitt
DAUDII B8
LUNDAG - . B
P3-HR-1 B
B 85 . B
REH Prg B
KM3 Pre B

KS62 Mieloide

SK-LU-1 Ca.Pulmin

Oat 75 Ca.Pulmén

L 68 LAL Comdh +4( 85%)

REACTIVIDAD DE GR2110 y FMCS EOM LINEAS CELULARES




4,1,2.- Reactividad del GR2110 y FMCB con células de la -

leucemia aguda linfobldstica (LAL).

Se estudid en peralelo la reactividad de estos dos anti--
cuerpos monoclonales con un panel de células procedentes de 14 -
enfermos diagnosticados de LAL. De las muestras analizadas cinco
corresponcen a LAL comdn, cuatro a LAL nula, una a LAL B, tres &
LAL T y una @ crisis linfobldstica de leucemiea mieloide crénica

(we).

El porcentaje de células reactivas de cada muestra con los

enticuerpos monoclonales GR2110 y FMCB se especifica en la Tabla 17

En la Tabla 18 se resumen los casos de esociacién y dis--
cordancia en la expresidén de las moléculas reconocidas por los -
anticuerpos monoclonales FMC8 y GR2110 en los catorce casos ce -

LAL estudiados.




Tabla 1?7

Tipo de LAL % de células leucemicas positivas
GR2110 FNCS

LAL COMUN
L21
L45
896

LCJ
L 43
L SO

CRISIS LINFOEBLASTICA
L
L°a4

COMPARACION DE LA REACTIVIDAD DEL GBR2110 Y FMCB GEN LEUCEMIAS
LINFOBLASTICAS




Tabla 18

N® casos

GR21104

GR2110-

GR2110+4

GR2110-~

EXPRESION DE LAS MOLECULAS FMC8 Y GR2110 EMN LA LAL




4.2.- ESTUDIO DE LA REDISTRIBUCION CELULAR DE LAS MOLECU-

LAS RECONOCIDAS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES GR2110 y FMCB.

Se estudid mediante la técnica de capping ya tescrita en

la pagdl9 de este trabajo.

La molécula reconocida por el anticuerpo monoclonal FMCB

ege fedistribuye conjuntamente con el antfgeno reconocido por el

GR2110.

En la Figura 4 se muestra la formacidn de capping con el
GR2110. La incubacién posterior de las células con el enticuerpo
monoclonal GRBI (cnntrol) qus reconoce moléculas Ia/DR hace que,

tras 1n ediciédn de suero fluoresceinado, eparezca todo el contor

no de la célula fluorescente (Fig. 5) ya que las moléculas Ia/OR

y las reconocidas por el GR2110 no se redistribuyen conjuntamen-
te. Sin embargo si, tréds le formecidn de capping con el GA2110,

las cflulas se incuban con el anticuerpo monoclonal FMC8, persis
te le imagen de capping (Fig. §) no tifiéndose el resto de la cé-
lule indicando gue las moléculas reconocidas por el GR2110 y =

FLCB8 se redistribuyen juntas.













V.- DISCUSION




Los enticuerpos monoclonales reconocen determinantes o epi
topos (nicos de una macromolécula entigénice, Su utilizacién ha -
venido e solucioner gren parte de los preblsmas esociadeos a los -
heteroantisueros cldsicos y ha permitido la identificecién de de-
terminantes antigénicos mennfas. sin embargo, para la correcta vg.
loracidén de_la reactivided de los anticuerpos monoclonales hay que
considerar una serie de circunstoncias que pueden influenciarlae:

1¢,- La existencia de reacciones cruzadas por identided de
su epitopo; esto ocurre con mayor frecuencia de la esperada, dan-
do lugar a interpretaciones errdéneas, Le identidad de un epitopo
explica la reaccién cruzada de anticuerpos monoclonales anti 7 -

con células de Purkinje de varias especies (Garson et al 1983).

22 ,~ El polimorfismo gen&tico puede explicar algunas reac-

ciones negatives como la obtenida con el anticuerpo moneclonal -

OKT4 en algunes células T helper (Bach y 8ach 1981).

38,.- La expresidn criptice o la pérdide de un epitopo debe
también considererse en les reacciones negativas especialmente -

cor célules malignas.

En el presente trabajo se he obtenido un anticuerpo mono--

clonal, GA2110, inmunizando con une leucemia linfobldstica humana




de fenotipo comin, E1 GNZ2110 cowo sc desprends de los estudios de
jinmonopresipitacidn, reconoce un determinante antiagfnico presente

en ung moldculs de 24.000 daltons de peso moleculer,

El estudio de la reactividad del GH2110 con un penel de cé
lulas normales (Tabla 2) muestra gue el antfgeno GR2110 estd pre-
sente fundamentalmente en placuetas, y ausente en los linfocitos

T y monocitos,

De les dier muestras de linfocitos 5 estudiadas el enti—
cuerpo monoclonal GR2110 sélo reacciond con dos (11 y 149 de célu
las positives respectivamente)}sdlo un escaso porcentaje ce célu-
les de emigdala, bezo y médulé ésea es reactive con el GR2110,

Le pocitividad pare sl GR2110 en granulocitos es muy varie
ble en las seis nuestras analizades, E1 porcenteje de células
GR2110 4 verfa cesde 4 a 2%,

El GR211C no reecccicné con linfocitos transformadcs con =

De les 1{neas cleulesres estucdiedes (Table 12) s8lo las 1{-—-
necs KM3 (Pre &) y LEZ (1linfobldstica CALLA ) reaccicnen con el

-y

grrl respectivemente de célules GAZ110 positi-

Le distribucién de la molécula GRZ2110 en la lcucemia huma
na se ha estudizdo sobre un penel de 77 célules, Les muestras se
considerarcn positivas cuando un porcentaje > 1(5: de las células
eren fluorescentes,’

De las 22 muestras de LLC-B anelizadas ninguna fue positi
va (Tabla 4), como tampoco lo fueron el resto (siete casos) de -

Sfndromes linfoproliferativos crénicos estudiados (Tebla 5).

De los 32 casos de LAL, en los que se incluyen dos crisis
linfobldsticas de LMC, 17 (53%) fueron positivas para el GR2110.
S1i se estudian por separado cada uno de los subgrupos inmunolégi

cos de la LAL el mayor porcentaje de positividad para el GR2110

corresponde a la LAL comin en la que 13 de las 19 muestras anali

zadas (63) eren reactives con el GR2110 (Table 6), dos de los -
cinco casos de LAL nule (40%) fueron positivas (Tabla 7). En 1la
LAL-B {Tebla B) uno de los cos casos reaccionaba con el GR2110.

Uno de dos casos de crisis linfoblédstica de la LMC (CALLA 4) fue
positivo para el GA2110 {Tahla 10) sin embergo ninguna de las -

cuatro musstras de LAL T fue reactiva pare el GR2110 (Tabla 9).

Si evaluemos la rslecién en la LAL entre le expresién de
le molécula GA2110 y otros marcacores esociades & leucemia (plGO

(cALLA) y IA/0R), encontremos que de los 32 casos investigados -




14 (44%) expresaben tanto el entigeno GN2110 como el CALLAG 5
sos (16)) no expresaban ninguio de les des y existfe discordan--
cia en la expresidn de ambos antigenos en 13 cesos, de los cun-—

les diez exnresaben la moléculo pl0O0 persc no la GRZ2110 y tres ex

presaban la molécula GR2110 pero no la plCO.(Tabla 12).

Tembién comperamos la relaecidn entre moléculas Ia/DR y GR
2110: En 15 caﬁos (47') se expresabun los dos antigenos , mien—
tras que en cinco casos (16.) embos estaban ausentes. Encontra—-
mos discordancia en la expresién de sus dos molécules en 12 casos
de los cuales dos erean GR21104, TJa/OR - y diez eran GR2110-, Ia/

DR+.(Tabla 13).

Del total de 15 leucemias agudas no linfoblédsticas solo -
una LAN fue positiva con un porcentaje de a5;: de células fluores

centes (Tabla 14).

Diferentes laboretorios han obtenido anticuercos mornoclo-
neles (Tabla 19) cue como el GR211C reaccionen con un antfigeno -
de membrema ce peso molecular entre 24-26KD. Este antigeno deno-
minacdo p24 se cx-resa fusrtemente en LAL no T y en plaguetas. En
nuestro trehsjo comparames el patrdn ce reactivicad del GR2110 y

1snal FMCB gue también reconoce une moléculae

a un penel de lZneas celulares v células ce




la LAL,

Los dos anticuerpos monocloneles reaccionan con las lineas
KM3(preB) y L68 (linfobldstica CALLA4) con porcentajes de células
positives similares (Tabla 16) sin embargo, solo el FNO8 reacclo-
na con un peguefio porcentaje (10%) de células de la linea pre8 =

REH, que es negativa para el GR2110.

De las 14 células de LAL (Tabla 17) enfrentedas a estos -
dos anticusrpos monoclonales, 5 (33%) son GR21104 FNCB4, cuatro -
(27) son GR2110-~ FNCB-, observéndose discrepancia en la expre-—-—
sién de estos dos antfgenns en los cinco casos restantes de los -
que uno es GRZ1104 FACB- y cualro son GR2110- FMCE4, Esta discre-

pencie en la reactividad con los anticuerpos monocloneles GR2110

y FIC8 es especielmente marcacdo en el caso 915 (LAL comén) y en -

los cesos 867 y 872 (LAL aula).

A le viste de estos hallazgos detidimos investiger si la -
adicidn de ura dosis seturente de GR2110 bloaueacza loe lugeres ce
unién del FMC3, El estucdio se reelizd sobre una LAL 5R21104 FMCS4
(L21) utilizendo la técnica de capping ye descrite en el eoertado
de material y métodos, demostrdncose (Fig 6), cue las molécules -
reconocidas por estos cos enticuerpos monocloneles se redistribuil

en conjuntarente, Cade pensar Que cada uno te estos enticuerpos -




reconoce un determinante antigénico ciferente dentro de una misma
mnlécula (p24), expresada en la superficie de la célule leucémica
L21, Lo existencia de leucemias rearctivas con uno solo de estos -
dos enticusrpos podrie explicarse por modificacidn en le molécula
consistente en cambio o pérdida de un epitopo gue con relative -

frecuencia se observa en los procesos malignos.

Sin embargo mucho mds interesante es comparar el patrdn de
reaccién con células normales del GR2110 con el resto de anticuer
pos monoclorales.anti p24 descritos en la actualidad (Tabla 19)
Pare ser considerados como anti p24 estos anticuerpos deben cume-

plir dos requisitos:

12, Reaccicrnar con una molécula de peso moleculer entre -
24-2ekD (esta diferencia en el peso moleculer no es significativa

cuando los andlisis se realizan en ciferentes laboretorics).

29 ... Reaccionar con plaquetes y células de la LAL no T

Este combinacidn de reactividad con dos clases ce células
no relacionacas y un rengo de peso molecular restringido permite
asegurer que los anticuerpos incluidos reconocen antfigenos <
relecinnados, E1 GRA2110 puede incluirse dentro de este gruno de -

anticuerpos anti p2d,




Tebla 19

ey

Anticuerpo
monoclonal

Peso
Molecular
(daltons)

Subclase
IaG

——
AReferencias

CALL 1
3A9, 3AB, 2£7

ALS6

24,000

26,000

24,000

24,000

24,000

26,000

24,000

24.0C0

Kersey et al 1981
Hercend et al 1981
Brooks et al 1982
Jones et al 1982

Melvin et 2l 1984
Komacda et al 1983

Deng et al 1923

Clark y Yokochi 1984

Boucheix et a1l 1983

ANTICUERPCS MONOCLONALES CUE RECCMOCEN MOLECULAR DE PESC

VOLFECULAR ENTRE

24 y 26 KD Y QUE REACUICHNAN CON PLACUESTAS

YLAL O T




Estos enticuerpos muestran una reectividad varieble con o-
tras células incluyendo linfocites B, monocitos y granulocitos. -
Estas diferencias en el espectro de reaccién de los enticuerpos -

monoclonales anti p24 podrfen indicer que el antigeno existe como

une familia de proteinas expresada de forma diferente sobre dis--

tintas célules, Otra explicacidn, aungue menos interesanté. es que
la variacién en la reactividad reflejaria diferencias en la efini
dad dél anticuerpo, en el tipo ce inmunoglobulina o en la metodo-

logfa empleada 2n caca leboratorio,

Es importrnte decidir cual de estas explicaciones es correc
ta, Si existe una familia de molécules p24 su valor como marcado-
res de diferenciecién debe ser considereble, la demostracién de -
que las diferencies sﬁn debidas a la distinta métodologia emplea-

da, debe ayudar pera conseguir técnices standard,

Basdndonos en los datos publicacdos, existen diferencies a-
parentes en la resctivided con linfocitos, monocitos y polinuclea
res de los anticuerpos monoclonales BA2 (Kersey et al 1981) FMC8
(Brooks et al 1981) DUALLY (Jones et el 1082) SJ-SA4 (Komada et -
el 137, Melvin et al 1984) y CALL1 (Deﬁg et al 1963), as{i mien--

tras gque los enticuerpos 8J=-024 y CALL1 no reaccionan con linfoci




tos, FNMGB y DUALLY recccionan @ungue con distinto porcentaje de -
reactividad, FYGB8 reacciona con monocitos y polinucleares y el -
resto no, Tumbién existen diferencias en la reactividad con linfo

citos T transformados con lectinas; mientras que FMCB reaccionaba

(Brooks et al 1982) el enticuerpo DU-ALLY (Jones et el 1982) como

el GR2110 no reaccionaba,

Cuatro de estos enticuerpos BA2, FNCB, DU-ALL1 y SJ-9A4, -
fueron incluidos en el protocolo de células E del Workshop Inter-
nacional sobre antfgenos de diferenciacién leucocitarie celebraco
en Par{s (Bernard et al 1984), El endlisis estadistico de los da-
tos enviados al Workshop por cdiferentes laboratorios confirma la
similaridad general de estos antigenos pero al mismo tiempo demues
tra la existencia de algunas diferencias en su reactividad, Clark
y Yokochi (1984) en su contribucién al Workshop encuentran cue -
el 20-36% de polimorfonuclesres y el 30-4%% de les células no T -
recccionen con los enticuerpos anti p24 y en base a sus estudios
de bloqueo agrupan los enticuerpos monoclonales enti p24 en tres
grupos sugiriendo que cada uno de los grupos podian reconocer un
epitopo diferente, aunque los mismos eutares sefalen ocue les dife
rencias podfen tzzbién ser debidas & varieciones en la afinidad -

de los enticu=rpos. Sin embargo Le Bien et el (1964) encuentran -




que los cuetro enticucrpos tienen un patrén de reactivided simi-

lar con parénquima renal.

Pilkimpton et al (1984) basdndose en escudios inmunaquimi
cos agrupan a los cuatro anticuerpos como enti p24, aunque el an
ticuerpo monoclonal DU-ALL 1 también precipita una molécula de -

150.000 daltons de peso molecular,

Zola et al (1984) realizaron un estudio comparativo de la
reactividad de cinco enticuerpos monoclonales anti p24, cuatro -

de los cuales habfen sido incluidos en el protocolo de células B

del Workshop Internacional sobre Antfgenos de Diferenciacién Leu

cociteria de Par{s. De este estudic se desprende que, en idénti-
ces condiciones de trebajo no existen diferencias significativas
en el patrén de reactividad de los enticuerpos enti p24. Estes -
mismos autores realizen mezclas cde enticuerpos anti p24 pears com
prohar fluorescencia en la 1fnea NALM/6 (p244), lo que sugeriria
le existencia de diferentes epitcpos no enconirendo nincdn efec-
to sumativo de la mezcla; esto indica que sus lugares de reaccién
eran lo suficientemente préximos como pera producir inhibicién -

estérica mutua.

Es muy probable guc gren parte de las diferencias encontra

das en la recctivided de los enticuerpos monoclaoneles anti p24 -




sce debida a las variacicnes en la metodologfa emplenda por ceda
lchoratorio, sin embargo en lo que respecta al patrén de reaccidn
de los anticuerpos monoclonales FMC8 y GR2110 nuestros resulta--
dos parecen estar en desacuerdo con los de Zola et el (1984), si
bien el GR2110 no fue probado por este grupo. Cuendo se estudia-
ron en paralelo, y por tento en idénticas condiciones de trabajo,
FMC8 y GR2110, se observé una clera discrepancia en su reactivi-
dad en varios casos de LAL lo que sugiere que estos dos anticuer
pos anti p24 reconocten diferentgs determinantes antigénicos. Al
mismo tiempo los estudios de redistribucidn molecular mediante -
la técnica de capping sugieren que las moléculas reconocidas por
los anticuerpos monoclonales FMC8 y GR2110 scn idéntices. Estos
resultados podrian explicarse por un modelo consistentg en una =

molécula p24 con dos epitopos A y B, Algunos eanticuerpos monoclo

nales anti p24 reconccérfen el epitopo A y otros el B, Ahora =~

bien si por ejemplo en unaz célula leucémica el epitopo A se con-
serva pero el B se pierde o se modifica bajo diversas circunstan
cias (cambios en la trenscrincién y traslacién genefica, diferen
cies en la glicosilecién), los enticuerpos anti A reaccionardn -

con le célula mientras que los B no.

€1 papel de la moclécula p24 en la diferenciecién celular




es desconocido. Royston: et al (1984) sugieren que la mulécula -
p24 junto con los entigenos Ia/DR spurecen antes que oires marca
dores, persistiendo en los estadfos mds precoces de la diferen--
cigcién linfoide y mieloide, sin embargo el hecho de que esté -
presente en un escaso porcentaje de linfocitos normales, células
de la LLC y de la leucemia prolinfocitice, asi como en linfoci-—
tos T activedos y plaguetas hace dificil encuadrerlo en un esque

ma de maduracién celular simple,

La molécula p24 es una proteina de membrana de cadena Uni

ca. Los trabajos referentes a la existencia o no de glicosilacidn
y & la naturaleza de su‘asociacién & la membrana celular son por

el momento contradictorins (Zola et al 1984),

Por Gltimo el Gnico dato referente & la funcidén de la mo-
lécula p24 es el eportado por Boucheix et al (1983) en sus expe-
riencias sobre el efecto de anti p24 sobre la agregacidén plaque-
taria: los enticuerpcs enti p24 se comportan de forma similar a
los sgentes blogueadores del 0324. sugiriendo que la molécula -

24
p24 estd en relacién con el transporte de Ca @& través de la -
membrane celular, Sin embargo si esto es as{ cabria esperar una

distribucién celuler mds emplie de la molécula p24.




VI,~- CONCLUSIONES




1¢,~ E) enticuerpa monoclonnl CR211U, obtenido por in-
munizacidn con una leucemie linfobléstica condn, reconoce una
molésula de 24 KD de peso molecular,

2% ,- E1 entigeno raconocido por =1 anticuerpo monoclo--
nal GR21L0, se distribuye sobre células normales, fundamentalmen
te plaquetas y granulocitos,

3%,~ La molécula reconocida por el GA2110 es un antige

no asociedo a8 leucemia linfobldstica humana,

4t .- E1 enticuerpc monoclonel BR2110 puede incluirse en

el grupo de anticuerpos monoclonales anti p24 definido por las
siguientes ceracieristicas:
- precipitecion de una molécula de peso moleculer entre
24-26 KD, de funciédn biolégica desconocida
- reactividad con plecguetas
= roactividad ccn células ds le leucemia aguda linfoblas-
ticano 7T
58.~ Los anticusrpos monoclonales GR2110 y FMCB recono-

cen distintos determinantes entigénicos de lz molécula p24,
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