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I.-INTRODUCCION




£1 estudio del complejo mayor de histocompatibilidad (cMH),
que inicid su desarrollo al ser el principal responsable del re-
chazo de aloinjertos ha ido ampliando su campo de interés confor

e su composicidn y funcig

Hoy dfa sabemos que el CMH tiene un papel primordial en -

funciones tales como: la cooneracién celular en la respuesta in-

mune; mecenismos de restriccidn celular en la lisis-de células in

fectadas por virus; respuesta inmune frente a células cancerosas;

etCi..

£e en este Gltimo punto donde se ha centrado nuestro tra-
bajo, en el cque la expresién de los antfgenos codificados por el
CMH puedr estar involucrada tanto en la induccidn de la respues-
ta, como en la capacidad efectora del sistema inmune frente a8 -

1as cédlulas tumorales.




1.- CONCEPTO DE ANTIGENDS DE HISTOCOMPATIOILIDAD b

El concepte de antfgenos de histocompatibilidad nace con
el fendmeno del rechaze de transplantes.

La historia ce estos comienza cuando en 1903 se realiza--
ron trasplantes ce tumores en ratones, pudiendo propagar un car-
cinoma murino diecinueve veces utilizando ratones de un laboratg
rio, pero fracasando cuando se utilizaron ratones de otros labo--
ratorios, Dichas experiencias hicieron proponer heacia el afio 1914
que la susceptibilidad al trasplante de tumores estaba determina
da por un grupo de 14 6 15 genes cuya naturaleza no podia ser ce
finida,

Medawar (1944)(1946) fue el primero gue mostré el cardcter ]
inmunoldgico de los rechazos de injertos en individuos no relacipo
nados de una misma especie {alotrasplante) demostrando que los -
rechazos de injertos son:

a) .- especificos

b).- tienen memoria

¢).- su sensibilidad puede ser transmitida.

£1 rechazo por un individuo "A", de un injerto procecente

de "8" predispone al individuo a un rechazo mucho mé&s violento -

de otro injerto procedente de “0" pero no acelera el rechazo del




inderto m-‘ois%n*erg,c‘cie up tercero "C". E1 rechazo de "B" por par
- 3 &

‘<

. te de "A" nuede ser transmitido & otro animal de ia misma cepa
que " " nn.coneibilizado contra "8, por medio de células lin--

&

foides, WMitchison (1953).
<
“sta reaccidn inmunolégica de rechazo, estd dirigiia con
tra ciertos antfgenos presentes en la mayorfa de los tejicdos y

aque difieren de 'nos individuos a otros dentro cde la misma espe

cie. Son los llamados antigenos de Histocomnatibilidad.

Estos antfgenos de Histocompatibilicad se definen como 8
ouellos antfnenos presentes en la membrana celular capaces te -
srovocar =1 rechazo de un injerto procedente de un individuo de

la micma especie. Son codificadeos por distintos locus que seg’n

la irntensidad de respuesta inmune, gue su incompatihilidad pue-

de desencadenar en un inierto son calificados como mayores 0 me

norzs, fuertes o débiles. Los llamados *fyertes" son aguellos -

i, — .
e = N

cuya incomnatibilidad previene el crecimiento progresivo de ca-
ci todos los alotransplantss tumorales y causan el rédpido recha
zo de aloinjertos de piel v "débiles" son aquellos cuya incompa
tibilidad permite el crecimiento progresivo ce casi tndos los &

lotransplantes tumorales y fallarfan en procducir un rédpido re—-

chazo de aloinjertos de piel. Couonce (1956),




La especie en la que més se ha estudiado los entigenos de
Histocorpatibilidad ha sido la murina, en ella los locus de His-
tocompatibilidad al ser caracterizados son designados con la le-
tra H (Histocompatibility) seguida de un ndmerc segin el orden -
de descubrimiento (H-1, H=2, H-3, etc...). Segdn esta definicidn
hasta la fecha sélo un locus ha podido calificarse como fuerte -

este es el locus H=2,

Posteriormente se pudo ver que sl 1llamaco locus H-2 no sg

ris un simple locus sino un complejo genético, formado por varios

locus. Por lo gque recibié el nombre de complejo H=2,

En humanos el complejo mayor de Histocompatibilidad equi-

valente al H=2 murino se denomina HLA,

2.~ COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN EL RATON

Los estudios de los sistemas mayores de Histocompatibili-.
dad (CMH) tanto humano como murino, han llevado caminos parale——
los; aungue el HLA humeno ha tenido siempre un modelo importante
en el H=2 murino cuyo conocimiento fue previo. Esto fue debido -
al uso de las cepas endoodmicas para el estudio del CMH murinoj;

estas cepas endogdmicas son producidas y mentenidas por cruzé-——




miento a través de las generacicnes hermano-hermana ( compafieros

en cada generacién). Al cabo de veinte generaciones la vufiabi{i
dad genética entre los ratones se ha reducido a un minimo y la -
urogenie puede ser considerada hamogénga y homocigota en précti-
camente todos los locus, como puede ser demostrado por la super-

vivencia de injertos da piel hechns entre ellos.

2.1.- INTRODUCCION HISTORICA

La historia del sisteme 4-2 comienza con Gorer (1936) que

1o descubris intentando identificar grupos sanguineos en el ra—
tén. Fara elio inmunizd conejos con eritrocitos procedenfas de =
diferentes copas endogdmicas y trabajando con estos entisueros =
detectd un antf{geno que estaba presente en unas cepas y ausente

en otras, que se heredaba con uardcter dominante, al que llamé -
"Antigeno II". Mds terde rbservd que tumores producidjos en una -
cepa "Antfgeno II" positiva al ser trensplantadus erar aceptudos
por ratones de cicha cepa y rechazados en cepas “Antfgeno II" ne
gativas. De estas experiencias redujo que el antigeno I se com-

portaba como un ant{geno de Histocompatibilidad, Gorer (1937).

Algunos afios después Gorer, Lyman y Snell (1948) cemues—




tran que los gencs gue codifican el antigeno II se encuentran en

2l mismo cromosoma nue aquel que determinaba une anomalfa en la -

cola de ratén, esto es, en el cromosoma 17,

Aungue en un principio se pensé que el Antigeno II estaba
controlado por un per de alelos de un solo gen que determinaban -
su presencie o ausencia, en 1955 Allen, usando técnicas ce trans-
plante, fue el primero en evidenciar que se trataba de un sistema

complejo que podfa presentar mdltiples alelos.,

Gorer y 0‘Gorman (1956), realizaron una contribucién funda
mental al introducir el test de Linfotoxicidad para detecter -
las especificidades H-2; Este test estd basado en la muerte pocr -
accién del complemento de las células linfoides y adn hoy sigue -

siendo con todas sus variantes una técnica en continuo uso,

En 1958, Snell logra obtener cepas congénicas; son cepas -
congénicas aquellas qua2 tienen la misma composicidn genética sal-
vo en un determinado trozo del genoma del complejo H-2. Esto tuvo
una transcendental importancia a la hora de conseguir una mayor =
especificidad de los aloantisueros anti H-2 y una menor interferen
cia por parte de otros posibles antigenos de histocompatibilided

involucrados,




Conforme el ndmero de antisueros aumenta y el nimerc de -

especificidades antigénicas fue creciendo, se adoptea una nueva =

terminologfe H-2 basada ©n el sistema numérico aplicado enterier

mente al sistema Rh en el hombre. Snell (1964).

En las (ltimas d8cadas se centrd teabién le investigacién
en el estudio de las impliceciones bioldégicas del sistema H-2,
Mc Devitty Tyan (1968), muestran gue los genes de la respuesta -

inmune Ir estédn locamlizades en una regién en medio del comple-

jo H=2.

Ya entrada la Gltima década ss establece la heterogenei--
dad del sistema H-2, tanto en funciones como en capacidad dc prg
ducir diferentes reacciones aloinmunes, Rychlikova, Cemant y I—

vanyi (1970); Abbasi (1973); Bachf (1972); Meo (1973).

Zinkernagel yDaherty (1974) describen el fenémeno de la -

restricciédn H=2 en inmunidad celular contra célules infectas por

virus,

En estos dltimos afios la genética y biologia molecular -
han apprtado una valiosa ayuda para dilucider la estructure, fun

cién y organizacién de los genes del complejo mayor de Histocom-




patibilidad, J. Klein (1983), Hood (1983)

2.2.- MAPA GENETICO CLASICO DEL CMH 0 MAPA H-2

El primer mapa genético universalmente acepteado se 1levé
a cabo por el estudio de los haplotipos recombinantes y entrecru
zamiento dentro del cumplejo H-2, cosa que ocurria con una fre--
cuencia de 1 en 200. Allen (1955), Gorer y Mikulska {1959) fueron
los primeros en el uso de este método, pera la construccién del

mapa yenético,

E1 complejo genético H-2 (figura 1) situado en una por——
cién del cromosome 17 del ratén (figwa 2) se divide en cuatro -
regiones: K, I, S y D, siendo la regién K la mds cercana al cen=-
trémero y a la que siguen por este orden I, S y D, La regién I =
se subdivide a su vez en otras cinco subregiones: I-A, I-8, I-C,

I-E e I-J.

2.2.1.- Nomenclatura

A todo el segmento H-2 en una cepa endogémica se le desig

na como haplotipo y se le identifica con una peguefia letra minds

cula en el extremc superior derecho, as{ tendriamos los haploti-

pos : H=Z", He2®, 29, ..
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Asf al definir por ejemplo el haplotipo H-2a. esteamos de-
finiendo todo el conjunto de genes que codifican pare las distin

tes regiones (K, I, S y D) del segmento H=2,

La letra "W" es reservada para la identificacién de haplg

1
tipos en ratones salvajes, seguido por un ndmero H-2w ’ H-E"E...

Como evidentemente hay més haplotipos identiTicados en ce

pas ondogédmicas que letras en el alfabeto, se han adcptado una -

serie de normas para evitar la confusidn, Snell (1954); Klein =

(1974); Shrefflr {1974).

a).- 5i el nuevo haplotipo es similar a uno ya existente,
se identificard con dos letras, la primera la correspondiente e
aquel que se asemeja y la segunda correspondiente a la primera -

parte del alfabeto entre la "a" y la "n",

b).~ 51 el nuevo haplotipo no es similar a ninguno de los
conocidos, se denomina con otros dos o tres letras si es preciso,
teniendo en cuenta que la segunda letra serd de la segunda parte

del alfabeto, de la "p" a la "“z",

c).- Aguellos haplotipos que tienen iguales las regiones

K 6 D pero con alguna diferencia en las otras regiones debidas a




entrecruzamientos, se denominan con la letra a la que pertenecen

las regiones K y D seguide de un ndmero arédbigo.

Estas regiones fueron las primeras en ser identificadas,-
ya que sus productos, las moléculas H-2K y H-2D son los principa
les responsables del rechazo de injertos. Al principio se consi-
deré la existencia de un locus en la regién K (H=2K) y un locus
en la regién D (H-2D), estos locus codifican proteinas de membra
na celular que representan los cldsicos antigenos de transplante,

Snell (1976); Klein (1975).

M&s tarde en la regidn D se detectd un segundo locus, me

diante experimentos de "Co-caping”. E1 llamado H-2L., Lemmonier -

(1975). La existencia de este molécule fue confirmada por eviden

cias de tipo quimico. Nemuport-Seutes (1977), Demant (1978); -
Seers (1980). De esta manera existfan dos locus para la regién D
y un locus para la regién K, aunque algunos autores han apuntado
una mayor complejidad para estas regiones en diversas cepas de =

ratén. Mierou (1984), Ivanyi (1984), Demant (1981), Hensen (1981).




Las moléculas H=2D, H=-2K y H=2L han sido definidas presen
tando las dos primeras un gran polimorfismo, pues al menos son -
conocidas diez variantes, descritas en cepas endogémicas, para -
el locus H-2D y otras diez para el locus H-2K, Las investigacio-
nes de Klein {1975) sobre ratones salvajes pueden poner este nd-
mero por encima del centenar. En el caso del locus H-2L su poli=
morfismo es mucho mds reducido pudiendo existir dos o tres ale--

los. Flaherty (1978 )

Como hemos dicho anteriormente las moléculas H=2K y H-2D

estén definidas serolégicamente presentando cada una de ellas va

rias especificidades o epitopos. Cada una de estas especificida-
des viene definida por unm anticuerpo gue opera monoespecificamen
te exhibiendo un Gnico patrén de reaccién positivo y negativo -
cuando se prueba con células de ratén que definen distintos ha--

plotipos.

Existen varios tipos de estas especificidades antigénicas

en cada molécula:

- Especificidad privada es aquella definida por anticuer-
pos cue reaccionan positivamente solo con células que presentan

un antfgeno de Histocompatibilidad determinado, siendo especifi-




cos pare este antfgeno. Es decir especificidad antigénice solo -

presente en una molécula y ro en ninguna otra. Heecker (1954).

- Especificidad pdblice es agquella compartide por diferen

tes moléculas. Snell (1971), Klein (1971 ) estes especificidades

pdblicas pueden ser clesificedas en:

- Largas: compertidas por un gran ndmerc de alelos

- Cortas: presentes s6lo en un corto ndmero de alelos

- Unirregionales: presentes en alelos de una soia regién -
(especificos para la regién K 6 D)

- Birregionales: prasentés en alelos de ambas regiones.

- Mutuamente excluyentcs: cuando la presencia de una exclu=-

ye le otra,

Cada molécula es portadora de ura especificidad privadea

y de varias pdblicas,

Todas estas especificidades estén representadas sn el sis
tema H=2 por ndmecros arébigos gue van actua'mente desde el 1 al
95, Definiéndose como especificidad H-2,1, H=-2.2, H=2,3, etc, En
la Tabla 1 aparece la lista de estas espescificidades H-2 para -

los haplotipos més comunes.




Neterminantes antigénicos y locus codificante
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Tabla 1

Determinantes H-2 de clase I definidos por Anticuerpos mono-

clonales y policlonales; Determinantes del 1 al 60,
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Tabla l-cont.

Determinantes H-2 de clase I definides por Anticuerpos mono-

del 61 al 95,

clonales y policlonales; Determinantes




Las moléculas codificadas en las regiones K 6 D para un ha
plotipn dado son designadas con sl nombre de la recifn: H=2K 6 =~
H=2D y con la letra del haplotipo respectivo, colocado en la per-
te superior derscha, As{ el simbolo H-»2|<d definirfe la molécula -

codificada por el locus *K* del haplotipo o «

2.2,3.- Aegibdn I

Los primeros estudios de la regién I se basan en los reali
zados por Kentor (1963). En ellos utilizé el cobaya como animel -
de experimentacifn y observé que la respuesta humoral y celular -
frente & ur. antfgeno sintético llamado DPN-PLL (dinitrofenol-poli
lisina) estaba regulada por un gen de le respuesta inmune, Sin em
barga fue Mc Devitt quien dio los pasos fundamentales para el co-
nocimiento de esta regién. En efecto en 1965 estudia la respuesta
a antfgenos sintéticos igual que Kantor pero utilizando cepas en-
dogémicas de ratdn y describe el gen Ir-1 como el responsable del
control de dicha raespuesta, Més tarde Mec Devitt (1969) observa -~
que este ger se encuentra en estrecha relacidn con el complejo -
H=2. Finalmente mediante experiencias de recombinacién logre si-——
tuarlo entre las regiones K y S del complejo H=2 en la desde aho-

ra denominada regidn I. Mc Devitt (1972).

Por andlisis de cepas recombinantes que se entrecruzaron -
dentro de le regidn I, se pudo ir dividiendo en subregiones cono-
ciéndose cinca: I-A, I-3, I-J, I-E e I-C, a las gque se les atribu

yé distintas funciones en inmunidad.

Las subregiones I-A e I-E: estas fueron las subrejiones -
m&s claramente definidas pues en ellas se mapearon los locus que
codifican los polipéptidos que forman las llamadas moléculas Ia.
Estos locus estdn situados tres en la subregién I-A, denominados
Aol ., A pY EpR y uno en la subregién I-E denominado E o . los =
productos de los locus Ao ¥ AR forman la molécula I-A, mientras

que los prcductos de los locus EB Y E «_ forman la molécula I-E.

Igual que en el caso de las regiones K y D, los productos
de las regiones I-A e I-E han sido detectados seroldgicamente, de
finiendo un nuevo tipo de especificidades conocidos como Ia (aso-
ciados a la regién I) Shreffler (1974). Se conocen un gren ndmero
de especificidades Ia que se designen con nOmeros ardbigos de la
forma: Isl, Ia2,.. En la Tablae 2 aparece la distribucién alélica
de estas especificidades y los lo-us responsibles de su codifice-

cién,
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Los antigenos la tienen una nomenclatura semejante a la -
d
de los antfoenos H-2K o H-2D, As{ la denominacién I-A Cesigna--

rie el antigeno Ia definido por la regién I-A del haplotipo "d".

Se han estudiado las posibles relaciones entre los antige
nos Ta y los genes de la respuesta inmune Ir, descritos por Mc -
Devitt (1978) y los resultados apuntan que las moléculas Ia son

equivalentes a los genes Ir. Klein (1981), Steinmetz (1982),

La subregién 1-6: fue definida como la regién reguladora
para la respuesta humoral a determinados antfgenos tales como la
LOH (Lactato deshidrogenasa) y a la proteine del mieloma murino
MOPC173. Lieberman R. (1972) y Melehers I. (1973). Por otra par-
te este subregién no influye en el rechazo de injertos, ro afec-
+s al MLR o CVL y ademds no controla ningdn producto que pueda -

sor detectado seroldgicamente,

La subregidn I-J: se definié como la responsable del con-
trol de la supresién de la respuesta inmune, Theze (1977), y del

control de los llamados factores T supresores, Takemori y Tada -

{(1972).



La subregién I-C: se pensd que esta subregidn podfa contrg
lar la generacién de células T supresoras en el MCL. Riehs S, -

(1979).

Ce2d,= Hggidn S

Este segmento del cromosoma es totalmente distinto del res

to del complejo H=2.

Situada & la izoguierda ce la regiédn D, en ella se encuen——

tran los genes que codifican das proteinas: la Ss (hoy C4) y la =

Slp.

Shretfler (1963) cescubrié la presencia de una protefna en
el sueroc de ratén capaz de reaccionar con un antisuero obtenido -
en conejo y dirigido contra ratén y cuyos niveles dependian del -

complejo H-2; existiendo cepas con alto nivel de dicha proteina -

(alelo 5s") mientras que otras tenfan un nivel bejo (alelo Ssi).

Posteriormente Hinzova (1972) demuestra la existencia de -
una relacién entre el sistema del complemento y el complejo H=2,
Dement (1973) analizando cepas recombinantes intra H-2 maped esta

dependencia en la regién S.




\ds tarde diversos autores Lachman (1975), Meo (1975), Cur

man (1975) sefialan la identidad funcional de la proteina Ss y el

G4 del complemento y otras afirman que la regién S codifica molé-

culas qus comprenden el cuerto componente del complemento. vite-

tta (1978).

La p-stefna Slp (sex limited protein) fue descubierta por
Passmore (1970) intentandoc encontrar variantes alotipicas para la
protefna Ss. Se encontrd con el hecho remarcable gue ia proteina
con la gue reaccionaban algunos antisueros estaba presente sdlo -
en ratones machas adultos y totalmente ausente en hembras, Andli-
sis genéticos revelaron que la presencia o ausencia de los antige

nos Slp es también heredable,

El antfgeno Slp mapea también en la regién S; es muy posi-
ble que ambos locus Ss y Slp sean uno mismo ya que no se han en——
contrado hasta ahors recombinantes entre ellos, pensdndose que Ss

determina alelos cuentitatives y Slp cualitativos (Blpa presencia,

51p° ausencie},

2.3,- MAPA GENETICO REFORMADO DEL CMH

Los grandes avances tecnoldgicos en el campo de la inmuno-




logfa y genética (aparicién de anticuerpos monoclonales, técni--
ces de biologia molecular) permitieron profundizar en el estudio
de las distintes regiones del sistema H-2. Asf fueron surgiendo

algunas discrepancias con el modelo H-2 c..dsico,

Klein (1961) postula un modelo simplificado del mape geng

tico H-2 (Figure 3) en el que se puede observar la eliminacién -
de las subregiones 1-8, I=J e I-C y la regién S, ademds introdu-

ce las regiones Qa y TLa dentro del CMH.

Por otra parte se clasifican los productos codificados en
dos clases funcionales., Antfgenos de clase I: dentro de esta cla
se funcional admite las cadenas polipeptidicas codificedas por -
H-2K, H=2D, H=2L, Qa y Tla. Antigenos de clase II que incluye =
las moléculas Ta. Le regién S aunque situada dentro del complejo
H-2 para Klein no forma parte del CMH, las moléculas codificadas
por locus situados en ella reciben el nombre de Antigenos de cla
se III. A este cambio en el mapa genético se llegé por las si—

guientes conclusiones:

Como ya se dijo la teorfa de un locus B separado fue he—
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cha originalmente por Lieberman y col {1972) para explicar el con
trol genético de la respuesta humoral a determinados antifgencs,
protefna del miesloma MOPC173, Baxevanis C.N. ¥ cols (1981), Lacta
to deshidrogenasa, Melehers y cols (1973), Oxazolona, Foghet J.

(1977), etc...

Se han analizado con detalle algunos de estas respuestas -

Baxevdnis y cols (1981). La respuesta a la Lactato deshidrogenasa

B y a la protefna del mieloma MOPC173 (recpuesta frente un deter

minante alotfpico de la molécula IgG2a). El endlisis reveld una
interaccidn de los linfocitos Th y Ts, Los linfocitos Th de la ce
. 1 &
pa H-2 reconocen el antigeno en el contexto de las moléculas I
perc no pueden responder porgue estdn suprimidos por los linfoci-
tos Ts que reconocen el mismo antfgeno en el contexto de la molé-

ouls L

E1l resultado de esta interaccién, es que la cepa H-2a res-
ponde débilmente no porgue exprese el alelo de baja respuesta en
el hipotético locus B, sino porque gstd inhibida en su respuesta
por la simultdnea activacifn de los 1infocitos Ts. Por tanto el -
control genético de la respuesta para estas proteinas puede ser -

explicado sin la teoria de un lccus B distinto del previamente i-




dentificado locus que codifica las moléculas A y E. Asi Klein su

girié que el locus B debfa ser eliminado del mapa genético H-2.

De la misma manera podria explicarse la respuesta pare o-
tros antigenos. Sin embargo surgieron diferencias en la respues-
ta & la oxozolona, Berzolsky y cols (1981) establecen que la res
puesta es controlada parte por el locus A(AxyApR ) y parte -
por el locus 8. Klein propuso que la oxozolona e&s reconocida en
el contexto de la molécula E en algunos haplotipos y en el contex
to de la molécula A en otros y este cambio de reconccimiento crea
la ilusién del locus B. De cualquier modo un hecho importante es
que por genética molecular ha sido imposible encontrar el segmen
to de DNA correspendiente al locus B, Asi no existe justificacidn

para mantener el locus B.

2,3,2.~ Subregién I-C

El locus C se definié por su capacidad para controlar la

generacién de células T supresoras en el MCL, Riehs S (1979).

Mds tarde su existencia fue apoyada por trabajos de dis——
tintos autares.

he
1- Sandrin (1981) fue capaz de reproducir el antisu=ro H-2




anti H-2ha originalmente usado para definir el locus C.

2- Geglin Richsy col (1979) el antisuero definido contiene
anticuerpos C especificos que reaccionan con un factor supresor

producido en reaccidn mixta de linfocitos.

3~ Okude K., David C.S, (1978) cemostraron que enfrentan-
do cepas congénicas que diferfan en el locus C se producia une -
reaccidn mixta de linfocitos; y que esta era inhibida con suero

enti=C,

Klein pone en duda la existencia de este locus y lo exciy

ye del mapa H=2 por los siguientes argumentos:

- incapacidad tanto de &1 como de otros autores (Juretis y
cols (1981), Livnat §, (1973) pare reproducir los resultados ex

puestos por los autores enumeredos anteriormente.

- imppsibilidad por medio de la genética molecular de encon
trar el locus I-C en el segmento de DNA comprendido entre los gg
nes E.< y el gen que codifica para el C4, Sin embargo estos mis-
mos andlisis de DNA encuentran otro gen del mismo tipc que el Ef3
I-E 2 like, entre las clésicos E3 y EX existiendo evidencias -

para mds de una moldcula € & nivel protefnico, Deluvitch 7., Bar




ber 8.H, (1979). Koch N., Hammerling G.I. (1981). Ozato K., Sachs

D.H. (1982). Lafusc W.P. (1982),

As{ podrfa orurrir que al no entender la forma de interac
cidn entre los genes E se cree la ilusién del gen C. Dtra posibi
lidad es que el gen C esté solamente presente en algunos haploti

pos H=2, o bien que &ste runca haya existido en su primer lugar.

Se pensd que esta subregién podfa controlar la supresién

de la respuesta inmune y los factores T supresores,

La existencia del locus J a diferencia del locus C ha gi=

do aceptada por la mayorfe de los investigadores y ha sido res—-

paldada por los siguientes datos:

- produccién de antisuero Anti-J y comercializacidén del mis

mo. Murphy D. B, y cols (1978),

- Obtencién de anticuerpos monoclonales anti I-J. Walten——

bough C. (1981). Kanno M, y col (1981).

- Funcionalmente se ha confirmado su expresién en las célu-~
las Ts repetidas veces, suprimiendo la respuesta inmune. Murphy

D.B. y cols (1978)




- Estos polipéptidos han sido caracterizados serolégicamente

Murphy (1976) y bioquimicamente, Taniguchi y cols (1982).

Klein dudéd de la existencia de este locus baséndose en la

incapacidad para encontrar alguna diferencia entre el DNA de los

Haplotipaos H-EIS Yy H—2Is que fueron los haplotipos originalmente

usados para definir el locus J. Murphy D.B. (1976); por otre par-
te el confirmarse que realmente no hubfa DNA suficiente para codi
ficar la mulécula J en la regién de clase II comprenaide entre =~
I-A e I-E (segmento de DNA de 3,4 Kb o menos); dejaba las siguien

tes posibilidades:

el gen podfa estar fuera de la regién I

podfa localizarse fuera del complejo H=2

podia estar situado en un cromosoma diferente

otra hipétesis suponia que al menos parte del polipéptido
I-J estaba codificado en la regién de DNA situada entre IA e IE,
El gen I=J podia ser idéntico al gen Ep y por algunas modifica=—-
ciones posteriores (por ejemplo glicoxilacidn) podria dar luger a

los determinantes serolégicos de el polipéptido J.

Este problema ha quedado resuelto., Se ha demostrado recien

temente que el gen J que controle la expresidnen las células T,




de la molécula I-J estd localizado en &l cromoscme 4, Hayes y col

(1984).
En Abril del 1985 se ha publicado una revisidn completa so

bre el locus I-J. Heidelberger y cols.

2.3.,4,~ Regidn Tla y Ga

El cambio mds radical ocurrido en el mapa H=2 ha tenido lg
ger en la regién Ga y Tla, Aungue el estudio de este sistema estéd
menos avanzado que el del sistema H=2 se acepta como pertenecien-

te al CVH, Margulies y Flaherty (1982), ¥ichaelson (1982), Stei—

mmetz {1982),

- Expresién de los Antfgenos @a y Tla,

Los antfcenos Tla fueron descubiertos en células leucémi——
caz de le cepa C578k/6. 0ld (1963). También se comprobé su exis——
tercia en timocitos normales. E1 segmento de DNA qua los cndffica

fue localizado como cercano al locus H-2D, Boyse (1964).

Lot Antfgenos Ga en un principio se pensd gue solamente es

taban presentas en una subpoblacién de linfocitos T, Mds tarde se

demostré que usando antisuero Anti-fe y realizendo un ensayo de =




citotoxicidad mediada por complemento con células de nddulos lin-
féticos o esplenocitos se producia la muerte del 1009 de las célu
las, Asf se sugirié que los antfgenos Oa estaban presentes no so-
lamente en linfocitos T sino también en linfocitos B. Flaherty -
(1981), Su presencia en célules B ha sido demostreda por el uso -
del FACS (Fluorescence activated cell sorter). Okuda M., Stenton

T.H., Kuppers A.C., Henney C.S. (1981). Sin embargo la expresidn

de les antfgenos Qa en las células T y B es menor due la expre-———

sién de los antigenos K y D.

El polimorfismo de los locus Ga y Tla es significativamen-
te mucho m4s bajo gque el de los locus K y D. Se ha comprobado al
estudiar distintas cepas endogédmices y congénices,

En la Tabla 3 se pueden ver las especificidades conocidas

para el locus Ga y Tla.

= Organizacién

Se han descrito cinco locus Qa y un locus Tla por métodos
cldsicos, Flaherty L, (1978), Hammerling 6.J. (1979), Stanton -

(1976).

De los cinco locus Ga solamente dos((at y @a2) han sido de
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finitivamente establecidos como locus separados. Se han separado
por recombinacicnes y por el distinto control de sus cadenas po-
lipeptidicas. Los ctros tres locus (Ga3, Qad y Qe5}, fueron defi
nidos porque los antfgenos que contralaban tanian una distribu—-
cién diferente por cepas ogue aquellos controlados por iscs locus
@al y Qa2, Sin embargo este criterio ha riemostrado cser insegurc

as! serfa mejor posponer la aceptacidén de estos locus Qa 3,4,5 =

hasta gque por métodos de recombinecién de ONA puedan ser identi-

ficados sus genes correspondientes. Los locus Ga y Tla se encuen

tran a la derecha del losus D en el siguiente orden.
D.l.' Qaz-lt Tlaill. uall

E1 intervalo de cromosoma que contiene los locus Ga y Tla
también contisne otros locus uue codifican el G4 ( binding-protein),
los enzima catalasa 2, fosfoglieerato kinasa-2 y el pepsindgeno
urinario-1. Klein J., Figueroa F, (1982). El1 orden de estos lo--
cus respecto unos de otros y en relacidn al locus Qa y Tla es in

cierto.

Las moléculas Ga y Tla se consideran antigenos de clase I

por las siguientes razones:

1- Antisueros producidos por combinaciones de cepas que di-




fieren en los locus Ga y Tls pero que son idénticos en los locus
KyD correaccionan con el menos dos moléculas K. Figueroe F.

(1983).

2- Se pueden enfrentar cepas gue difieran en los locus Ga

y Tla para generar un cultivo mixto de linfocitos.

3- Existe una gran homologia estructural entre Qa y Tle -
y las moléculas K y D, ssto se ha prubado porque las cadenas poli
peptfdicas de Qa y Tla también se asocian con 1:[% microglobuli-
na, Vitetta E.5, (1978), presenten un tamafio similar al de las -

moléculas K y D, tienen una organizacifn genética similar asi co

me la secuencia de nucledtidos, Margulies H.H, (1982).

Hoy dfa a nivel seroldgico,este es el mapa genético uni——
versalmente aceptado pera el CMH en el ratén, En la Table 4 apa-

recen los mapas genéticos para los haplotipos recemocidns.

2.4,- ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS DE CLASE I Y II

Como ya hemos mencionado los productos codificados en los

locus de las distintas regiones del CMH se clasificen en dos gry




Hanla Origen alelos para los locus H=2
tipo
H=2
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BI1O.KDR3
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Tabla 4

Mapa genético del CMH pera los haplotipos conocidos.




Origen alelos para les locus H-2
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A.TBR4
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BL1O.TBR 10O
B10.RSBI
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B10.R3B3
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ATBRI14
ATBRI3
ATBRI16
ATBRI17
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R10.RSB6
B10.RSB7
B10.RSBS
B10.RSB10
B1O.RILI(Z0R)

B10.SM(22R)

C57BL/10

Tahla 4-cont.

Mapa genético del CMH para los haplotipos conocidos.




Haplo (rigen
tipo %

H=2

alelos para los locus H=2

bl ; : ‘ : ; ; : B19.HIRT

hinl ! B6.C-1-2t
b2 : ; ; B6C-H-
CSTRL 6-41-202

hind

f’”f" Bﬁ.c‘_}{_:?‘rl:i

b C57BL 6-H-2t"*
hinb { ! : £ : C57BL 6-H-2t"®
b7 hin? i : ; ; B6.C-H-2P7
s ] ; L C5BL 6 H-2
by : z : BEC-f1-
im0 hni { b ‘ : : B6.C-H-2tm!0
himll b ! ; : ; RGOl
bmi2 I hn h ; . : BbC-H-2omi2
hml3 ! hml3 : . : B6.C-H-2*?
bl 4 } . b hmld : g : BeL -
binlb bmio | b b ; ; ; C5781 6-H-2ms

bmnl7 bml7 b ; ; : C57BL 6-H-2™7
bmis bmlS ¢ ! : - B6.C-H-2tmi8
bn:l9 bmi9 g ; : ’ BL.C-H- 201
b0 2 ! : ; - B6.C-H-2t"*°
bm?2l 1 f \ ; : B5.C. 422
bm22 ; ; i : C37BL 6-H-20m2
bs g s | : : ; : ] : ; ; ; WLL BrA

bu { i { l : B10.F(13R)

brl* y 129 1. B10.129(6M)
br2 g ; : . ; ; ' . : ! ; C37BL LiA

byl g : ; ; : B10.BYR1

by2 { k 3 ; : ¢ B10.BYR2

bp ; . i ; : . ; _ ; BN'a

boi : ; 3 : : B10.MBR

hy? 3 ; 4 BQ2

bw b : . ) ; BI10.F(14R)

; : DBA 2. BALB'c
dml . : : B10.D2-H-2*""
0 : BALB ¢-11-2%"2

Tabla 4-cont.
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Mapa genético del CWMH para los haplotipos conocidos




Haplo Origen alelos para los locus H=2
tipo
H=2

dm3 d : ; ; BoCH-2im3
dind d ; : : C.B6-H-im4
dm ; : ; C.B6-H-3m5
dy ; ] f f i ; : ; ; . GSR Hs, LG Cke.

S D

ACA, B10.M
BI0O.RFB1
ACA-H-2/m!
B10.M-H-2/m?

HTG. BIOHTG
B10.D2R101)
D2GD. BI0.GD
B10.D2R103)
BI10.BDR1
BI10.BDR2
B6.C-H-24°

DBR7Y

HTH
BI10.A(IR)
B10.A(2R)
BI0.AM
BI10.AHR)
BI0.AIR233)

B10.BAR4
L.AKR(A23Y)
BlOBARIO
BIO.BARLI

Tabla 4-cont.

Mapa genético del CMH para los haplotipos cornocicos.




Haplo Origen alelos para los locus H=2 cepas
tipo
H=2 it
. Xk e Bt Owd Ta Gl

hlo kb K A k k b b h B1O.RKB

hil ah k A A k k d b B10.BARG

his ah k A k k K o b B10.A(I3R)

hi m j k : : , . j j : . : C57BL, 10-H-2"

] b b b b b b b d d () a a HTI

i b a b h b b h h d BI0.BARS

2 b6 h b b b h h d : ; ; ; BI0O.RBD

i3 ha b h b b k d d d a d d B10.A(3R)

i4 b u h b b b b b d ; : i ; BI10.BAR?

i3 ha b b h h k d d d d d a B10.A(3R)

in ba h b h b b b d ; i ; B10.BARS

i7 bd b h h h b b d d a ¢ b BI10.D2R107)

is b1l b b h h b b d ‘ ; . ABTRI

9 bl b b b b b b d d a c b ABTR2

io bl g b b b b D d d ABTR3

i1 bl b h b b b b d ABTR4

i2 b1l b b b b b b d : ABTRS

i3 htl b b b b b b d d ABTR6

i14 bl b h b b b b d ABTR7

i3 ba h b h b b b d B10.BARI2

i18 ba b b b b b b d B10.A(1SR)

i2l B2 b b h b b b d ; : ; : BI10.A(2IR)

ial bdml b b h b b b dml  dml a c b 510.D2(R106)

i T i j i i j b b g b b 1 St, WB J.BIO.WB
k - k k k k k k k k b b b "3H, CBA

kml k him k k k k k k k b b b CBA:H- ™

m Lg? k X k k k q g a a a AKRM. B10OAKM
ml ayq k k k k d q q g a a a B10.QAR

m2 hi g k k k k ; : : q : ; : BIO.RKQ1

(” (i J\ J J u’ ll J ‘\ I\ L (l? b b CFIIOI-. B]OOL
02 d k d d d d d d k k h b b C3H.OH, B19.OH
ozl bk h b b b b b k b b b C37BL 6-H-2°°!
0:2 b k b : : \ : . k ; : s : AKR L-H-20:2

P = P P p P P p i p b ¢ u P 1. B10.P,C3H.NB
pz 7 Pz : : - j . p: . i . ; 020°A

q - ] q 4 q q q q q a b b DBA 1, 310.Q

Tabla 4-cont.

Mapa nenético del CMH para los haplotipos conocidos.




Haplo Origen
tipo
H=-2

alelos para los locus H=2

D

L

th‘
l.{h_‘

T T T e

-y W b W

O R e e

B10.RQBI
B10.RQB2
5:0RQF!
B10.DA(SONS;
RIII, BIORIN
BI0O.RREI
ASW.B10S
B10.S(26R)
B10.§{12R)
A.QSR1
B10.SQR2
B10.SQR
NFSN
ATL.BIOTL
B10.S(7R). A.TH
B1OiT T
B10.S(9R)
BSVS

B10.Si24R)
B10.ASR1
B10.ASRS
B10.ASRILI
B10.ASR12
BIORPDI
BIO.RPD2
B10.PL({73INS)
SM J, BIO.SM
B10.KPA42.
B10O.KPAI22

Mapa genético del CMH para los haplotipos conocidos

Tabla 4-=cont.




pos. Antfgenos de clase I y antigenos de clase II,

2.8.1,~ Antigenos de clase I

Los antfgenos de clase I son glicoproteinas de transmembra
na (de carécter hidréfobo) formados por la unifn mediante enlece
no covalente de dos cadenas polipeptidicas una denominada pesada
de 45 Kd, Vitetta (1978) y otra dencminade ligera de 12 Kd identi
ficada como la [3, microglobulina (Michaelson 1977). En la Figura
4 se puzde observar un esquema simplificedo de la estructura de -

esta molécula,

De sstas dos la cadena pesada es la sintetizada en el CMH
siendo responsable de las propiedades antigénicas de los antige—
nos de clase I, Esta cadena polipeptidica puede ser dividida por
su funcién y por su relecién con la membrana en tres partes: in--
tracitoplasmdtica, transmembrana y extracelular. Coligen (1981),

Straminger (1980)

a).- Regién intracitoplasmdtica: esta regién estéd formada -

por unos cuarenta residucs eminoacidicos, con alto contenido en 8

minodcidos polares (508%), en ella se localiza el dcido terminal

de la molécula, En este segmento se ha encontrado un residuo li--
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bre de cistefna gue puede estar involucrado en la dimerizacién -
de estas moléculas. Peterson (1975), Henning (1976), Springer -

(1977).

b),_ Regién transmembrana: segmento altamorite hidrofébico
de una longitud apruximada de 25 residuos de aminodcidos con una
configuracién en O<_hélice. Este segmento hidrofébico no se en—
cuentra en el segmento obtenido por digestién con pepsina, Es ng
table que un péptide de su longitud adquiriendo una‘confornacidn

en (¥ hélice, tendrfa una longitud aproximada a la de la membra-

na ceiular.

c).- Aegién extracelular: se trata de una porcidn soluble
en agua de unos 37000 de peso molecular que puede ser solubiliza
da de la membrana celuler modiante proteolisis con papaina, &, -

Shimacs '« (1969), 5.6. Natheson (1966) . Este fragmento contiene -

el extremo N-terminal {Ewestein 1976), siendo responsable de leas

propiedades antigénicas y serolégicas de la molécula, Natheson -

(1974).

Esta regién extracelular puede & su vez Ser dividida en o
tras tres subregiones o dominios de unos 90 AA de longitud, Es—-

tos dominios son la unidad bdsica del CMH siendo el dominio {3 -




el mds préximo a la membrana y =l dominin {1, el més externo, De
ellos el yX{3 presentan un puente disulfuro colocado central-
mente cue une dos residuos de cisteina, separados por unos 60 AA
1o que confiere a estos residups une gran compacticidad, El1 ndme
ro de cadenas de carbohidratos unidos a los diferentes dominios
de la cadena pesada varfa segdn alelos; asi pare las moléculas -
H—2Kh, H-EDb se han descrito dos sitios de unién para cadenas de
carbohirdratos en los domininsC(l yD(?, para las moléculas H-2Kd.

H-2Ld y H-ZDb también se han descrito sitios cde unién en el domi

nio & 3, Melay W.L. (1982).

Cada cadena de carbohidratc consta de 12-15 resicduos de a
zficar invariantes unidas en un orden fijo. Estudios de unién con

péptidos procedentes de moléculas de clase 1 han demostrado que

la /@ - micrealobulina se asocia con el dominio O<5. Yokoyame =

(1983). Mientrns que estudios realizados con genes hibridos han

dempstrado que la mayoris de los determinantes alogénicos y luga
res de reconocimiento para CTL se encuentran localizados en los
dominios {1 y X2 siendo el dominio (¥ 3 prédcticamente irrele—
vante pars estas funciones. Allen H, (1984), Rusch (1983), Ozato
{1985]. Estudios preliminares de cristalografia de Rx de fragmen

tos potecliticos de un antigeno de clase I humano gque contiene




los dominios O(l, x 2, 0{3 yﬁ o microglobuline parecen apuntar

que esta molécula prsenta un eje de simetria binario.

A.emds de en las moléculas de clase I y II del CMH murino
y humano dominios homdlogos se han encontrado en las inmunoglobu
linas, y en el artfgeno de diferenciacién Thy=1, interpretdndose
como resultado de un origen comdn de estas protefnas (Figura 5).
Williams A.F. (1982), Sin embargo al encontrer dominios simila-
res en otras protefnas gue no tienen ninguna relacidﬁ con las mg
léculas del CMH o Inmunoglobulinas (Richarson y cols 1976), La -
solucién podrifa ser que las diferentes familias de proteinas con-

vergen en un momento de evolucién.

Cadena ligere 0/9 o microglobulina: Es un polipéptida con
'n peso molecular de urios 12 Kd formado por 99 residuos de AA, -
sin ningdn grupo carbohidiato y con un puente disulfuro intraca-
tenario. Este polipéptido oligomérfico estéd codificado nor un lo
cus gue mapea en el cromosoma 2, Michaelson y cols (1981), Go——-
ding (1981),Robinson (198la) , Su funcién parece ester relaciona
da con la estabilizacién de la estructura terciaria de los enti-
cenos de clase I, Gales (1981), Natheson (1981), va que la/ng-
microglobuliia serfa el cuarto dominio de los antfgenos de clase

1.
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Aesumiendo potemos decir nue los antigenos de clase I es=-
tén formados por una cadena pesada con las tres regiones antes -
citadas unidasde forma no covalente & la /9 5 microglobulina; =
Presentando cuatro dominios extramembrana, tres puentes disulﬁ!
ro, y dos otros lugares de unidn nara carbohidratos. La molécula
adquiere un cerécter insoluble por la presencia de una regidn hi
drofébica. Tiene tendencia a formar dimeros cuendo son solubili-

zadas Integramente por accidn de detergentes.

2.4.2.= Antigenos de clase II

Estes mol8culas se componen de dos cadenas polipeptidicas
unidas de forma no covalente. La cadena pesada O o{tiene un peso
molecular de 30-33 Kd y la cadena ligera 0/3 tiene un peso mole
cular de 77-28 Kd., Cullen y cols 1976, Figure G. Estas diferen-—
cims se ceben probablamente & la glicoxilaciéin, La cadena G(tiene
dos cartohidratos mientrees qua le cadena ﬁ?tiane solamente uno.

Shackeford y cols (1982), Kauffman y Strominger (1993).

Los antigenos de clese II estdn codificados en la regién

I y se conocen como antigenos Ie. Dos moléculas han sido bien es

tudiados, la I-A y I-E. La molécula I-A se encuentra formada por

vl .
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dos polipéptidos denominados como ya dijimos of y [3 y codificados
por los genes A/ vy AR , los cuales mapean en la subregién I-A, -
Le melécula I-E estd formada por las cadenas E[3 y Ex codificadas
por subregiones diferentes la Eﬁ por la subregién I-A y la Esl =

por la I-E (Steimmetzv cols 1907),

Cada antfigeno de clase II puede ser dividido en tres regio-

nes:

a).- Aegién extracelular: que contiere cuatro dominios que
dan estabilidad a la molé&cula, dos dominios X 1ycX2 pare la cadg
na pesada C o(y otros dos dominios ﬁ’l y /} 2 para la cadena ﬁ, -
siendo estos Gltimos nolimérficos. Los lugarcs de unién pera carbo
hidratos se localizan dos de ellos en la cadena (' y uno en la cade

na /3, presentar tres puentes disulfuro en los dominios ()(2, ﬁl Yy

/;’2.

b).~- Regidn transmembrana con configuracién en X h&lice, de
unos 30 residuos.
¢) .~ Regidn citoplesmética: muy reducidea con unos 10-15 A&,

Se ha detectado la presencia de una tercera cadena en estas

moléculas asociada e las dos anteriores de forma no covaelente; Es-
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ta es ain menas polimorfice que las cadenes O(da ahi el nombre de
cadena invariable. Jones P.P., Murphy (1979). El gen que codifica
para es:e poiipéptido ha sido mapeado en el cromosomz 18 en el ra
tén. Yemamoto 198:. Su funciédn puede no ser inmunoldgice ya cue -
no estd controlaca por el CMH y se asocia con las cadenasc(gvg
solamente en el citoplasma pero no en la ruperficie. Koch N, ¥ =
cols 1982, Se pensé que podfa ser la responsable de la integracién
de las cadenas polipeptidices ce clase dos dentro de }a membrana,
Los trabajos de Walissen y cols (1983) sugieren que la cadena in-
variable no es esencial para la expresién de los antigenos cde cla

se IT en la superficie de la célula.

As{ los entigenos de clase dos estédn formados por una cade
na pesada Uo{ con dos dominios D{ 1 y (X 2 unida de forma no cova-—
lente con una cadena ligera O/G , con otros dos dominios /91.y/92.
No se asocie a la/g 2 microglobulina; Presenta tres puentes disul
furo, tres lugares de unién para carbohidratos y una cadena  po=-

lipeptfdica invariable .

2.4.3, .- Antigenos de clase III

Se conocen dos moléculas pertenecientes a esta clase III,

=51~




la 58 y la Slp ambas codificadas por la recidn 5, gue aungque se -

encuentra dentro del compleio H=? no se considera parte del GMH,

Estas moléculas tienen un p2so molecular aproximado de -
400.000. Nathenson y cols (1981}, Se ha demostrado que la molécu-
la 58 tiene la misma actividad funcionol aue el componente G4 del
comnlemento y se surle cenominar como G4, Ferreira (1978), Klein

(19a3),

°.5.- MAPA GENETICO DEL CMH A NIVEL DE ANALISIS DE ADN

€n la oran revolucidn cue en el mundn de la hiologfa han -
supuestn los avances consequidos en el andlisis cde ADN, el estu--
dio tel CMH no podfa estar al marcen, asfi los estudios de varios
~rupos ce bidlogos moleculares se concentraron en decducir a nivel

de ADN la oroanizacidn del CMH,

Para 1983, la ormanizacién a nivel ADN del CMH era en rato

nes de la cepa SAL3/c totalmente ennocida , Hood [1WBH].

Lo I !

2.5.1,- Genes para entfgenos de ciase I

Al analizar el genoma ric estos ratones en busca de genes -

canaces de sintetizar antfrenos de clase I, Steinmetz ( 19820 );Ui-
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noto (1983), encuentran trece agrupaciones de genes, con un total
de 76 qenes capaces de sintetizar antfaenos de clase I. Cuando ma
nean estos 36 genes notan gue todos ellos lo hacen dentro del CMH
en el cromosoma diecisiete, Figura ?;y 31 méds concretamente en -

A las regiones 0a-2,3 y Tla, cinco genes para clase T mapean en las
regiones H=PK y H=-PD oue sintetizan los clésicos antigenos de trang

plante.

De estoe oenes los situados en las regiones K y D presen--
tan pnlimorfismns para los sitios de corte de los enzimas de res-
triccidn con mucha mds frecuencia que los genes situados en las -
reqiones Ga-2,3 y Tla, A, Winoto (1983), lo que concuerda con el
amplio polimorfismo encontredo serolégicamente para los antigenos
de las regiones K y D frente al muy limitado exhibido por los an-

tfgencs codificacos por las regiones Qa-2,3 y Tla.

E1 ndmero de genes de clase I obtenideos al analizar cuatro
diferentes tepas de ratén con trece sondas de simple o bajo ndme-=
ro de copias, sugiere gue contracciones o expansiones de poca im=-
portancia puedenocurrir en la familia de genes de clase I, Winoto -
(1983), asf mismo estudios detellados sobre ratones B10, Weiss -
(1984), Flavell (185), sitan el nimero ce genes de clase I en -

esta cepa en veintiseis, localizando la mayoria de ellos en las -

B3
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regiones Tla y Oa-2,3. Margulies (1982) y Pease ( 1982),

La gran diferencia que se encuentra entre el mapa serold-
qico v el de ADN a nivel de clase I estd pbviamente en el gran -
nimero de genes de esta clase que aparecen en las Qa=-2,3 vy Tla,-
debemos recordar que con los métodos inmunogéneticos cldsicos se
han descrito cinca locus Oa (Qal a Ga5) v un locus Tla, L. Flaher
ty (1976); L. Flaherty (1978); G.J. H#mmerling (1979); T.H. Stan
ton (1976). De los locus Ga solamente dos (Ga-l y Qa-?) han sido
definitivamente estal'lecidos como locus separados L, Flaherty -
(1981). Los otros tres locus (0a-3, Ga-4 v Na-5) estdn definidos
por presentar un patrén de distribucién en cepas, diferente al -
presentado ~or los locus Ga-1 y Qa-2. Las interrogantes al compa
rar estos datos surgen rdpidamente, (Estén todos estos genes ex=
presados? ;Cudl es la misidn de esta gran concentrecién de genes

de clase 17

Para responder a la primera pregunta se han hecho experi-
mentos de transfeccidn introduciendo independientemente uno de
los 36 oenes de clase I en células "1" murinas, Goodenow (198?].
Por estos experimentos se pudieron definir diez nuevos productos
genéticos para estos genes todos ellos mapeando dentro de las re

giones 0a-2,3 y Tla lo que unidc a los ya cldsicamente conocidos
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cleva ol ndmero de genes para clase 1 oue pueden ser expresados Vv
rresentes en las reqgiones Ba=2,3 vy Tla a cdieciocho, lo cue no im-
nlica que los dicciocho antfoenos estén expresados en células nor
males nero sf cue pueden esterlo, su bajo polimorfismo serfa el -
principal problema para su deteccidn por los métodos cldsicos. =
Los restantes genes iiasta completar el ndmero de treinta y uno -
nresentes en la cepa BAL3/c deben ser considerados como pseudoge

nes,

£n cuanto a la segunda interrogante es quizés la mayor ta
rea que los inmunogenetistas tiemen frente a sf. Decir cudl es -
la exccta misidn de la gran cantidacd de gemes de clase I reuni--
dos en las regiones Tla, Ba-2,3, hoy dfa es imposible, sin embar
go existen teorfas que intentan atribuirles una funcién espec{fi
ca; asf J. Klein (1982) recege dos puntos de vista distintos so-
bre este tema:

a.- Los locus Ba2,3 vy Tla desempeiarfan el papel de cufi

en la diferenciacién de tejidos, esta hipftesis se nasarfa prin-
cipalmente en la diferente distribucidn tisular gue nresenten -

las moléculas Ca-=Tla,

b.- La sequntda teorfa hable de que los antfgenoz Qa-2,3-Tla

o llevan a cabo una funcidn similar, auncue en menor pscala a la




mayorfa de genes no fun=-

de lo= entfoenos K=D, o se trata en su
cionales. Las razones por las que ellos serfen col . narcialmente

cer ha anuntado anterior-

funcionales, podrian ser, primero, como

mente, muchos de cllos pueden ser necutocenes @ los cue le falte

importante parte de la cadena nolipeptidica necesaria pa-

alguna
Steinmetz (1981), y segundo, @ -

ra llevar a cabo su funcidn, M,
Este punto de vista acerco de la

causa de su reducida expresidn.
concduce a otra precunta, 5i estos

misién de los locus Ga-2,3-Tla,

menes son no funcionales jPor qué persisten en el genoma?

o.- Estructura de los genes re clase 1

e

Hoy se conocen las secuencias completas para varios genes

de clase I, los tres primeros gue fueron secuenciados correspon- &
d d
dfan dos de ellos (27.5 y Ch4A-H-2L ) a antfgenos L , Evane - .
(1982), Moore (1982); el tercero (27.1) sc maped en la regién -
Qa-2,3 no conociéndose si se expresa o no, Steinmetz (1981), En ;

todos ellos la arqanizacidn exon-intron era muy similar, Figura
Cadz gen estd dividido en ocho exones, gue Se correlacionan

8 .
con loe dominios de los polipéptidos de clase I. Steinmetz (1981).

E1 primer exon codifica la secuencia lider, mientras que los se-

gundo, tercero y cuarto codifican respectivamente los dominics

~57--
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™ 2 y o3, E1 quinto exon codifica la porcién de transmembra
na y los sexto, séptimo y octavo codifican la porcidn citoplasmd-
tica y la regidn 3‘ no transcrita de estos genes. Para los antige
nos de clase I humanos la organizacién parece similar con la dni-

ca salvedad de la presencia de dos exones er lugar cde tres para -

la norcién citoplasmética, Malissen (1982),

Una cetallada comparacién de doce secuencias de aminodci--

dos y sus sccuencias de nucledtidos traducidos, ha aportado una

serie de interesantes conclusionesMaloy (1982).

La homoloofa existente entre los seis jolipéptidos cuyas
secuencias eran mejor conocidas variaban entre el 76 al 94%, No e
xistfa una mayor homoloofa entre alelos pertenecientes al mismo
locus que la existente entre alelos de locus distintos, esto lo
nodfamos traducir en que no hay una clara caracteristica propia
para genes y moléculas pertenecientes a las regiones K 6 D; aun—-
gue una inspeccién profunda de las secuwrn.cias revela una secuen--
cia alelo-especificas localizadas principalmente entre los exones

cuatro a ocho.

La variabilidad de la parte extracelular de las moléculas
analizadas aparece arrecimada en tres regiones en los dos domi---

nios externos (residuos 62-83, 95-121 y 135-177). En contraste el




tercer dominio que interacciona con la /3?—micrmglnbulina estd mds

altamente conservado.

?2.5.3.,- Estructura del gen para la [} .-microglobulina

El gen de laﬁ g-microglubulina aue se encuentra mapeado en
el cromosoma 2 murino junto a varios antigenos de trasplante no 1i
gado al CMH vy varios genes de la respuesta inmune Michaelson (1901),
Presenta una organizacién exon- intron, determinada per secuencia-
cién de ADN, Parnes (1982), de gran hamologfa con la estructura de

los genes de clase I. Figura 9 ,

Este gen consiste de cuatro exones con la mayoria de la re-

gién codificante presente en un solo exon (aminoacidos 3 &« 95),

Aungue la /EP-michglobulina y los genes de clase I estédn -

localizados en cromosomas diferentes, presentan una regulacicn

coordinada, gue parece controlarse a nivel transcripcionel.

2.5.4,~ Senes para antigenos de clase II

Los genes codificantes para antfgenos de histocompatibili--
dad de clase II han sido mapeados por técnicas de ADN por varios -

investigadores en varias cepas de ratén. Asi Hood (1903) y Stein--
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SN ; ; ; d
mentz (1984) investigan le renién I para los haplotipos H-2 (BAL3/
k : ; ;
c) vy H=2" (AKR), encontrando le misma orcanizacién para genes ce
clase iI en ambos haplotipos, Usando diferentes "pruebas" para la
identificacidn de los genes de clase II, describen cinco. Habién-
tdose identificado cuatro de ellas como los cenes cldsicos para an

ticenos de clase II, WMc Hicholas (1932), Davis (1984 ) Steinmentz

(1982b) el quinto denominado Epo se desconoce si es funcional o

representa un seudoaen.

tn la Figura 10, aparece el mapa genético seqdn estos and-
lisis de ADN, en 81 apreciamos cque el gen Ast se encuentra mapea-
do entre los genes Apy Ep y no a la izouierda de Aﬁ como se ha-
bia sugerido por andlisis seroldgicos. Rose (1981). E1 gen E/j o

se encuentra en la regidén I-E entre los genes Eﬂ y Eex.

Un dato curioso apuntado por Hood (1983), es la existencia
lo gque €1 denomina un punto de ruptura de polimorfismo, situa-

sabre el gen 5/3,,.
&=

La parte de la regién I situada a la izquierda de este pun
nresenta un alto pelimorfismn mientras que la parte derecha es

altamente conservada,

Usando pruebas para oty f3bajo condiciones que favorezcan

hibridacidén en un intento de establecer el ndmero méximo de ae
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nes para clase II, Steinmentz(1982b Jsugiere un mdximo cde dos ge-

nes¢f y de cuatro a 5915/3 .

En el astudio de la organizacidn de los genes de clase IT
para el haplotipo H=z® (B10) Flavell (1985), ademés de describir
los cinco genes reconocidos poar Hood y Steinmetz en los haploti--
pos H-—:-‘k y H—?d, deecriben tres genes méds para clase “/3 " denomi-
nados A 4, A Ao, ¥ Epq Widera (1988), Larhammar “{1983), Flavell
(1985). €1 mopa genético para genes de clase II en ratones B10 se

representa en la Figura 11, en &l coincide el mismo orden para -

los cinco genes antes mencionados, introduciéndose los yenes A/53'

b
y AB; entre el gen K y el Aﬁ, muy nrdximos a este, mientras el

gen Eﬁ': guedarfa a la derecha del gen Ex bastarite alejado de es-

te.

2,5,5,~ Estructura de los genes de clase II

Los genes codificantes para los antfgenos de clase dos
(Ia), poseen una estructura exon-intron muy eimila» entre ellas,-
tan solo diferencias de distancia entre exones son apreciadas al
comparar entre sf los genes, igual que ocurre al comparar las es-

tructuras de la familia de genes.




L vanNo9id

(6861 13AVIY)

Oolg 3G NQAV vivd II 3SV1ID 34Q ODJI13IN3ID VdVW




En la Figura 12 se ha representado la estructura tipica pa

ra los genes "B" y "X", La diferencia mds significativa es la -
existencia de un exon codificante para parte de la porcidn cito—-
plasmdtica (CP) en los geres "/3" que estd ausente en los genesOX,
Ambos presentan ademds del exon linder (L] doe exones codificantes
para los dos dominios externos de las cadenas Ry [3, dencminados

Xi,x2, A1y B2, Asf como un exon que codifica para la por--

cién de transmembrana (TM). Mc Micholas (1982), Genoist (1983).
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2.6.- DISTRIBUCION TISULAR DE LOS ANTIGENOS DE CLASE I Y IT

MURINOS

Los antfgenos de clase I K y D se encuentran prdcticamente
en todas las células nucleadas del organismo, como se ha podido es
tablecer por medio de transplantes o estudios seroldgicos, aungue
su representacidn cuantitativa es muy variable con muy baja repre-

sentacidn en nldbulos rojos, esqueleto o células musculares.

En células tumorales nos encontramos esta variacién cuanti-
tativa mucho mds acentusda, pues va desde tumores sin expresién de
antfgenos H-2 a aquellos con una expresién muy aumentada.

Los antfgenos de clace I Tla y Oa presentan una distribue--
cidn distinta, los antigenos Tla se encuentran en los timocitos -
normales y en células leucémicas., 0ld (1963), los antfgenos Qa se
ha demostrade gue se encuentran no solamente en linfocitos T sino
también en linfocitos 3. Flaherty (1981), aungue su expresién es -

menor gue la de los antigenos K y D,

Los antfgenos de clase II se hallan menos representados en

los distintos tejidos. Siendo su representacién més fuerte en célu

las relacionadas con el sistema inmune, macréfagos, linfocitos B,

linfocitos T activados (Hammerling 197¢)




2,- COMPLEJDO MAYOR DE HISTOCOMPATISILIDAD HUMANO

3.1.- INTRODUCCION HISTORICA DEL SISTEMA HLA

El conncimiento del sistema HLA en el hombre ha tenido siem
pre un modelo importante en el sistema H=2 murino cuyo conocimien-

to tuvo lugar casi 20 afios antes.

Al no existir cepas puras humanas, el sistema HLA ha depen-

dido fundamentalmente de estudios familiares y de poblaciones, usan

do una metodologfa estadistica apropiada y tomando como modelo el

desarrollo de los orupos sangufneos eritrociticos humanos.

Los primeros estudios comienzan con Dausset gue en 1954 ob-
servd que el sucro de pacisntes poliiransfundidos contenia leucoa-
glutininas., Usando este sucro descubrid el primer antfgeno leucoci

tario al que llamd NAC (ahora HLA-AZ2). Dausset 1998,

M&s tarde Vdn Rood (1953) identifica leucoaglutininas simi-
lares producidas por estimulacién feto-materna en el suero de mu je
res multiparas, esto hizo posible estudiar el MHC humano con riéds -
detalle ya cque esta fue la fuente mds importarte de antisueros o2
tipaje. En 1963 Vdn Rood describe un sistema de dos alelos oue lla
mé§ grupo 4 y a los alelos da y 4b, estudios familiares mostraron -

gue los genes da y 4h eran heredados como alelos codominantes y au




tosdmicos.

Payne en 1964 definid un sistema alélico de antfnenos apa-
rentemente independiente del anterior al cque llema "1A" con dis—-

tintos alelos LA,, LA,, LAL...

Pronto llegd a ser aparente gue este grupo de antigenos -
leucocitarios HLA eran andlogos a los antigenos H-2 del ratdrn,

Bach y Amos 19G67.

In gran avance en la definicién de los locus y antigenos =

del sistema HLA fue la contribucién de Teresaki y Mc Cpelland
(1954) que introdujeron el test de microcitotoxicidad para la de-
tencidn de antigenos . Csta técnica estd basada en aquella deseri

ta por Gorer y Ogorman (1956) para la detencién de antfgenos H-2.

E1 dgsarrolln del conocimiento del sistema HLA ha sido pro
fundamente estimulado por una serie de estudios colaborativos in-
ternacionales ("International Histocompatibility Workshops") ini-
ciados por Amos en 1964, Estas reuniones han supuesto un gran a--

vance en el conocimiento de muchos aspectns del sistema HLA.

En el 22 y 32 Vorkshop organizados por Van Rood en 1967 vy
Cepellini en 1967 se establece gue los antigenos HLA estén codifi

cados por un Gnico complejo de punes estrechamente relacionados.




ODurante el cuarteo y quinto Workshop organizados por Terasaki y Dau
seef en 1972 ce establecid que el control de la mayoria de los an-
ticenos HLA era realizado por dos locus ligados conocidos desde en
tonces como HLA-A y HLA-H,

El sexto workshop organizado por Kissmayer-Nielsen en 1975
clarificd la definicién del tercer locus (HLA-C) localizado entre

HLA-A y HLA-B y ademés se acdmitid la existencia de un cuarto locus

HLA-D definido por técnicas celulares {cultivo mixto linfocitario).

El séptimo workshop organizado por Bodmer (1977) permitié -
la definicidn seroldgica de un nuevo locus HLA—Dh oue codificaba -
una serie alélica de moléculas, la serie DR, llamada as{ porque se
pensd que estaba relacionada con los antigenos D descuBiertos por
técnicas celulares, Estos antigenos solamente estaban presentes en
linfocitos B y codificados por uma regidn del sistema HLA homdloga

a la regién I del sistema H-2, Wernet v cols 1975),

Py

En 1978, los trabajos de Tusi y cols proporcionan las prime
ras evidencias de la existencia de un nuevo locus, el locus DC, En
este mismo afio los trabajos de Mawas nermitieron la identificacidn
de un sistema polimdérfico de antfgenos relacionado con el sistema

HLA y originalmente llamado S3.




'ds tarde Duguessnoy describe una nueva serie alélica Wi,

£n el octavn workshop oroanizado por Terasaki LlQBD), se -
definen la serie MO con tres especificidades , apareciendo una -

nueva serie §T con cuatro especificidades, considerdndolas especi

ficidades supertipicas de la serie DR,

En el noveno workshop (1984) con el desarrollo de nuevas =
téenicas como anticuerpos monaclonales, técnicas hiogufimicas, ge-
néticas y moleculares se adquiere un mejor conocimiento de este -
reqidn HLA-D, admitiéndose la presencia de tres locus, cue reci--—
ben nuevas dencminaclones:

Do
DRWS2 y 53
DP
Asf la reridn D queda subdividida en tres subreaiones DR, DP

v D@,

3,2.- MAPA GENETICO HLA COMPARADC CON H-2

Estudins de Ainlogfa Molecular demostraron cue los antice-

nos celulares de membrana HLA son codificados por un complejo sis

tema alélico, compuesto por varios locus HLA-A, 8, G, DR, DA y DP,

situadas en el brazc corto del cromosoma 6, Hay otros genes loca-




lizados en esta reqidn, el gen de la enzima glioxilase, Bakker

—

cols {1975}, el oen que codifica para la enzima 21 hidroxilasa
Dupont v cols (1988). Otros genes situados dentro de la reoidn

HLA son los que codifican para factores del complemento (Bf, C2

Ga). Allen (1974), Fu y cols (1974), Teisberg y cols (1977).

En la Figura 13 se presenta un esguema comparativg de la

organizacidn genética de los diferentes locus HLA y H-2, Los avar

ces en biologfa molecular han hecho posible el estudio genético -

de todo el segmento H=2 y del HLA solo parcialmente, existiendo -

una clare bhomologia entre ambos.

Los genes de clase I H-2D y L corresponden por su localiza
cidn con HLA, 8 y C. 53in embargo no se encuentra en el mismo lu--
gar los genes H-2K y HLA-A, Esto ha sido explicado por un posible

doble crossing-over. (Bodmer 1981),

El eguivalerite humano @ los locus Qa y Tla no ha sido cla-
ramente definido pero parece gue se encuentra en la derecha de la

regién HLA-A (zona telomérica) Orr y De Mars (1984).

Se ha demostrado por una serie de criterios bioqufmicos =
que los antfgenos HLA-DR son homélogos a los antigenos I-E muri--

nos (Allison y cols 1978) y gue los HLA-DO son homélogos a los an
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tfoenos I-A (Boro y Strominger 1983). No se ha detectado ningdn an
tfgeno murino de clase II equivalente a los antigenos DP, pero hay
algunas pruebas acerca de la existencia de los antigenos I-E "like"
en ciertos haplotipos y uno de ellos puede ser homdlogo a la molé-

cula DP (Ozato y Shachs 1982).

3.3.~ ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS HLA DE CLASE I Y II

La estructura de los antfgenos HLA es homdloga .a la de los

antipenos H-2,

Las moléculas de clase I constan de una cadena polipeptidi-
ca pesada de unos 45 Kcd codificada por un gen que se encuentra en
el cromosoma 6, Esta cadena esté unida de forma no covalente con -
la ﬂB;g microglobulina que posee un p.m, de 12 Kd y estéd codificada

ror un gen localizado en el cromosoma 15 (Goodfelow 1975) .

Las moléculas de clase II son heterodimeros compuestos por
dos cadenas polipeptfdicas unidas de forma no covalente. La cadena

pesada o ©( tiene un peso molecular de 30-33 Kd y la cadena ligera

) /3 tiene un peso molecular de 27-29 Kd, Strominger y cols (1975).

Tanto los antfgenos de clase I como los de clase II son al-

tamente polimérficos. Las especificidades que reconocen han sido -




estudiadas por m&todos seroldégicos.

Nuevas especificidades y splits (divisidn de un antigeno con
dos o mds componertes con reaccidn cruzada) estdn siencdo adn descri
tos para todos los locus, En la tabla 5 se muestre la lista de es-

pecificidades HLA reconocidas.

3.4.- DISTRIBUCION TISULAR DE ANTICENOS MAYORES DE HISTOCOM-

PATIBILIDAD DE CLASE I Y II EN HUMANOS

Las moléculas de clase I son claramente obicuas, estando pre

sentes en la mayorfa de las células nucleadas del organismo: Berah

(1970), Amos (1980), Posteriores estudios de inmunoflucrescencia in

directa e inmunoperoxidasa con anticuerpos monoclonales dirigidos -
contra la cadena pesada y ligera de dichos antigenos nos han permi-
tido descubrir ura expresidén débil o ausente en células exocrinas -
del pdncreas, miocardio, endotelio, corneal, neuronas, trofoblasto,

Daar (1984a) Natali (1984).

Las moléculas de clase II no son tan obicuas como las molécu
las de clase I, Su distribucidn tisular est# principalmente restrin
gida a célules 3, Sachs (1973), células T activadas, Schirmacher -

(1975), Greaves (1979), células monocfticas y precursores hematopo-
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B18

B21

Bw22
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A30(wlS) B35
A3l (wl9) B37
A32(wl9) B38(16)
Aw3i3{wl9) B39(16)
Aw3d(10) B40
Awib Bwdl
Awd3 Bwd2
AG5(10)  B44(12)
AwbE(28) B45(12)
Aw69(28)  Bwab

Bwd7

Bwd8

Bw55(w22)
Bw56 (w22)
BwS7 (17
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Bw60(40)
Bwb1(40)
Bw62(15)
Bw63(15)
Bw6d(14)
Bw65(14)
Bwb7

Bw/0)
Bwli(w70)
Bw72(wi0)
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Especificidades HLA reconocidas




yéticos, Winchestar (1979), Existen alounas evidencias de su pre-
sencia en linfocitos T; también se han encontrade en células de -
Langerhans de la epidermis, células dendriticas y varins tejidos

epiteliales, Natali (1981) y Daar (1984b). Los diferentes tipos =
de moléculas de clase II estén diferentemente expresadas en algu-
nos tejidos, siendo lo anteriormente dicho aplicable a los antige
nos DR, mientras que le expresidn de los antiganos DO parsce es-—

tar restringida a las rnélulas del sistema inmune, Festenstein

(1984),

4,- FUNCIONES DE LOS ANTIGENOS DE CLASE I Y II DEL CMH

Aungue los antigenos de Histocompatibilidad fueron defini-
tdos paor ser diana en el rechazo de alotransplantes es evidente -
que ésta no es su funcidn bioldgica, pues obviamente los injertos

no son fendmenas fisioldgicos,

Hoy dfa sabemos que los antigenos de clase I y II son molé

culas restrictivas en la cooperacidén celular de la respuesta inmu

ne, esto significe que en la cooperacidn celular gue -'ta respu=s=-

ta inmune lleva consigo,las células con diferentes funciones se -




van a reconocer a través de los productos tanto de clase I y II -
del CMH; fendmeno que se conoce como restriccidn cde clase I 6 II
seqdn que intervengan unos u otros antigenos. Katz (1973), Rosen-

thal (1973), Zinkernagel (1974),

Restriccién de clase II: la restriccién de clase II en 1la

respuesta inmune gira en torno a el linfocito T colaborador (Th).

Este linfocito reconoce el antfgeno en las células presentadoras
(macrdfagos) siempre y cuando estas compartan con el .las molécu--

las de clase II.

Una vez activado este linfocito T colaborador puede ahora
activar al linfocito B de una manera igual gque la anterior, asi -
el linfocito colaborador reconocerd en la superficie del linfoci-
to 3 tanto la molécula de clase II como al antigeno gue estard u-

nido al linfocito 6 por medio de Inmunoglobulinas de superficie,

Restricciédn de clase I: de igual manera que la funcidn d=
las cédlulas Th estédn restringidas por las moléculas de clase II,-
la funcién efectora de las células T citotéxicoc (Tec) lo estdn -
por las molécules de clase I; As{ para que las células Tc pueden
lisar a una posible célula diana que exhibe al antigeno reconoci-

do por la c#lula T citotSxica debe compartir eon ella los antige-




nos de clase I, sino se da esta circunstancia la célula Tc -

aungue &ca especifica para el antigeno no lisard a la célula dia

na,

En la Fiqura 14 se ha representado esguemé&ticamente el fe

némeno de restriccidn de clase I y II.

Alorespuesta.

Aungue no se nuede considerar como una funcidn de los anti
genos de clase I y II del CMH, debemos hacer mencidn el fendneno
de alorespuesta, como una particularidad muy importante de los -
antigenos codificados por el CMH,

Ademds hay que hacer referencia a que fue por este fendme
no, como estos antigenos fueron descubiertos y pudieron ser defi

nidos,

Este fendmeno consiste en la aparicidn de una respuesta -
inmune intensa, tanto humoral como celular, producida al introdu
cir células de un individuo en otro de su misma especie con el -
que no comparte antigenos mayores de histocompatibilidad, Esta -
reaccidn adguiere una gran magnitud sin necesidad de inmunizacig
nes previas y va dirigida principalmente contra antigenos de clg

se I v IT no compartidos. Un hecho curioso que cabe mencionar es
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aue los fendmenos de restricecidn para linfocitos T citotdxicos no
se dan en la alorespuesta. Asi un linfocito T lisa directamente -

cualouier cflula con diferencias en sus antfoenos de Histocompati-

bilidad,

Al ser los antfgenos de Histocompatibilidad diana en la alg
respussta la determinacién de estos antiogenos al efectuarse cual--

quier tipo de transplante gquirdrgico, es necesaria y una btuena com

patibilidad entre donante y receptor aumentard las posibilidades -

de supervivencia,

5.- ANTIGENDS ASOCIADOS A TUMORES

A principio de sinleo Enrlich ya postulaba cue en las célu--
las cancerosas se producfan cambios en su membrana pudiendo ser re
conocidos como extrafins por su hospedador. Hasta gue no se desarrg
116 el estudio de las cepas endogdmicas en ratén, no fue posible -

verificar la existencia de antigenos asociados a tumores.

Una experiencia importante fue la de Gross (1948) que tras
la induccién de un tumor qufmicamente con metilcolantreno en una -
cepa endogdmica (C3H) comprobd gque se producfa un rechazo esponté-

neo en un 209 de los ratones, manteniéndose esta resistencia en su




cesivas inoculaciones del tumor. Este heche no tuvo repercusidn en
la prevencidn de cédncer de mama en estos ratones resistentes al tu

mor siendo la incidencia para esta cepa muy alta,

Diez afios despufs Foley (1953) comprobd este fendmeno tam—-
bién en tumores inducidos con metilcolantreno, pero fueron necesa-
rias varias demostraciones independientes antes de que el concepto

de antfgenos asociados con tumores fuera aceptado por la mayoria,

Uno de los hechos mds convincentes fueron los experimentos
de Prehn y Man (195T) estos autores primero repitieron y confirma-
ron lo hecho por Foley; mientras tras sucesivos transplantes de tu
mores inducidos con metilcolantreno podfan lograr inmunizar rato-—-

nes singénicos, células normales de tejidos del mismo ratén no 1lo

hacfan; para descartar la posibilidad gue se argumentaba frecuente

mente en contra de la existencia de antfgenos asociados a tumores,
postulando que los ratones no fueron realmente endogdmicos y que -
el rechazo por tanto fuera causado por los artigenos de Histocompa
tibilidad, se realizaron injertos de piel éntre ratones singénicos

y se encontraron que no eran rechazados,

Klein (1960) realiza la prueba definitiva para demostrar la
presencia de antfgenos tumorales asociaudns a transplante. Induje--

ron un tumor en un ratén y transplantaron el tumor en otro ratén -




de la misma cepa endogdmica, obtuvieron células del tumor transplan

tado gue fueron irradiadas para prevenir su proliferacién e inyec-
tadas en el ratén y seguidamente al vclver a inyectar células tumg

rales en este caso vivas, comprobaron que el tumor era rechazado.

5.2.- TIPOS DE ANTIGENOS ASOCIADOS A TUMORES

Los antigenos asociados a tumores se pueden dividir en dos

grupos:

12, ~ Antfgenos normales anormalmente expresados en células

tumorales.

22 - Neoantigenos

12, - Antfgenos normales anormalmente expresados en células -

turorales, A su vez podemos dividirlos en dos apartados:

a.- Antfgenos embrionarios

Estos antigenos son normalmentc sintetizados durante distin-
tos estadfos de la embriogénesis y estén ausentes en las células -
normales adultas, o presentes en muy baja concentracidn. En algunos

casos estos antfgenos reaparecen en células tumorales pudiendo esto




atribuirse a la derepresiédn de ciertos genes del huésped,

En ratén son especialmente significativos los codificados -
por la regién T/t. Se trata de un complejo localizado en el cromo-
soma 17, cerca del CMH, préximo al centrdmero. Les genes de esta -
renién codifican moléculas de membrana, que juegan un papel impor-
tante en el proceso de diferenciacién embrionario. Se han reconoci
do alquno de estos antfgenos como FS, PCC4 y ENDO presentes en cé-
lulas embrionarias {Jacob 1977). Estos antfigenos noseen poca cape-
cidad antigénica aunque se han producido algunos antisueros frente
a ellos.

En humanos se conocen antfgenos embrionarios gue se expre--
san en céAlulas tumorales. Los dos mé&s importantes son la Ol -feto--

proteina v el antfgeno carcinoembrionario.

b.- Antfgenos de diferenciacidn

Estén expresados en alounos tejidos edultos y ausentes en -

otros, reapareciendo de forma inapropiada en ciertes tumores.

- Antfgenos Ly: llamados asi por haberse detectacdo en linfoci

tos, Estén codificados por genes de distintos cromosomas. Se han -
detectado seis antfgenos Ly. E1 primero Lyl, Boyse (1968) ectd co

dificado por un gen del cromosoma 19, los anticenos Ly2 y Ly3 se -




consideran codificados por el mismo cen y se cdenominan Ly2.3 loca
lizado en el cromosoma 6. Los antigeios Lyl, Ly2.3, LvS v Ly5 se
encuentran en linfocitos T mientras cue el anticeno Ly4 se encuen
tra er linfocitos B. Los primeros constituyen el sistema Lit y el
szoundo el sistema Lib, Se piensa oue estos antigenos pueden in—-
tervenir en la diferenciacidn funcional de linfTocitos T, pues ca-
da subclase de linfocitos T presenta un perfil distinto de estos

ant{genos de diferenciacién, Snell (1973).

- Antfgenos Thy (8): Son marcadores especificos de timocitos
y linfocitos T sunque también se han detectado en células del SNC
y en células leucémicas. Se conoce un antigeno Thyl codificado en
el cromosoma 9. Este antigeno tiene dos formas alélicas Thvl,1l vy
Thy 1.2 gue se heredan genéticamente y se expresan en diferentes
cepas de ratones. Reif (1962), La concentracién de este antigeno
no es constante en todos los timocitos sino gue varia con respec-

to al grado de maduracidn de las células.

- Antigenos Tl: Estos antigenos como se citd anteriormente,

se sitdan dentro del CMH, habiénduse descrito en células leucémi-

cas la aparicién de formas alélicas ausentes normalmente en linfo

citos de la cepa origen del tumor.




22 .- Neoantioenos

Son acquellos antfgenos que se detectan solamente en células
tumorales vy no on células normalec; existen muchos trabajos que po
nen de manifiesto, principalmente cuando se trata de tumores de o-
riger. qufmico, que en el tumor aparecen anticenzs nuevos no conoci

dos anteriormente como antfmenos normales. Baldwin (1975).

Los antfigenos asociados a tumores nueden ser detectados por
varins métodos basados en inmunidad celular y humoral,
Los cdos métodos e inmunidad celular mds usados son:
12,~ £l transplante de cé.iulas tumcrales “in vivo" demostrén-
dose la presencia de estos antfgenos por el rechazo del tumor en -
hospedacdores singénicos.
2® . La produccidn de linfocitos T citotdxicos "in vitro" di-
rigidos frente a esos antf{cenos tumorales.

Los procedimientos utilizados para la detcccidn de antigenos

tumorales basados en la inmunidad humoral comprende los métodos se

roléqgicos comdnmente empleados (inmunofluorescencia, citotoxicidad,
etc...) algunas veces estos métodos son ineficaces porque la produg
cidén de anticuerpos frente a antfigenos asociados a tumores es muy

baja.




A estos antfgenos a los cuales se responsabiliza del recha
zo y/o resistencia a los tumores se les denomina TSTA (tumor spe-
cific transplantation antiqen), ciendo detectados "in vivo" como
hemos mencionado.Con el uso de las técricas seroldoicas, se detec
taron también antfgenos tumorales cue fueron denominados TSA (tu=-
mour specific anticen) para diferenciarlos de los TSTA. Hoy habla
mos renéticarente de antfgenos asociados a tumores TAA y en el ca
o especifico de estar asociado a transplante y por tanto de ser

detectados in vivo de TATA.

Estos antf{genos asociados a tumores se pueden clasificar -

a.- ntigenns asociados a tumores espontédneos o inducidos -

por medios fisicos o quimicos. En casi todos los tumores Jertene-
cientee a este grupo aparecen anticgenos no identificables cvon cé-
lulas normales. Seqon klein (1980) tumores inducidos en el mismo
animal vy con la misma sustancia cancerinena tienen anticenos fumo
rales diferentes.

£n el caso de tumores inducidos guimicamente la inmunogenei
cidad de los antfgenos asociados & tumores varfa seqdn el tipo de
carcindoeno y si se trata del mismo varfa secdn la dosis de in-—-

cuccidn.




E1 estudio de estos antinencs ha encontrado dificultades -
desde que se confirmé su existencia, habifndose conseguido en al-
qunns casos su aislamiento e identificacidn. Ejemplo ce ello es -
el sarcoma de ratén inducido con metileolantreno Meth A cue ha si
do un modelo experimental objeto de diversos estudios entre ellos
el aislamiento de su TATA. Natori {1973) consigue identificar di-

cho antfoeno inmunoguimicamente tras solubilizacidn de la membra-

na, siendo el peso molecular del mismo de 60,000 Dalton., Mdés tar-

fe se hizo un estudio de sus propiedades inmunogénicas, observan-

do gue la mayorfa del TATA no estaba asociado con la membrana plas
m&tica sino con el citosol de la célula, unido periféricemente a
la membrana y presentando por tanto una fuerte respuesta inmundge

na. Dubois (1980).

En paralelo De Len y cols (1980) aislen por inmunoprecipi-
tacidn con un isoantisuerc anti TAA frente al mismo tumor un an-
tfgeno-tumoral que presentaba un 2mplio patrén de pesos molecula-
res. En otros modelos experimentales como el sarcoma de ratdn F59,
se han producido anticuerpos monoclonales frente a entigenos tumg
ralzs de este tumor, gue reconcce una proteina de 37.00C Daltons,
gue inhibe la invasién por estas células de sarcoma de fibroblas-

tos in vitro. Aparentemente existe una relacidn entre el incremen




to de concentracién de esta protefna en la superficie de las célu
las FS9 y su poder invasivo, Steinemam (1984), Se han descrito -
también la nroduccidn de anticuerpos monoclonales frente & fibro-
sarcoma de ratén KMT-17, ITO (1984).

También han sido descritos la aparicién de nuevos antige—-
nos de Histocompatibilidad de clase I en alguncs tumores y lineas

tumorales. Philipps C {1985), Schreibter H. (1985), describen para

el tumor inducido por radiaciones ultravioletas denominado 1591 -

la aparicién de una molécula gue ellos identifican como un nuevo
antfgeno de clase I formado por recombinacién génica, Este antige
no era capaz de provocar una alerespuesta 2) ser inyectads en ra-

tones singénicos comportédndose por tanto como un TSTA de gran po-

tencia,

b,- Tumores inducidos por virus

Los tumores inducidos por el mismo virus poseen un antigeno
asociado a tumor comin v ademds antfgenos especificos; Los antige
nos comunes estdn casi siempre asociados con el virus, mientras -
que los especificos no estédn directamente relacionados con el vi-

rus, Ting (1974).

Podemos dividir los antfgenos tumorales producidos por vi-

1US en:




1.- TSTA de tumnres prnduridns per virus

2.- Antigenos asociados a protefnas virales

1.- TSTA de tumores producidos por virus

Estos antfgenos no son codificados por el genoma del virus

ni estdn asociados con ninguna proteina viral, Rogers (1977), si

A8 por =X} DNA cde la célula dereprimico por el virus, Se ha logra-
do aislar un antfgeno tumoral asociado a transplante (TATA), pro-
cedente de un sarcoma de BAL3/c inducido por el virus Sva0, Este

ant{genr, tumoral recuerda a otros de tumores inducidos quimicamen
te. Por otra parte este antfgeno no protege contra otros sarcomas
inducidos nor virus SVA0, Oubois (1924). Asi mismo se han conse-

muida OTL diricidos contra TSTA de tumores inducicdos por virus, =

enfrentandolcs a cepas cingfnicas,

2.- Antigenos asociados ron proteinas virales.

Para alounos autores estos -eterminantes antigénicos aso--
ciados a proteinas vireles no serfian auténticos TSTA. Liu (1977).

Algunas cepas de ratdn llevan en su genoma material genéti
co de ciertos virus. Normalmente se encuentra reprimido pero en -

alqunos tumores esponténeos o inducidos, los virus encddoenos pue-—




den dereprimirse y expresar proteinas virales asaciadas a los an-=

tfoenns de membrana. Orant (1974),

En el ratdn los virus mejor conocidos son los MULV , Se
han detectado diferentes antigenos codificados por estos virus,
que han sido denominados VCSA {viral cell surface antigens), Se

clasifican en varios grupos:

- Antfoenos grupo-ocpecificos, Aoki (1973), dentrn de este
arupc ostdn los antfgenos gs-1 y 0s-3 que probablemente se encuen

tran ligados a la proteina viral p-30.

- Antfgenos subgrupo-especificos, 0ld (1964), podemos mencig

nar el antfoono comin a los virus jcloney y Rauscher y el GCSAa -

del virus de Oross. Ambos estd&n ligados a la protefna viral p-1S5,

- Antfoenos tipo-especificos, Eckner y Steevens (1972), el -
mds conocido es el G IX expresado en células normales y tumorales

encontréndose csnciado a la protefna viral gp-=70.

§.- ANTIGENDS GE HISTOCOMPATIBILIDAD DE CLASE T EN TUMORES

MURINOS

Los antfgenos de Histocompatibilided de clase I son impor-




tantes estructuras de membrana, actuando como elementos de restric
ciédn para los CTL, cont~a células infectacas por virus, células mo
dificadas por anentes quimicos o contra antigenos menores de histo
compatibilidad, ya gue las células T lisan a las células diana a -
travée de los antfgemos del CMH, es decir la célula diana y efectg
ra tienen gue compartir los antfgenos de clase I.

Por otra parte los antigenos H=2K/D sc . las moléculas diana

en las respusstas alogénicas.

As? cualquier variacidén cualitativa o cuantitativa en la ex
presién de les antfgenos H-2 en céluias tumorales puede dificultar
el fendmeno de restriccién del CMH y como consecuencia impedir el

rechazo del tumor.

La expresién de los antigenos de Histocompatibilidad de cla
se T en c8lulas tumorales de ratén, ha sido estudiada extensamente
en los dltimos afios, en varios laboratorios y con distintos mode
los experimentales. Han sicdo descritos bdsicamente dos tipos de va-
riaciones en los perfiles de los fenotipos H-2 de las células tumg

rales,

a.- Alteraciones cualitativa en la expresidn de los ciitige-

nos de histocompatibilidad de clase I.




h.=- Alteraciones cuantitativas en la expresién de los anti

genos de clase I,

a.- Alteraciones cualitativas en la expresién de los anti-

genos de Histocompatibilidad clase I.

En el estudio de la expresién de los antigenos de histocom

patibilidad de clase I en células tumorales se han descrito para

varios sistemas tumorales lo que se denomina “reacciones andmalas"

o extrareacciones, entendiendo por tales la reactividad positiva
de aloantisueros o anticuerpos monoclonales que definen especifi-
cidades {-2, extrafias a la cepa origen del tumor y presentes en -
otros antigenos H-2 pertenecientes a otras cepas. En muchas oca--
siones estecs extrareacciones pudieron ser localizadas en molécu—-
las con propiedades fisico-quimicas semejantes a las moléculas -
H-2 y capaces de inducir una respuesta alogénica en ratones singé
nicos al tumor. El origen de estas "nuevas moléculas H-2" estd -

adn por esclarecer, siendo fuente de grandes controversias.

La primera cescrircidn de estos comnortamientos anormales
la realizé G, Parmiani (I975) en estudios "in vivo" sobre células
tumorales detectando unos antfgenos que daban reaccién cruzada --

con antfgenos de histocompatibilidad pertenecientes a otra cepa -




distinta de la cepa origen del tumor. Posteriormente estos datos
se confirmaron inhibiendo el crecimiento del tumor al inmunizar

alonenicamente a los ratones, Invernizzi (I1975) (1977).

La réplica “in vitro" a los estudios "in vivo" de Parmiani
la obtuvo F, Barrido (1976 ), &l descrihir reacciones andmalas en
células tumorales usando aloantisueros de especificidad conocida .
Nuevos datos de estudios "in vitro" fueron afadidos en los sigui-

entes afios. F. Barrido (1977)(1978), Matossian-Rogers (1977).

La aparicidn de estas publicaciones trajo consigo la blds—
gueda de estas reacciones andmalas en numerosos sistemas tumora--
les, algunos de los cuales por su importancia y transcendencia de
tallamos a continuacidn:

C-1 : Fue descrito por el grupo de Parmiani, se trata de un

fibrosercoma inducido quimicamente por metilcolantreno en la cepa

d
BALB/c de haplotipo H-2 . En este tumor se describieron especifi-

cidades propias del haplotipo H—?k, tanto por medios serolégicos
como celulares, realizdndose estudios fisico-quimicos de los anti
agenos responsables de estas reacciones anormales encontranco una
coincidencia de propiedades tanto guimicas como biolégices con =

e
los antfgenos H-2 correspondientes al haplotipo H=Z , estudio "in




vivo" mostraron que el 0-1 era capaz de incucir uma respuesta a-
logénicas, cuando se inyectaban er ratones BAl3/c, con rechazo -
agudo y apariciédn de anticuerpos gue reconocian las moléculas -
He2®. Weschini (1977); M.J. Rogers (1979); H.J. Sensi (1980); G.

Parmiani (1980); M.J. Rogers (1980); L.W. Law (1980).

- K 36: Fue descrito por el grupo de H. Festenstein, se tra
ta de una leucemia espontédnea aparecicda en ratones AKR de haplo-
: k ;
tipo H-2 . En un clon de esta leucemia el K36.16, describieron -
. A d
la presencia de una molécula semejante a la H-2D , caracterizeda

por absorciones de aloantisueros anti H-2.4 (especificidad priva

d ' d
da de la molécula H-2D ) por inhibicién de lisis de células H-2D

positivas peor CTL anti H—2Dd y por datos fisico-quimicos que in-
cluyen mapas peptidicos. Esta leucemia fue sin embargo incapaz -
de producir alorespuesta. W. Schmidt (1979); H. Festenstein
(1979); W. Schmidt (1980); C. Testorelli (1980); H. Festenstein

(1980); H. Festenstein (1983); H. Festenstein (1981)

- MCG-4: Este tumor fue estudiado conjuntamente por los gru
pos de F, Barrido y V. Schirrmacher. Se trata de un carcinoma in

ducido qufmicamente por metilcolantreno, cue a diferencia del -

C-1, fue estudiado en forma ascitica, en esta forma ascitica apa




recfan simulténeamente reacciones correspondientes a especifici-
. S b
dades de los haplotipos H-? Yy H=2", datos que fueron corrobora-

k b
dos ror generacién de linfocitos T citotéxicos anti H=-2 vy H=2 ,

: : ; k b .
inducién de resnuesta humoral anti H-2 y H-2 y datos inmunoqui

micog, sugiriendo todns estos experimentos una identidad entre -
los nuevas moléculas clase 1, aperecidas en este tumor, y las -
pertenecientes a los haplotipos H-2k y H-2b. Este tumor en su -
forma ascitica fue clonado apareciendo cuatro poblaciones dife--
rentes: células tumorales con haplotipo H--2d y auseﬁcia de extra
reacciones. Células tumorales aparentemente de haplotipo tipo -
H-ZK. Celulas tumorales con haplotipo H-2b aparente, Células tu-
morales sin expresidn H-2 6 H-2 negativas. Indicando la necesi--
dad de trabajar con clonos celulares, obtenidos estos lo méds ra-
pidamente posible tras la induccién del tumor. 0tra novedad ine-
troducida en este estudio fue el uso de marcadores genéticos ta-
les ccmo isoenzima, carictipus,,3 2~-microglobulina que garanti-—-
cen el origen del tumor y su identificacién en cualguier momento
F. Barrido (1579a); F. Garrido (1979b); V. Schirrmacher (1980a);
V. Schirrmacher (1980b); V. Schirrmacher (1980c); V. Schirrmacher

(1981); M. Pérez(1981).

- 1591 : Estudiado por H. Schreibery M, Mc Millan, tratédn-




dose de un fibrosarcoma inducido por radieciones ultravioleta en
. i k : A
la cepa C3H de heplotipo H=2 , en este tumor iderntifican al menos
dos nuevas moléculas de clese I, una de ella la identifican como
k I«

mezcla de las moléculas H=PK  y H= 20, surgida probablemente

por procesos de recombinacidn génica. La otra molécula se asemeja
d :
rfa a 1la molécula H-2L al reaccionar con anticuerpos monoclona=-
oo d : S i

les anti L vy CTL anti L . La aparicidn ce esta molécula semejan-
te a 1la H-2Ld confiere al tumor una gran inmunogenicidad Ssiendo
rechazado répidamente en ratones singénicos, estandn este rechazo
mediadn por esta molécula como Se demuestra con la aparicidn cde -

linfocitos T citotéxicos y la induccién de anticuerpos monoclona-

d . d d
les que reaccionaben con K, D y L, comporténdose por tanto co-

mo un TSTA de gran potencia., C. Philipps (1985]; M. Mc Millan

(1988).

Ademés de estos sistemas tumorales, detallados anteriormen
te, han sido descritos otros méds donce se han detectado reacciones

andralas, a continuacidn citamos someramente algunas de ellas,

F. Robert (1981) describe para el tumor BROC de origen CaH
(H-2k) la aparicién para su forma ascitica de especificidades
H=2

A. Czarnomska (1980) describe para dos leucemias obtenidas




; b s Wy
en las cepas ON/a y BN/b (H=2~ ) la desaparicién de especificida=
des privadas nropias como la H-2.33 y la aparicidn de nuevas como

las H-2,4 y H-2,31.

J.M. Roman (1980 ), 3. Benavida (1980) describen para dos
b
reticulosarcomas ACSLAG y RCSLAB, obtenidos en ratones SJL/I(H=-2")

d
la apariciédn de reactividedes propias dz los haplotipos H=2" ¥ o=

J.H. Finke (1980), estudiando el reticulosarcema CH-1, ob-

b
tenido en ratones SJL/J(H-2 ) describe reacciones anémalas perte

d b 9
necientes a distintos haplotipos H-2 , H=2 , H=2 ,

§. Wwillbur (1981) describe para ntro reticulosarcoma ce ra
tones SJL/J (H-Zb) moléculas Ta que 61 llama hibridas no detecta-

bles en los ratones singénicos.

W.J. Wartin (1976), Imemura (1980), W.J. Martin (1983) y -
G.N. Callahan (1983). Describen para el adenocarcinoma de pulmén
ET-B85 originado en ratones CaHfB/HeN la presencia de una molécula
de clase I que tipé en la regidn H-2K diferente a la propia encon

trada en animales singénicos y que actda como TSTA.

Finzlmente resumiremos que e} estudio de las extrareaccio

nes debe orientarse, primero & la identificacién de la molécula o




moléculas responsables de estas, estudio de sus implicacicnes bio
légicas, siempre garantizando el origen del tumor y usando marca-
dores génicos para su identificacidn asf como trabajar cor clonrns

tumorales para dilucidar la posible heterogeneidad del tumor. P.J.

Robinson ( 1981b).

b.- Alteraciones cuantitativas en la expresién de los anti

genos de clase I.

Debido a gue los antigenos de clase I juegan un importante
papel en la cooperaciédn celular de la respuesta inmune y son ele-
mentos restrictivos para la funcidn efectora de los CTL, las va--
riaciones cuantitativas de estos antigenos en células malignas se
ha -onsiderado de gran interés por sus implicaciones en el creci-

miento del tumor y su capacidad metastédsica.

Asf el grupo de Festenstein M. trabajande sobre una leuce-=

k ;
mia esponténea en la cepa AKR de haplotipo H-2 y llamada K-36, &

deméds de encontrar en ella las reacciones andmalas ya descritas,
k

observan la pérdida de la molécula H-2K , W, Schmidt (1979), vy =

sus implicaciones bioldgicas tales como imposibilidad de lisis -

por CTL especificos y crecimiento en ratones singénicos. H., Fes—-




; k
tenstein (1991). La idea de gue la falta de la molécula H-2K era
la responsable de estos tendmenos se vio apoyada por experimentos

de transfeccidn donde a un clon de esta leucemia el K,36.15 le -

I
fue introducido el gen completo de la molécula H-2K resultando -

wna cflula con expresidén completa del haplotipo H-2K tanto de la
k k

molécula D como K, Estas células tumorales podian ser lisadas -

por linfocitos T citotéxicos especificos contra el virus de Gross,

; S A ‘

{La molécula H-2K es un elemento de restriccidn importante para -

este virus) y eran rechazados er ratones singénicos AKR. Hui

(1984).

©1 arupo de Feldman trabajando con dos sistemas tumorales
describen importantes relaciones entre la capacidad metastésica e
inmunogenizidad de estos clonos con cambios cuantitativos en la
expresidn de las moléculas H=2K y H-2D, Uno de los dos sistemas =
tumorales empleacos fue el 3LL (Lewis Lung carcinoma) obtenido es

s b
pontdneamente en ratones £C578L/5 [H—E ). Estas células expresan -
5 b ‘
en su superficie antigenos H=2D vy parscen perder glicoproteinas
. . b

de membrana que son codificadas por la regfdén H-2K ., Isakov [1983).
Avanzando en este estudio el tumor fue clonado encontrando dife--
rencias de expresidn en las moléculas codificadas por la regidn -

b b & . iy ¥ 3
K~ v D, relaciondndosc con la cepacidad de crecimiento in vivo Yy




; ; b
con su capacidad metastédsica. Asf el clon D122 que exnresa H=2D vy
3 (] - h . L:'
pierde H=2K es altamente metastdsico v el clon A9 gue expresa H=2K

o] ; s
y H=-PD~ es poco metastésico. Por otra parte se confirm§ que el de-

ik X b h
sequilibrio en la expreosidn de las moléculas K ¥ 0 se correlacio

nan con su poder metastédsico pero no con la capacidad de crecimien

e D s
bhajo K /hajo D se corresnonce con clonos no metastédsicos
b b
alto K /alto D
ek b ! :
bajo K falto D muy metastésicos

b b
medio K /alto D moderadamente

metastdsicos

Esta teoria ha sido confirmada estimulandn la expresién de =
los antfgenos de Histocompatibilidad con interferon y écido retinoi
: 1 b 8]
co; El interferon aumenta la expresidn de K- y D en amboes clonos -
b [s]
A9 y D122 pero el aumento de 0 fue mayor que el de K esto se aso-
cia con un aumento de la capacidad metastdsica de ambos clonos., E1
5]
Acido retinoico aumenta la expresidn de D en el clon A9 y no la ex

b ‘
presidn de K esto produjo un cambio en el fenotipo del clon A9, -

haciéndolo muy metastdsico, Eisenbach (1983).

“psteriormente este estudio se centré en la relacién de la ex

presién de 17s antfoenos de clase I y las propiedades inmundgenas -




de estos dos clonos A9 y D122; mediante la utilizacién de anticuer
pos monoclonales se confirméd oue el clon D122 expresaba la molécu-
la D y perdfa la K. Cuando se llevaron a cabo estudios de crecimien
to in vivo en estos clonos se vio que las células del clon A9 cre-
cfan en ratones singénicos, siendo rechazadas por cepas alogénicas,
mientras que las células del clon D122 crecian prdgresivamente en

todas las cepas probadas. Otra experiencia realizada con estos clo
nos, que puso de manifiesto la diferencia en sus prnp;edades inmu-
nolégicas, fue la inmunizacién con células =l clon A9 de ratones

de la cepa 0S578LG, posteriormente se inyectaron en estos ratones -
inmunizados células del clon A9 y D122, E1 resultado fue la inhibi
cidn del crecimiento para ambos clonos; sin embargo la inmuniza--—-—
cién con D122 no inhibe el crecimiento del D122 ni de A9, es decir
las células del clon A9 de expresidn H-2b normal se protegen fren-
te asf mismas y frente al clon D122 pero no a la inversa, Otra for
ma de demostrar la mayor capacidad inmunéogena del clon AS fue ex—-
presada por la generacién de linfocites T citotdéxicos rnr AZ pero

-

no por D122, Eisenbach (1984).

El otro sistema tumoral descrito por Feldman, ha sido el -

sarcoma T10 inducido por metilcolantreno en un ratén hibrido

K
(c5782/65 x G3H.CB) (H-?b x H=2"), Baetselier (1980), observando -




gque los cambios cuantitativos en la expresién de los antigenos de
Histocompatibilidad de clase I podfen alterar le cepacidad metas-
tdsica de este tumor; habldndose en principio de que la expresidn

k s :
da la molécula H~-2D podria ser responsable directa de la canaci
ded metastdsica de este tumor, Al seqguir trabajando con este sar-
coma se consiguid aislar dos rlonos que diferfan no solo en sus -
propiedades metastédsicas sino también en la expresién de loc anti
cgenos cde clase I. De acuerde con su genotipo las cflulas del sar-

. ; b

coma T10 deberfan expresar cuatro moléculas H-2 diferentes, K , -

Bk Ik
Doy K , Sin embargo =n ambos clonos se encontrd la pérdida -

b k
de expresién de los antigenos K y K . Las clonos no metastdsicos

b
expresaban solamente la molécula D y los clonos metastésicos ex-—
b k :
presaban ambas molésulas 0 y D, Asf se intentd determinar si la
expresidn de las moléculas H-2 codificadas por la regién K podrian
influir en la capacidad metastdsica y en el crecimiento tumoral -
de los clonos del fibrosarcoma 1-10, Katzav (198&). Para resolver
k b
este problema se transfestaron genes H-2K vy H=2K a los clonos -
del sarcoma T-10 antes mencionados y se probd el poder inmundgeno
de estas células ya transfectadas en ratones singénicos, viendo -

our perdfan su capacidad metastdsica al reexpresar los antfigenos

H=-PK, debido gque permitfan el reconocimiento de las células tumo-




rales nor el sistema inmune del hdespecd, Wallich (1985).

Sicuiendo con otroe modelos experimentales, flosloniec c.W.
(1984), estudian nueve linfomas espontdneos en ratones SJL/J
I"S . .
(H=2") demostrando que los tumores que mantienen la expresién de
8
la molécula H=2D son menos agresivos que aguellos Oue no expre--
s ;
san la molécula H-20", por lo tanto en este sistema tumoral las -
. 3 . 3 S
varieciones cuantitativas ce la molécula H-2D estén altamente re

lacionadas con la agresividad del tumor,

En tumores inducidos por virus sa ha fempstrado que el in-
cremento de antfigenos virales en la membrana de las eélulas infec

tadas por el virus vaecinia estd asociado con una disminucidn en -

k
la expresidn de los antfgenos H--?Kk y H=2D", Lakdhar {1982), Tam-

bién se ha observado que en células tumorales transformadas por -
el adenovirus 12 (altamente oncooénico) existe falta de sintesis
de antfgenos de Histocompatibilidad de clase I, Schrier P.I.
(1983), pudiendo ser restaurada la expresién de los antigenos de
Histocompatibilidad H-?K, D y L por tratamiento con a/-interferon.
Eager K.8, (1985),

Por el contrario la transformacién de las mismas células -
con el adenovirus S (no nncogénico), no suprimié los antigenos de

transplante, siendo en este caso la respuesta inmune normal, Ber-




nards R. (1983). Los trabajos de Rosenthal A. (1985) demuestran -
cue la infeccidn de células embrionarias de ratén con adenovirus

5 y 12 aumentan el nivel de expresidn d= dos antfgenos H-=2K,

Los trabajos de Gooding L.R, describen gue la inmunoresis-
tencia in vivo del tumor C3H transformado in vitro con el virus
SVAQD se correlacionan con la pérdida de la expresidén de la molécuy

la H-2xk. (1982)

Como ya dijimos anteriormente bajo determinadas circunstan
cias y por la accién de algunas sustencias se puede conseguir un
aumento o disminucidn en la expresién de los antigenos de Histo--
compatibilided, Holtkamp (1979) estudié le expresién ce los anti-
genos H--2|<k en una linea de linfoma adaptada a crecimiento in vi-

tro, por medio de anticuerpos monoclonales especificos para un an

k
tfgeno pdblico de la regién H-2K (H-2.m.3) utilizando técnices -

de inmunoflunrescencia y microcitotoxicidad; observéndose una pér
; . S -

dida gradual de los antigenos de superficie H-2K bajo condicio--

nes de cultivo. Mientras cue la expresidn detectada podia ser es-

timulada por crecimiento de las células en la cavidad peritoneal

o por la adicién de interferon a cultivos celulares. E1 aumento -

de la lisis mediada por linfocitos 7 de las células que crecian -

in vivo fue paralelo al aumento de la expresién cde los antigenos




H=2. Por el contrario l2s células que crecfar in vitro en presen-
cia de interferon aunque aumentaran notablemente su expresidn pre

sentaron una reducida lisis por linfocitos T.

Estd claro por lo anteriormente descrito cGue variaciones
cuantitativas en la expresidn de antigenos de Histocompatibilidad
de clase T tienen una relacién directa con el grado de malignidad
del tumor siendo hoy dfa generalmente aceptada la idea de que las
pérdidas o baja expresién de estos antigenos es un mepanismo por

el cual las células tumorales escapan al sistema inmune.

Las causes de las pérdidas en la expresién de los antigenos
mayores de Histocompatibilidad de clase I en células tumorales es
muy variada y seguramente diferente seqin el sisteme tumoral estu
diado. Asf dafios a nivel del DNA codificante para los antigenos -
de clase I puede evitar su expresisdn, fallos a niveles de trans--
cripcién 2 ANA mensajero también podrian ser los causantes, Balba
cei (1983). Cambins en la metilacién de ADN, J. Bonal(1985), De-
vid (1985).

No podemos olvidar tampoco que lo anteriormente expuesto,
suceda para 18/3 g-microglobulina necesaria para la aparicidn de
los antfcenos de clase I en la membrana celular. Preval C. (1988).

Asf mismo fendmenos tales comn la modulacién antigénica y la accidn



de factores solubles talos como interferon pueden actuar directa-

mente sobre presit ntfigenos te Histo--

compatibilidad de clase I.

7.- ANTIGENOS DE HISTOCOMPATISILIDAD DE CLASE T EN TUMORES

HUMANOS

Come consecuencia de _os estudios realizados en tumores ex-

perimentales murinos que relacionan la expresidén de los antigenos

de histocompatibilidad de clase I en cé&lulas tumorales con el cre
cimiento y capacidad metastésica; en la Gltima década este estudio
se ha ampliado a los tumores humanos. A pesar cde oS inconvenientes
obvios gue supone el establecer un sistema experimental en humano,

gran cantidacd de datos se han ido recogiendo, referidos principal-
mente a tumores tales como melanoma, céncer de puimén céncer de co
lon, céncer ce mama, Los datos aparecidos hasta el presente, no -
son tan claros como los presentados anteriormente para alounos sis
temas tumorales murinos, aungue hemos de pensar que estos sitemas

Lumorales humanos, no estén tan bien definidos ni se prestan a ma-
nipulaciones "in vivo" como los murinos, A pecar de ella parece de

ducirse primero una heterogeneidad en la expresidn cuantitativa de




los antfcenos ce clase I y sequndo un mayor graco de malignidad

para anuellos HLA clase I negatives. Doyle (1985), Natali (1983),

Cillo (1984), Taramelli (1984), Lépez Nevot (1985).
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El objetivo de esta tesis es la caracterizaecidn de un sig
tema tumoral experimental, compuesto por clonos nrocecdentes ce -
un mismo tumor, llamaco GRY, inducido quimicamente por inyeccidn
subcuténea de metil colantreno en un ratén de la cepa BALB/c de

c
haplotipo H=2 .

Esta caracterizacidn se ha enfocado en el estudio del Fe-
_ o A . .
notipo H=2 para estos clonos y su malignidad al ser inyectados

en ratones singénicos.

Para el estudio fenotipico H-?d se han empleado diferen-
tes técnicas de tipaje: unas de tipaje indirectc, como son las -
técnicas de radiounidn e inmunofluorescencia que usan respective
mente como segundo anticuerpo el fragmento F(ab')? de inmunoglo-
bulina de oveja, reaccionante especificamente con inmunoglobuli-
na de ratén, marcacdo con 1?51 e inmunoolobulina de conejo anti -
inmunoglobulina de ratén marcada con fluoresceina. Técnicas de -
citotoxicidad, una mediada por complemento, tras el uso de alo--

antisueros especificos y otra mediada por linfocitos T citotdxi-

51
cos (CTL); ambas medidas por la liberacidn de "~ Cr. Asi mismo he

mos usado téconicas de absorcidn de aloantisueros.

d
Como paso final en esta caracterizacidn del fenotipo H=Z




hemos aislado por métodos inmunoquimicos las moléculas H=?2

f

c i
H="D para ces de nuestros clonos.

La malicgnidac de los clonos que formen cste sistema tumoral

. 5 . ;
fue medida por inyeccidn subcuténea de 2,5 x 10 células de cada -

uno de ellps en ratones singénicoc. Gomo controles de medida de ma
lignidad hemos usado la misma exneriencia utilizendo en este ceso

ratones inmunosuprimidos.
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1.- MATERIALES
1.1.- TUMORES

Nuestro trebajoc se ha centrado en el estudio de clonos -
procedentes del tumor GR 9 {Fig n?215 ); inducida por inyeccién -

subcutdnea de metilcolantreno en ratones de la cepa BALB/c haplo

tipo H-zd. Cuando el tumor primitivo alcanzd un tamafio apropiaco

se extirpd y se adaptd al crecimiento in vitro; posteriormente -
se clond por visualizacién cdirecta en microscopio invertido de -
rcontraste de fases., Los clonos fueron estudiados, en su fenotipo
H=2 y crecimiento "in vivo", seleccionéndose los clonos A7, B9,

€S, D& , pera estudios posteriores.

1.2,- RATONES

Hemos trabajado con distintas cepas de ratones mantenidas
nuestro laboratorio. Siendo la cepa més utilizada la BALB/c
haplotipo H-2d por ser en ella donde se indujo el tumor. En
Tabla 6 citamos las cepas empleacdas en nuestrc trabajo, espe-

cificando sus haplotipos,




12 INDUCCION DEL TUMOR
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METILCOLANTRENO
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Cepa

BALH

DA/

810

B10A

B10¢

810/

810C

CBA;

B1Q,




Cepas Haplotipeo Locus H-2

BALB/c

DBA/2

Blo

B10A

B10A( 2R)

B1OA{ 43)

81002

CBA/H

810/8R

Tabla 6

Cepas empleadas en nuestro trabajo y mapas oenéticos

correspondisntes.,




1.3.- ANTISUEROS Y ANTICUERPOS MONOCLONALES

En nuastro trabajo hemos utilizado:

a),- Antisueros pertenecientes al N,I,H, (National Institu

te of Health Bethesda U.S5.A.). (Tabla 7 ).

b).= Anticuerpos monocloneles: Hemos empleado cuatro anti-
cuerpos monoclonales, tres de ellos adguiridos a laboratorios Big
netics, concretamente los anticuerpos 34-420; 34-1-2 y 20-8-4 con
referencias comerciales 8460-23; B8460-22, B4-60-17, E1 cuarto an-
ticuerpo monoclonal fue amablemente cedido por el Profesor Gunter

Hlmerling. (116-22-7). A

En la Tabla ( B) aparece una relacién de las caracterfsti

cas de estos anticuerpos monoclonales,

1.4,- ISOTOPOS RADIACTIVOS

5lCr: es utilizado en forma de cromato sédico =n solucidn
acuosa estéril. Teniendo una concentracién de 2mCi/ml de Cr y una
actividad total de 2 mCi. Suministrado por CEA raferencia 85 ET

46163.

»

1251, £e utilizado como marcador del fragmento F(eb )? de

-115-




ALOANT ISUEROS

Serie N,I.H.

Suero Tnmunizacidn
D.1 (B10A(SR) X ACA) anti BlOY
D.2. (B1OA(SR) X 2PRIII) anti B1D
0.3 (naY X WB/RE) enti ASW
D.5h (C35K X HTG) anti CaH-H-20
D.8 (B10 X A.SW) anti B10M
D.11 (DBA/2 X 5J2) anti B1OM
0,13 (B10 X 2PRIII) anti B1OA(SR)
D.23 (810 ¥ 2P.RIII) anti B10A(2R)
D.25 (B1OD2 X C3HNB) anti B1ORII1 (71NS)
D.28 (ACA X B108R) anti ASW
D.29 (SJL X AKR) anti AKR,.M
D.31 (B10 X A) anti B10D2
0.32 (B10.A(2R) X C3H.SW) anti C3H
D.33 (B1OD2 X A) anti B10A(SR)
D.35 (B1OA(2R) X ACA) anti B1OY
8.26 (B1DA(2R) X ACA) anti ASW
i 9 (B10 X HTI) anti B10A(S5R)
Ia.8 {A X BD10A) anti B10.A(SR)
Ia,1,2,3,7 A.TH anti A.T2
Thy 1-1 (cs78L/65 X A/5) anti B6.PL-Thyl2/Cy
Thy 1-2 (PL/I X B6.PL-Thy 18/anti-C57BL/6J

Tabla 7

Aloantisueros utilizados en nuestro trabejo nertenecientes

a la serie NIH,.




Anticuerpos monoclonales

Hibridoma Tipos de Ing Reactividad Crosreactividad
2 d 3
S e ma) InGPa H=2D H-2K
H=2K
Hed
; d o b
3l=1=2 IoG2a H=2K ,H=2D H=¢
T il
b c
20=8-4 IoGPa H-?Kb,H-?D H=2K .
H_er,h
: f
116-22-7 TaG2a H=2K " jals 1 e el
Tabla 8

Relacidn de las caracteristicas te lps anticuerpos monoclonales

empleadns en nuestro trabajo.




oveja antiinmunoglobulina de ratén. Suministrado por Amersham, re
ferencia Ii. 1310.

28 .
§: Es utilizado formando parie de la molécula de L -metig

nina adouiride a Amersham internacional cAdigo SI 235, en lotes -
de actividad total de 1 mCi,

1“0: Es utilizado rarcando distintas proteinas usadas como

marcadores de peso molecular en electroforesis en oeles de poli-—
acrilamida en presencia de SDS; adauirida a Amersham internacional

céddigo CFA 626,

1.5.- BEACTIVOS

Acido Acético: Laboratorios HMerck , referencia 62,

Acrilamida: Laboratorios Bio Red, referencia 161=0 100.

Albdmina de suero bovino: Laboratorios Sigma, referencia

A 5378,

Ampicilina: Laboratorios Llorente, referencia frascos de

1l ar,

Antiinmunoglonulina de ratén obtenida en conejo conjugada

con fluorescefna: (RAM/FITC). Laboratorios Nordic; referencia 5-2

84,
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Antisuero antihematfes de carnero: (hemolisina) Laborato--

rios Cordis; referencia 768-900,

Azida sédica: Laboratorios Werck, referencic 822385,

Azul de Bromofenol: Laboratorios Shandon Southern; referen

cia 2560080.

Cloruro Megnésico: Laboratorios Merck; referencia 5833.

Gloruro S#dico: Laboratorios Merck; referencia 6404,

Concenavalina: Laboratorios Flow; referencia 16-938-62,

Dimetil sulfésido: Laboratorios Merck; referencia 2931 ca

lidad andélisis, lo referimos como “D.M.5.C."

2, 5 - Diphenyloxazol: Laboratorios Merck; referencia 2946/0

referimos como PPO.
Etanol: Laboratorios Merck; referencia £83,
Ficoll 400: Laboratorios FPharmacia, referencia 17-0400-02

Fosfato buffer salino: Laboratorios Flow; en tableteas; re

.
£

ferencia 28=103-05. Lo referimos como P.B.S.
Gentamicina: Andalucfa Farmacéutica, Frascos de 80 mg.

Glicerol: laboratorios MNerck; referencia 4094,
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BGlicina: Laboratorios Merck; referencia 4201.

L-Glutamina: Laboratorios Flow; referencia 15-801-15, *
Hematfes de carnero : Materiales y reactivos 5.A. Calidad

andlisis; referencia (038518,
Hepes: Solucién 1M, pH 7,2-7,4. Lavcoratorios Flow; referen

cia 16-884-49, e
Hidroximetil-aminometano: Laboratorias Merck; referencia - ¥

8386; 1o referimes como “Tris®,

Lens-Lentil-Sepharosa 43: Laboratorios Pharmacia Fine Che-

micals; referencia 16-0444-01

f-llercaptoetanol: Laboratorios Sigma; solucién 0,05 M en =

buffer fosfato, referencia 365-5,
Meta;.0l: Laboratorios Merck; referencia 6009.

o _Netil-D Manéxido: Laboratorios Sigma; referencia M-6882,

»

N, N -Metilen-Bisacrilamida: Laboratorios Bio-fiad; referen

cia 161-0200; lo referimos como "8is Acrilamida®.

Mitomicina C: Leboratorios Sigma; referencia N H-0503.

Nonidet P=40 : Laboratorios Flucka; referencia 74,385, Se

referird como NP=40.
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Persulfato Amdnico: Laboratorios Oin-Rad; Ref, 161-0700.

Phenyl-Methyl-Sulphonyl-Fluoride: Laboratorios Sigma; refe

rencia P-7626.

Protefna A Sepharosa Cl-43: Laberatorios Pharmacia Fine -

Chemicals; referencia 17-0780-01.

R,P.M,I.: 1630 libre de L-metionina (medio de cultivo).lLabg

ratorios Cibco Europe; catélogo cspecial,

R.P.M.I.1640: sin hicarbonato y sin y.utamina; Laboratorios

Flow; referencia 16-883-49,

Sodio doderil sulfato: Laboratorios Biorad; referencia 161-

C30; calidad electroforesis. Lo referimos como SDS.

Solucidn tampdn bicarbonato: al 7,5%. Laboratorios Flow; re

ferencia 16-883-49,

Suero fetal de ternera: Laboratorios Flow; referencia 29-

101-49,

» -

N,N,N, N , tetrametiletilendiamina: Laboratorios Merck; re-

ferencia 10732; lo referimos como TEMED.

Tripsina: Laboratorios Merck; referencia 8367,

Tritriplex: Laboratorios Merck; referencia 8421, Lo referimos

como EDTA.




1,.6.- SOLUCIONES

Solucidén P.2.5.: Diez tabletas disueltas en un

gua bidestilada,

Solucidén Tampdn de lavado

10 m\ Tris

150 mM ClNa

pH 7,4

Soluciédn Tampédn lisis

Tampdn de lavado 5 ml
Solucién Cl Mg Slu 1
Solucidn NP-40 25}11
P.M.S.F. 100,;1

Inmediatamente antes de usar,

Solucidén de Clgﬁg:

1,5 mM Cl-Mg en H.O.
i “

Solucidn de NP-40

0,5 V/V de NP-40 en salucidn tamrdn de lavado.

Solucién P.M,.5,.F,

2 mg P,M.S5.F, en 40 )Al de Etanol,

litro de a




Solucidén Tampdn de NP-40

10 mM Tris
100 mM ClNa
0,25Y V/v NP=40

pH 7,4

Solucién Eluyente para glicoprotefnas

2 Vi/v de X <Metil-Mandxido en solucién tempdn de NP-40

Solucién limpiadora paera Lens-Lentil

Solucidén tampdn NP=4D 10 ml
A.5.3. 0,1 agr
C( -Metil-Mandxido 2,0 ar
Solucidn Gl Mg 10’11

Sclucidn saturada de ClNa

Solucién de lavado para Inmunoprecipitaciones

So0lucién tampén NP-40C con /10 de volumen total de solucién

saturada de ClNa,

Solucidn de acrilamida

22,2 or acrilamida

0,6 gr bis-acrilamida

disueltos has-a 100 ml con H?D




Splucién gel infericor

1,5 M Tris/C1H

pH 8,8

Solucidn tampén gel Suoerior

0,5 M Tris/CIH

pH 6,8

Solucidn persulfato aménico

100 mor persulfato aménico disue.tos en 1 ml de H?U

Se prepara inmediatamente antes de su uso.

Solucién Bromofenol

0,2 Gromofencl en H.O

Solucién Tampén muestre

10 nl aglicerol
12,5 ml tampén oel superior
10 ml solucién 5.0.5.

* 5 ml splucién de Bromofenol
* 5 ml 2-mercaptoetanol
agua hasta 100 ml

% agregarlo inmediatamente antes de su uso

=12




Solucidn Tampdn de Electroforesis

Glicina 28.8 &b
Tris 6,06 ar
L 1,00 gr
pH 8,3

Agua hasta 1 litro

Solucién fijadora

250 ml Metanol
100 ml Acido Acético

Agua hasta 1 litro

Soluciéin para Fluorografia

26,6 gr de P,P.0 disueltos en 120 ml de D.M,S.0.

Medip de Cultivo para Marcaije

100 ml R.P.M.I, sin Metionina "
5 ml 5.F.T. (cializado) )
50 mar Ampicilina
4 mgr Gentamicina b

Solucién de glutamina: solucidn al 3% en agua destilada

Solucién 5.0,.5.: solucién al 109 en agua destilada,

Solucién de tripsina: solucién al 0,023% en P3S con 0,01 M




en EDTA.

Solucidn de P85S azida: solucién al 0,15 de albdmina bovina

en P85 con 10mM de azlda sédica.

Solucié de mitomicina: 2 mar en 5 ml de ague destilace,

50lucién de concanavalina: 250 mgr en 5 ml do ClNa al 0,%

Ficoll: Disolver 90 gr de ficoll en un litro de aqua afa--
diendc 450 ml de pielocraf diluido l:1 con agua, ajustando la den
sidad a 1077, afadiendo agua o pieloaraf segin la densidad sea ma

yor o menor.

Solucié»n 8 para congelecicn: PBS con 209 de D.M.S.O.

Solucién A para congelacién: medic de cultivo pero con aoy

de suero fetal,

#edio de cultivo:

10,’11 ar qop.MUIo
’ i

27 cC.C, CnaHNa

10 c.C. Hepes

20 C.C, L-glutamina
500 mar Ampicilina e
g mar Gentamicina

Hasta 1 litro Agua bidestilada estéril

co anaden 100 nl de 5.F.T.

-126=~




Se ajusta a pH 7,4, Se dispensa en botes de 100 ml y se con
serva a -209%, Antes de utilizar el medio se descongela y se fil--

tra con filtros milipore de 0,45 micras de poro,

VMedin de cultivo para OTL: como el medio de cultivo pero le

afnzdimos P-mercaptoetanol.

Para finelizar este apartado diremos que le esterilizacidén

del material vy soluciones, siempre gue fue necesario, se llevf a -

cabo en autoclave e 1,0 atmésferas de presidn y 120 grades centi--

oradoe durante media hora,

2.= METUDOS

Vamos & hacer siete grupos para describir las técnices
realizadas:

2.1,~ Cultivos celulares

2.2.,- Prepacracién de células para tipaie
2.3.~ Técnicas para tipaje H=2

2.04,=- Téenicas pare el estucdio de marcadores de linfucitos

TyB

?2.5.- Estudin Marcadores genéticos
2.6,= Caracterizacidn Bioguimica

2.7.= Estudio de crecimiento in vivo

2.1,- CULTIVOS GELULARES

El cultivo se realizéd- en frascos de cultivo de 25 6 80 cm2
de superficie Gtil que mantenfamos en estufa con atmésfera de 802
al 5%. Dos veces por semana se cambia el medio para lo cual se pa
sa el medio de cultivo antiguo con las células en suspensidn a un
tubo estéril de 25 ml y se centrifupa durante 10 minutos a 1500 -
rpm, se deshecha el sobrenadante y el pellet se resuspende en me-=
dio paséndolo el frasco de cultive; Si las células crecen en mong

capa se cambia directamente el medio por decantacidn.

6
Cuando las células crecen lo suficiente de 2-3 x 10 célu-
las en frasco de cultivo peguefio 6 de 8-10 x 106 células en fras-
co grande es necesario distribuir estas células en otros frascos

de cultivo

Para utilizar las células se extraen del falcon con pipe=-

ta pasteur & por tripsinizacidn en caso que estuvieran adheridas,




2.1,1,- Tripsinizacidn

Decantamps el medio del frasco de cultivo y anadimos de -

2,5 a 5 ml de solucién de tripsina, se coloce en la estufa de 802

durante 5 minutos & continuacién las cé&lulas ya libres pueden u=-
sarse para propagacién del cultivo celular & para cualaguier otro

ensayo.

2.1.2.- liétode de conogelacidn

El método de congelacién se empled para conservar lag cé-

lulas de los clonos.

Se extraen las células del falcon y se resuspenden en me-
dio de congelacién A; una vez que estén preparados los criotubos
le efiadimos igual cantidad de la solucidn B de congelecidn, y réd
nidamente se homogeiniza y se introduce en los criotubos guardan
do estos por uné noche a -809C, pasando entonces a su almacena--

miento definitivo en nitrégenc 1licuido.




2.2.- PREPARACION DE CELULAS PARA TIPAJE

La prepareacién serd distinta segdn que se trate de:
- linfocitos normales,

- gflulas tumorales,

2.2.1.- Linfocitos normales:

En la meyoria de las pruebas realizadas utilizemos como -

controles positivos y negativos linfocitos totales 6 linfocitos

T 6 B de BALS/c u otras cepas (510, B10A, CBA/H ...) segin el ca

S0,

Siendo necesario para ello: a).- Obtencién de linfocitos

b) .- Separacién de linfocitos

a) .- Obtencién de linfocitos:

Se sacrifica el animal, extraemos bazo, ganglios axilares,
ganglios inguinales y mesentéricos; se trituran mediante dos agu
jas sobre un coledor metdlico, haciendo pasar PBS. Separamos los
linfocitos del resto de las células mediante centrifugacién en -
gradiente de ficoll densidad 1077, En tubo de cristal cénico de
10 ml dejamos deslizar la suspensidn celular en P8S suavemente -
por la pared del tuvo hasta depositarla sobre el ficell, La razdn

suspensién celular, ficoll serd 3/1, Centrifugamos a 2000 rpm du




rante 20 minutos; a continuacién recogemos el halo de linfocitos

con una pipeta pasteur procurando no coger ficoll; lavamas tres ve
ces con P35 por centrifugacidn a 1500 rpm durante cinco minutos, -
para eliminar el ficoll, En este momento tenemos las célules lis--

taz para su contaje.

b) .- Separacidn de linfocitos T y B:

Se incuban los linfocitos totales con antisuero Thy 1 en
caso de guerer obtener linfocitos B 6 con antisuero anti Ia en

caso de querer obtener linfocitos T. La cantidad de antisuero serd

de 1 4l por cada 1x106 células que se resuspenden en sn/u,l de me

dioc de cultivo por cada 1x106 células, Incubamos media hora en es-
tufa & 379C. A continuacién afiadimos el complemento a razén de 50
/ﬂLl por cada lxlﬂ6 células volviendo a incubar media hora, Lava—-
mos tres veces con medio de cultivo por centrifugacién y ajustamos
lae células a la concentracién requericda segin la experiencia a -

realizar.

2.2,2,~ Células tumorales
Lo mds importante pare trabajar con células tumorales es -

que el cultivo esté en éptimas condiciones, una vez conseguido es=




to se extraen las células del falcon se centrifugan a 1500 rpm du

rante 5 minutos y se ajustan a la concentracidn deseada,

2.3,- TECNICAS PARA TIPAJE H=2

Dentro de este apartado vamos a hablar de las siguientes -
técnicas:
5]
1) .- Radicensayo de liberacién de Cr
2) .- Radiounién
3).- Técnica de Inmuncfluorescencia
4) .- M&todo de absorcién de antisueros

5).- M&todo de tipaje con linfocitos T citotéxicos

2.3.1,- Badipensayo de liberacién de SICr

Consiste en la cuantificacién de la citotoxicidad de un an
tisuero 6 enticuerpo monoclonal mediada por complementa, teniendo
en cuenta el porcentaje de cromo liberado de ‘células previamente

5
marcadas con lcr.

£l marcaje se realiza incubando de 3-4 x 106 célules resus

pendides en 200 /41 de medio con 50 /Al de Slg,. (actividead 1 nCi

/ml) que se mantiene en estufa de cultivo a 379C durante 1 hora 8




gitdndolas periédicamente, Transcurrido este tiempo, se lavan las
céiules dos veces con PBS mediante centrifugacién para eliminer -
el 51Gr que no se halla unido a las células, se centrifugan a =
1500 rpm durante 10 minutos eliminando el sobrenadante y ajusta-—-—

mos las células a una concentracidn de 5 X 105- 1 x 106 células -

por ml,

Después se realiza el radicensayo en placas de 96 pocillos

fondo en U poniendo 101/11 de antisuero por triplicade (diluido -

al 1/10) 6 enticuerpo monoclonal también por triplicado (sin di=—

luir) .

En este ensayo utilizemos cuatro controles:
- Conirol de liberacién mdxima: lisis total de células, se -

ponen—10 /bl de solucidn de SDS al 10%,

- Control de liberacién esponténea: no hay lisis celuler, po

nemos 10/1&1 de medio.

- Control de citotoxicidad de complemento: se ponen otros 10

/ﬂal de medio,

= Control de positividad: se utiliza un suero probadamente -
citotéxico para las células en estudin, concretamente un antisue-

ro de ratén producido en conejo (RAMA) obtenido en nuestro labora

~133-




torio.

A continuacién s= afiade & cada uno de los pocillos aD/ALI
de la suspensién celular previamente preparada., Tras incuber 20 -
minutos a temperatura ambiente se afiade 50/¢A1 de suero normal de
conejo (como fuente de complemento) diluido a 1/4 (diluido previa
mente establecida en nuestro leboretoric por titulacidn)., En el -

control de liberecidn méxima se ponen SO/ALl de SDS y en el con--

trol de liberacién esponténea 50/;¢l de medio., Se incuba durante

1 hora a 37%C en estufa de 802. Tres la incubacién se afaden 100
/4LJ de PBS a cada pocillo y se centrifugan a 1000 rpm durante cin
co minutos. Se toman 100/%41 del sobrenadante y se ponen en tubos
de 6 x 35 mm que se taponan con cera y se ponen & conter en el -

contador de radiaciones gamma,

El célculo de la citotoxicidad celular producida por el an

tisuero y complemento se determina calculando el porcentaje de 1i

beracidn de SIBr segln la férmula:

. CPM Prob.-CPM Comp.
% de 1iberacién de -1Cr « 100 x

CPM Max.=- CPM Comp,

S
Cuanto mds elevado sea el porcentaje de liberacién de ICr
mayor seré la citotoxicidad celuler por accidn conjunta de anti--

cuerno y complemento,




2.3.2.- Radiounidn

Siguiendo con las técnicas de tipaje H=2 hemos empleado u-
na técnica semicuantitativae, que usando anticuerpos moncclonales
o policlonales en condiciones saturentes nos puede dar un valor -
relativo de la expresisn H-2 comparando las células en estudio -

con un patrén de linfacitos positivos para ese anticuerpo.

Consiste en enfrentar las cé&lulas con un anticuerpo mono—
clonal o policional dirigido contra el antigeno en cuestidn y des
pués de varios lavados, incubar el complejo con F[ah’)2 (entiinmu

: 125
noglobulina de ratén producida en oveja ) marcado con I, Desw==
pués se vuelve a lavar para eliminar el F{ab’)2 sohrante que no -
na reaccionado con el complejo Ag-Ac y conter la radiacifn emiti-

da por el F(eb’ I unido,

125
]2-

Pasamos a describir la técnica:

Se realizaron todas las operaciones en cédmara fria o bafo
de hielo y siempre por duplicado.

Incubamos los tubos con 500/441 de suero humano para blo—-
quear al mdximo las uniones inespecificas de las protéfnas al plés
tice. A continuacidn se incuban 2,5 x 105 célules de BALB/c y -

CBA/H (célu]as utiiizadas como control positive y negativa) y de




los clonos del tumor GRY en un volumen de 50 /*1 de PBS-azida con
10 }Al de los distintos anticuerpos monoclonales o policlonales -

[cantidad previamente elegida por ser saturante) durante 1 hora,

Utilizamos también como controles negativos 'SNR y otro an
ticuerpo monoclonal o policlonel de iguael isotipo negativo para -
las cé&lulas estudiadas; ademés ponemos otro tubo sin afadir anti-

cuerpo monoclonal sino solamente con F{ab']2 para ver la unién -

inespecifica del F(ab']2 a las células, Lavamos dos veces por cen

trifugacién con 1 ml de PBS-azida y aspiramos el scbrenadante pa-

ra perder el menor ndmero de células posible,

Se arnade 40 /Ll de F(ab')2 diluido en PBS-azida de forma -
que equivale a 4 x 105 cpm; incubamos 1 hore a 49C, Se lava tres

veces con P3S-azida aspirando el sobrenadante cuidadosamente,

Por éltimo afadimos 100 fxl de PBS-azida agitamos bien el
botén celular y trasladamos esta suspensién a otro tubo y conta--

mos la radiacién amitida en contador gamma,

2.3,3,- Técnica de inmunofluorescencia

Esta técnica nos va a dar una idea cualitative de la ex=—




presidn H-2 en los clonos del tumor GRS,
Toda la técnica se realizg en bafio de hielo o cémara fria,

5
Ponemos en tubos de 3 ml 2,5 x 10 células de los clonos

y 5 x 10° linfocitos de BALB/c y CBA/H (utilizedos como control

positivo y negativo respectivamente), en un volumen de 50 /UJ de

PBS-~azida, A estas células le afiadimos 20 #Jl de los anticuerpos
monoclonales a estudiar, se agita bien y se incuba una hora a 42C,
Lavamos dos veces con P3S-azida fria, centrifugendo a 1500 rpm 5
minutos, decantamos el sobrenadante y afiadimos sobre el botén ce
lular 20 /Ul de antiinmunoglobulina de ratén obtenida en conejo
conjugada con fluorescefna y diluida 1/5, Incubamos otra hore a
49C y posteriormente lavemos de nuevo con P35-azida otras dos ve
ces para eliminar la fluorescefna que no se halla unida. A conti
nuacién procedemos a leer en el microscopio de fluorescencia, u-
tilizando unos 30 fal de la suspensién celular que queda después

de decantar los sobrenadantes de los lavados,




2.3.4,= Método de absorcién de antisueros

Por absorcién de antisueros entendemos lea incubacién de
estos con células problema, a fin de comprobar si dichas células
son capaces de retener anticuerpos presentes en el sueroc de espe
cificidad conocida; comprobamos esto al enfrentar los sueros ya
ebsorbidos con células tedricamente positives para la especifici
dad que queremos estudiar em un ensayo de citotoxicidad directa,
dezcertando la posibilidad de gue la citotoxicidad fuera debida

a otros anticuarpos cuya presencia en el suero era desconocida,

Como célules absorbentes utilizamos linfocitos normales -
{ como control positivo y negative) y células tumarales (células de _
los clonos A7, B9, C5, y D6). Una vez preparados los linfocitos
normales y células tumorales se ajustan a las cantidades usadas

en la curve de absorcifin, en nuestro caso 1 x 107. 8 x 106. 4 x

6 6 5

107, 2 x 105, 1x10,5x10,; 25.x 105 células, que dispensa-
moe en tubos beckman., Para elimint:s i medio se centrifugan 1los

tubos durente dos minutos en microcentrifuga y se extrae el so—

brenadante con pipeta pasteur; el antisuero a absorver se afade

entonces a la dilucidn conveniente, poniendo 5D/AL1 de esta dilu

cién a cadauno de los tubos. Se agita hasta gue el antisuero en

tra en Intimo contacto con las células y se incuba 1 hora a 49C,




Una vez terminada la incubacién se centrifugan todos los -
tubos durante dos minutos y se axtrac el sobrenadante que utiliza
mos para enfrentarlo en radiocensayo de citotoxicided mediada por

complemento con la célula diana previamente elegida,

2.3.5.~ Wétodo de tipaje con linfocitos T citotéxicos

Otro mé&todo utilizedo para el estudio de los antigenos H-2
de clase I fue la utilizacién de linfocitus T citotéxicos dirigi—
dos frente e las regiones K 6 D & ambas, Este métudo consta de dos

pasos,

A.- Generacién de linfocitos T citotéxicos o reaccidn mixta
de linfocitos (MLR):

Para ello se ponen en contacto en medio de cultivo linfoci-
tos procedentes de cepas distintas previamente seleccionadas y que
difieran en su complejo mayor de histocompetibilidad en la regién
6 regiones sobre las gque queremos generar los linfocitos T citotd-

xicos,

Detalladamen’:: los linfocitos respondedores y estimulado--
res son obtenidos del bazo de un ratén de las cepas escogidas por

homogeneizado de dicho érgano, lavéndolos tres veces con PBS, tres




2l Gltimo lavedo 1 X 10B esplenocitos respondedores son puestos
en contacte con 25 x 106 de esplenocitos estimulacores en un fras
co de cultivo con 25 ml de medio. Los esplenocitos estimuladores
han sido previamente tratados con mitomicina C. Los frescos de -
cultivo son incubados durante 5 difas en estufa de 002 en posicidn

vertical pare asegurar un mayor contacto entre las células,

Tratamiento con mitomicina C:

Las células a iratar se ponen en un tubc con 3 ml de medio

7
y se les afiade la mitomicina a razén de 100 f}l por cada 1 x 10

células, Se incuban durante 45 minutos en estufa de 002 se lavan
tres veces con PSS por centrifugacidn. Se cuentan las células y &
fadimos las necesarias al falcon previamente preparado con las cé

lulas respondedoras.

B.- Aeaccién de citotoxicidad:

o8 linfocitos citotéxicos especificos, generados en el pri
mer paso se enfrentan en este segundo, a células diana problema, a
fin de ver si estos linfocitos son capaces de lisar estas células
lo que presupone la existencia en ellas de las estructuras hacia -

las cuales estdn dirigidos nuestros linfocitos T citotéxicos,




¥
Detalladamente: E1 ensayc de citotoxicidad mediada por lin

focitos T lo realizemos en placas microttiter de 96 pocillos, en-
Fré;tando estos linfocitos T citotéxicos a las cflulas diena con
distintas proporciones de células efectoras células diana, ﬁ: nues
tro caso usamos las proporciones: 50:1; 25:1; 12:1; 6:1; 3:1; 1:1
Las células diana marcadas con 515? son sembradas en ndmero de -
iz 104 células por pocillo, ajusténdose las células efectoras en
las proporciones antes mencionadas con un volumen final de medio
de 200}/&1. Las cé&lulas son puestas en Intimo contacto mediante -
centrifugacién a 500 rpm durante 10 minutos, incubdndose 4 horas
a 372C en estufa de 802. Una vez acabada la incubacién se recogen
scbrenadantes centrifugando a 1000 rpm durante 5 minutos de igual

manera que se hizo en el tipaje de SIGr.

Preparacién de células diana:
Segln se veya a usar como diena células tumorales 6 célu-——
las normales, el protocolo de preparacién ser*d distinto., Para cé=-

lulas tumorales la preparacidn serd idéntica que le usada para el

tipaje con SICr. En el caso de células normales es distinto, debi

do a que los linfocitos son melas diana para los linfocitos.T ci-
totéxicos, debemos emplear blastos, generalmente de concanavalina

A (Con A), para ello esplenocitos de bazo son incubados con Con A




durante 248 horas en estufa de 002 a razén de 106 células por 1 ml

de medio y 10 4.1 de Con A,
/

2.4,- TECNICAS PARA EL ESTUDID DE MARCADORES DE LINFOCITOS

118
Otro estudio realizado en los clonos cel tumor GRS indepen
diente de los antfgencs H-2 fue una revisién de marcadores de lin

focitos T y B utilizando como

2.4,1,- Marcadores de linfocitos B:
= Inmunoglobulinas de superficie
- Receptores Fc

= Antigenos Ia

2.4,2,=- Marcadores de linfocitos T:

- Antigenos Thy 1.

2.,4,1.~- Marcadores de linfocitos B

A.= Inmunoglobulinas de superficie:
Estudiamos las inmunoglobulines de superficis por la
técnica de radiounién ya descrite, solo que en este ca=o incube-

mos directamente las c&lulas a estudiar y linfocitos normales -




(utilizados como control pesitive) con F(ab‘)2 marceds con - 1. =

siendo necesario utilizar mds centidad de F(ab]2

B,- Deteiminacién de receptores Fc
La determinacién de receptores Fc se lleva a cabo por =

la formacifn de rosetas E.A.C.

El método utilizado fue el siguiente:

Levamos los hematfes tres veces con solucidn salina medien-
te centrifugacién de 2 x 1EJa hematfee/ml en medio de cul*ivo, Se -
incuba a 372C durante 30 minutos 50 /ul de dicha suspensidn celu=-
lar con 50 /4 1l de antisuero diluido en las siguientes cantidades =
(1:5, 1:20, 1:20, 1:40, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1000, 1:1500,
1:2000) en une placa microtitter fondo en U. A continuecién obser-
vamos los pocillos de la placa, para ver la posible aglutinacién -
en los pocillos que tienen solo hematfes de carnero. No se observd
aglutinacidn en los pocillos 1:5 y 1:1500; para nuestro experimen-
to escogimos 1:1500, Una vez elegida la dilucidn éptima del anti—
suero antihematfes de carnero (hemolisina); pasamos a preparar 1la
baterfa de tubos poniendo en cada uno de ellos 200 /.ll de hemolisi
na 1:1500 y 200 /M.l de hematfes a la concentracidn antes descrita.

El experimento lo hacemos por duplicado; incubamos los tubos 30 mi




nutos a 372C, Tras la incubaciédn lavamos con medio de cultive -

por centrifugacidn y se resuspende en 40C /hl de medio,

Se cogen 2OOI}L1 de la suspensidn hematfes hemolisina de
cada uno de los tubos y le afadimos 100 /11 de las células & es-
tudiar, ajustadas a una concentracién de 5 x 105 células por ml,
Para esta prueba usemos como control positive linfocitos B de -
BAL8/c y como control negative linfocitos T de BALB/c y linfoci-
tos T de 8AL3/c incubados con hematfes pero sin hemolisina; los

-

linfocitos B y T de BALB/c se ajustan a una concentracién de 5 x

10 eélules por ml., Se incuban los tubos 60 minutos en estufa a

37°C y una noche en nevera. Al dfa siguiente se observa la suspen
sifn en cédmara de Newbauer con microscopio de contraste de fases

y contamps las rosetas en relacidn al ndmero de linfocitos vivos.

C.= Determinacién de antigenos Ia.

El estudio de los antigenos de clase dos, la propios de

los linfocitos B en nuestros clonos se realizéd por radicensayo
51 .

de liberaciédn de ~Cr; utilizando como control positivo linfo--

citos T de BALB/c y linfocitos 8 de CBA/H y coma control negati-




vo linfocitos T de DALB/c y linfocitos T de C3A/H,

La técnica fue descrita con anterioridad; utilizamos alo-
antisueros del N,I.H, concretamente Ia, Ia7 e Ia8, Siendo todos
d ;
positivos pare la cepa 8ALB/c haplotipo H=2 y solamente el la e

k
Ia7 positivos para la cepa CBA/H haplotipo H-2 .

2.4.2,- Marcadores de linfocitos T

Determinacidn de antigenos Thy 1

Para el estudio de marcadores de superficie de linfocitos

T, investigamos la presencie de Thy 1l=1 vy Thy l-2 en radioensayo

de liberacidédn de 51Cr; utilizamos aloantisueros tembién cdel N,.I,

Hl

El Thy 1-? se encuentra presente en los linfocitos T de -
la mayorfia de las cepas endogémicas mientras el Thy-l-1 estéd pre

sente sélo en algunas cepas tales como la cepa AKR,

2.5.~- ESTUDIO DE MARCADORES GENETICOS

Como marcadores genéticos de los clonos del tumor GRY se
han determinado los isoenzimas de la olucosa fosfato isomerasa

(GPI), enzima del &cido mélico (MOD) e isocitrato deshicdrogena-




sa (IDH), esf como se he realizado el contaje cromosémico.

El estudio de las ispenzimas se llevds & cabo nor Técnicas

ampliamente descritas nor T. Algarra (1985).

Pera le realizacién del contaje cromosémico de los clonos
del tumor GRY hemos utilizado un test de la casa DIFGO (Te CHRO-

MOSOME MICROTEST KIT) referencia 5063-51.
Este procedimiento consta de los siguientes pasos:

1.~ Cultivo de células
En nuestro caso las células ce los ctlonos a estudiar
ee pusieron en cultivo, no siendo necesario afauir fito hemaglu-
tinina para cstimular la mitosis in vitre, por tratarse de célu-

las tumorales., Una vez gue las células estuvieron en condiciones

éptimas de crecimiento afadimos la colchicina pare detener la mi

tosis en la metafase con el consiguiente acdmulo de cromosomas,

incubando durante 4 a 6 horas,

2.=- Recoleccidn y fijarién de las células,
Sacamos las células del falcon, poniéndolas en un tu-
bo de 10 ml, a continuacidn se centrifugaron a S00-700 rpm duran
te 6-8 minutos.

El siguiente paso fue la hidrolisis oue se realizé con a-




que destilada a 379C durante 10 minutos, centrifugando de nuevo

las células.

Posteriormente se procediéd a la fijacién de las células -
corn una mezcla de 3 partes de metanol y una parte de dcido acetil
glacial, dejéndolas durante 15-30 minutos. Se centrifugeron de -
nueva y se resuspendieron en 0,5 ml de la solucién fijadora, dis
pensando de 3 a 4 gotas de asta suspensién en distintos portes,

se extendid la suspensién y se secd a la llama.

3,- Tincién de la extensién
E1l Gltimo paso de la técnica fue la tincidn que reali
zamos con giemsa procediendo & continuacién a su observacién mi-

croscédpica y contaje de cromosomas.

2.6.~ CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Por caracterizacién bioguimica entendemos el estudio de -

la presencia de los antigencs mayores de Histocompatibilidad y -

la determinacién de su peso molecular,

En nuestro estudio esta caracterizacidn ha sido aplicada
a los clonos A7, y B9 del tumor GRS, comprendiendo les siguientes

etapas:




Marcaje interro

Lisadc

Purificacién de alicoproteinas
Inmunoprecipitacidn

electroforesis en gel de poliacrilamida SDS

Fluorografia,

Marcaje interno

El marcaje interno tiene por objetivo la introduccidén
en las protefnas de las células tumorales de un aminodcido marca-

35
do con un isétopo radioactive, en nuestro caso metionina S,

Brevemente: se selecciona un cultive celular en fase de -
crecimiento dotimo, entonces el medio normal es sustituido por -

el medio de cultivo para marcaje, tras un par de lavados en el -

3
mismo, Afadiéndole 300 ,ACi de 4. Metionina y dejédndolo incubar

durante 4 horas a 379C,

b.- Lisado
Con este paso pretendemos poner en solucién las pro--
teinas de membrana de nuestros clonos tumorales., E1 cardcter hi-

dréfobo de la mayoria de estas protefnas hace necesario el uso -




de un detergente no idnico (NP-40).

Brevemente: las células tumorales una vez marcadas son re
tiradas del falcon vy lavadas tres veces con tampén de lavado, re
tirado el (Gltimo sobrenadante se le afiade 1 ml de tampdén de lisis

incubédndola 1 hora & 42C con agitaciones frecuentes,

c.- Purificacién de gl:-oproteinas

La purificacién de gltcoproteinas nos aporta la venta

je de retirar protefnas conteminantes (actina...) que son un gra

ve incenveniente en la interpretacién final de los resultados. -
Para ello utilizamos una columna de Lens-lentil glicoprotefna, -
con la propiedad de unir otras glicoproteinas por sus cadenas hi
drocarbonacas, entre otros los antigenos de Histocompatibilidad

de clase I. La desorcién se hace por competencia usando O -me--

til-manoxido como agente eluyente.

Brevemente: una vez transcurrido el tiempo de lisado, es-
te es sometido a una intensa centrifugacién (20 minutos a 150C0
rpm); tras la cual el sobrenadante es introducide en la columna
de Lens-lentil equilibrada con tampén NP-40 (tampén que se usa -

para laver la columna). Cuando no se detecta radioactividad a la




salida de la columna le aplicamos la sclucién eluyente para alico
protefnas, que liberardin de la columna las olicoproteinas fijadas,
Tanto la fraccién de proteinas totales como la fraccién de glico-
protefnas son recogidas en recolector de fracciones y la presencia

de prctefnas detectadas por presencia de radipactivided,

d,~ Inmunoprecipitacidn

La etapa gue hemos llamado inmunoprecipitapidn la po--
driamos subdividir en dos fases. En la primera seleccionamos los
ant{ogenos H=2 gue dueremos caracterizar por medio de un anticuer-
po monoclonel o aloantisueroc especifico pare dicho antigeno. En -
la segunda el complejo antfgenoc-anticuerpos es unido a proteina A

-sefarosa CL-48, por lo gue se forma un complejo ce gran tamefio
fédcilmente separable cel resto de glicoproteinas por centrifuga——
cién. La protefna A tiene la propiedad de unirse a la mayorfa de

las Inmunoglobulinas por el fragmento Fc de estas,

Brevemente: una vez que hemos detectado en qué fracciones
de nuestro colector se hallan presentes las glicoproteinas, estas
se concentran unas 10 veces y se dializan frente a NP-40 unea noche

a 49C, tras lo cual se le afiade el aloantisuero o anticuerpo mong

clonal escogido (20 M1 de aloantisuero y S0 /u.l de anticuerpo mo-




noclonal]. Se incuba 1 hora a 42C en agirador rotatorio, tras la

cual se le anade la protefna A sefarose CL-48, incubéndolo 4 ho--
ras en las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo se proce-
de al lavado realizéndolo para anticuerpos monoclonales de la si-
guiente manera: una vez con solucidn tampdn NP-40, otra vez con -
soluciédn de lavado para inmunoprecipitacién y por Gltimo otra vez

con solucidn tampdn NP-=40. Para aloentisueros lavanos una vez con

solucién tampdn de NP-40, dos veces con solucién de lavado para -

inmunoprecipitacidn y finalmente otras dos veces con solucidn tam

pén NP-40,

3.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida 505

La electroforesis en gel de poliacrilami'a en presen--—
cia de SDS es la técnica mds extendida para la determinacién de -
pesos moleculares en protefnas, La presencia de SDS anula las car
gas intrinsecas de las protefnas haciendo igual la densidad de =
carga por unidad de superficie para todas las proteinas, El gel -
de poliacrilamida introduce para unos determinados tamafios molecy
lares un efecto tamiz que dependerd de su concentracidn, asfi al e
fectuar una electroforesis de protefnas en geles de poliacrilamida
en presencia de SDS podrdn separarse dentro de un rango segin su
peso molecular, peso que se relaciona inwversamente con la migra--

cién relativa.




Brevemenie: una vez lavado el complejo protefna A-anticuer
po-Antigeno H-2 para someterlos a electroforesis en geles de poli
acrilamida en presencia de 505, han de ser sometidos & un proceso
en el cual, primero vamos a romper el complejo antes citado, segun
do reducimos enlaces disulfuro por lo gue disociamoslas proteinas
en péptidos, tercero anulamos las cargas intrinsecas de las pro--
tefnas por medio del SDS, Estos tres procesos lo reaiizamos afia—-

diendo 100 M1 de tampén muestra al complejo proteina A-anticuerpo

-antfgeno H=? e introduciéndoles en bafio de agua en ebullicidn du

rante 10 minutos, iras los cuales podemos introducir la muestra -

en el gel de poliacrilamida,

Preparacién del gel de poliacrilamida: en nuestro trabajo
hemos utilizado geles de acrilamida del 12,5% para el gel infe--
rior y 5% para el gel superior.

El primer paso es la preparacién del gel inferior para e-
llo mezclamos los siguientes tampones y soluciones:

Solucién de Acrilamida 16,9 ml
Teampdn oel superior 7,5 ml

Agua destilada 5 ml

Se mezcla y cdegasificamos durante cinco minutos, afadién

dose a continuacidn:




50lucién de 5DS 0,3 ml
Temed 0,03 ml

Solucisn de Persulfato amdnico 0,3 ml

Una vez afiadido el temed y el persulfato aménico se proce
de rdpida y cuidadosamente a introducir le solucién en el molde
que estarfa previamente preperado, cubriéndose la superficie del
ael con una delgada capa de propanol, para cue la polimarizacién

sea totalmente horizontal y evitar meniscos y burbujes. Este gel

se deja polimerizar (30 minutos a 1 hura) ya polimerizado se re-

tira completemente el propanol y se introduce la solucidn del -
gel superior formada por:

Solucidn de acrilamida ml

Tampén gel superior 2.5 ml

Agua 5 ml

Solucién de SDS 0,1 ml

temed 0,01 ml

Solucién de persulfato aménico 0,1 ml

Igual que enteriormente el temed y el persulfato se le a-
fladen inmediatamente antes de su introduccién en el molde, no =

siendo necesaria la decdsificacién de esta solucidn.




Las muestras se introducen en pocillos cue se logran al -
intreducir un peine junte con el gel superior, as{ una vez poli-
merizado este, el peine seria retiredo quedendo los pocillos

bien delimitados.

Le electroforesis la realizamos durante 16-18 h,, locali-
zéndnse el frente por el azul de bromofenol, Junto con las mues-
tras introducimes un control de peso molecular compuesto por pro

4
tefnaz marcadas con 5 G

d,=- Fluorografia

Una vez cue ha finalizado la electroforesis el siguiente
v Gltimo paso serd la locelizacidn de los péptidos precipitados
con ic3 enticuerpos monoclonales o aloantisueros utilizados., Es-
tos péptidos al proceder de las células tumorales estarédn marcae-
dos con 3SS-metionina por lo que podemos hacer uso de esta para
su localizacidn. .Por el proceso de fluorograffa vamos a aumentar

la eficiencia de esta localizacidén, al pasar las radiaciones

emitidas por el 355 a centelleos procedentes del PPO, que impre-

sionardn una placa comin de rayos X.

Brevemente: Acabada la electroforesis, el gel se extrae y




-

- se introduce en solucién fijadore de 10 a 15 minutos, despue$ de
estos lo paéamos a una primera cubeta DMS0 durante 1/2 hora, a -
caﬁtinuacidn a otra cubeta con DMSO limpio _cdurante otra media -
hora y finalmente se introduce en la solucidén para fluorooraefia

durante tres horasg pasando a continuacién a lavar el gel en bano
de agua durarte 45 minutos ; transcurridos estos el gel se intrg

duce en un secador de geles, donde una vez seco esta preparado -

para impresionar pelfculas de rayos X; esta impresién la realiza

mos a -809C curante un tiemno vaxiaeble segdn la cantidad de ra-—-

dicactividad precipitada.

2.7.- CRECIMIENTO “IN VIVO"

Para el estudio de crecimiento "in vivo" se inyecta
ron 2,5 x 105 células de los distintes clonos del tumor GRS, ha-
ciendo incapié en que estuvieron en éptimas condiciones de creci

miento.

Las células fueron inyectadas por via subcutédnea a grupos
de cinco ratones BALB/c, midiendo el crecimiento tumoral cada -
cuatro dfas hasta la muerte del animal, E1 tamafio del tumor se -
expresa en milfmetros de didmetro suponiendo el tumor esférico.

Los resultados reflejan la media de crecimiento en cada ‘arupo de

ratones,




Como control se inyectaron al mismo tiempo la misma canti
dad de células de estos clonos en ratones HAL3/c inmunosuprimi--

dos mediante una dosis de radiacidn de 400 rad.

Los clonos A7 y 39 fueron estudiados en su comportamiento

5
"in vivo® mds ampliamente, inyectando de igual manera 5 x 10 , 1

&

y 3 x 106 células de cada clon. Se usé también como con—-

x 10

trol el crecimiento en ratones inmur. ..;uprimidos inyectados con -

5 % 105 células,




IV, -RESULTADOS




1.- ESTUDIO DE LOS CLONOS DEL TUMOR GRDY

En un principio nuestro trabajo se centrd en el estu-

dio general de los clonos obtenidos cel tumor GR9, realizando el
i . ; ; 4 51

tipaje de loe mismos por radioensayo de liberacidn de Cr y ra-

diounidn, a continuacidn realizamos un estudio de crecimiento -

"in vivo",

1.1.- RESULTADDOS DE TIPAJE DE LOS CLONOS DEL TUMOR GRS

1,1.1,- Radioensayo de liberacién de 510?

Las células del tumor GRS ma:cadas con 518r fug=—

ron incubadas con aloantisueros H-2 y complemento de conejo.

Las reacciones positivas se cuantificaron con los siguien

tas sfimbolos: &4+ citotoxicidad alta; 44+ citotoxicidad media; 4

citotoxicidad baja; +/- citotoxicidad débil; (=) citotoxicidad -
nula. Como control positivo se utiliz§ hetercantisuero de ratén
producido en conejo RAMA, Los resultados obtenidos quedan refle-

jados en las tablas 9,10 y 11.
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1.1.2.- Radiounidén

Las células de los clonos del tumor GRY9 y linfoci-

d
tos normales se incubaron con anticuerpos monoclonales anti H-2,

posteriormente se lavaron y se trataron con F(ab’]2 (antiinmuno—-

. 125
globulina de ratén producida en carnero) marcado con I. Los re

sultados se expresan en c.p.m, - DS al hacer la prueba por tripli

cado; En la tabla 12 aparecen los resultados de este tipaje.




RADIO UNION

ANTICUERPOS MONOCLONALES

H=29 K¢ p?

(34-1-2) (20-8-4} (#a-4-20)

30.12442300 169434831 2446041034

2507541345 181374332 185244781

238854835
101384721
86784236
72114362
71584580
57184405
55004343
52094799
38564530
35744268
34514144
201364517

15694298

119554502
39704172
89274257
31364144
29894234
22114173
42004430
26624205
24014363
21194146
13484116

156354601

9664273

141144608

66494186
34084115
38744300
46394405
38474304
34184254
35954222
26004188
20514157
14314124
166344121

12484352

Tabla 12

Tipeje con la técnica de radiounidn para diferentes clonos

del tumor GR9




1,2.- RESULTADOS DE CRECIMIENTO IN VIVO

Para este estudio se utilizaron ocho clonos que pre=-

sentaban caracteristicas serolégicas distintas, se inyectaron sub

cutédneamente 2,5 x 105 células de los clonos en ratones BALB/c. -

El tamafio del tumor se midié cada cuatro dfas y los resultados se
expresaron en mm de didmetro, Figura 16, Esto mismo se realizé en

ratones BALB/c radiados quedando reflejado en la Figura 17.




CRECIMIENTO 'IN VIVO

BALB/c NORMALES

25 X 102 CELULAS
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FIGURA 16




CRECIMIENTO 'IN VIVO'

BALB/c RADIADOS

25 X 105 CELULAS
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FIGURA 17




1,3.~ CONTAJE DE CROMOSONAS

La 1ablal3 muestra el nidmero de craomosomas de ocho

clonos del tumor GRY. Los resultados se expresan en nimero de crg

+ Ll P :
mosomas - la desviacidn estandar; esnecificando también la expre-

5idn fenotipica H-2 de dichos clonos.

En la Figura 18 aparecen los cromosomas pertenecientes a -

los clonos A7 y DG.




CARIOTIPOS

3”9 clonos N-Cromosomas}t DS

1,4
1,5
2,4
), 2
1.1

1,4

Tabla 13

Némero de cromosomas para diferentes clonos del tumor GRO,




FIGURA 18

CROMOSOMAS PERTENECIENTES AL CLON D6

CROMOSOMAS PERTENECIENTES AL CLON A7

2.~ ESTUDIO DE LOS CLONOS REPRESENTATIVOS (A7,89,C5 y D6)

Como resultado de los anteriores estudios se seleccip
naron cuatro clonos A7, B9, C5 y D6 y se procedid a un estudio -
més completo de los mismos. Pare su mejor andlisis, estos resul-

tados se han clasificado en cuatro grupos:

l.- Tipaje H=2
2.- Marcadores de linfocitos T y B
3.- Caracterizacién Bioquimica

4.- Crecimiento "in vivo"

Previamente para asegurar el cardcter BALB/c de los clonos
A7, B9, CS5 y D6 se determinaron los patrones enzimdticos parae los

sistemas glucosa fosfato isomerasa (GPI), enzima del dcido mélico

(MoD) e isocitrato deshidrogenasa (IDH), I, Algarra (1985), En la

Figura 19 aparecen los resultados de estos patrones isoenziméti-

cos,

2.1,- RESULTADOS DEL TIPAJE

Los cuatro clonos tumorales estudiedos han sido tipa
dos por los métodos serolégicos y celuleres descritos en el capi-
tulo anterior. A continuaciin detallamos los resultados obtenidos

con cada una de estas técnicas.




ZIMOGRAMA PARA EL ENZIMA DEL ACIDO MALICO (MOD)

srl
AT

B9
Cd

D6
BALB/C

C5IBL'6

CBAH

ZIMOGRAMA PARA EL ENZIMA GLUCOSA FOSFATO ISO-
MERASA (GPI)

FIGURA 19




ZIMOGRAMA PARA LA ENZIMA ISOCITRATO DESHIDROGE-

NASA (IDH)

FIGURA 19 (7ONT)
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2.1.1.- Radioensayo de liberacidn Cr

La citotoxicidad obtenida mediante esta técnica
al enfrentar las células de los clonos con una baterfe de aloan
tisueros {de la serie N.I.H.) que definen especificicades pdbli
cas y privadas tanto propias como extrafias pueden observarse en
las Figuras 20 y 21, En abecisas representamos la especificidad
reconocida por cada uic de los aloantisueros empleadns v en or=-

denadas la citotoxicidad obtenida.










2,1.2,- Radiounidén

En la tabla 14 quedan reflejados los resultados -

de estos tipajes con anticuerpos monoclonales.

+
Se realizd la media - la desviacidn stundar restando pre-
viamente las uniones inespecificas F(ah']2 para anticuerpos mong
clonales. Como controles negativos se utilizaron un anticuerpo -

moroclonal de igual isotipo y no reaccionante para las células -

en estudio. Fn las Figuras 22,23 y 24 podemos ver la curva de sa

d

d
turacidn de estos cleins con anticuerpos monoclonales (H-2 , H=2K

y H—ZDd].




RADIO UNIOM

*'ONOCLONALES

H=2 K p? K<

CELULAS (34-1-2) (20-8-4) (34-4-20) (116-22-7)

31.12741300 159134333 247584432 183452
3635 4135 15344168 14984150 25410
58504238 20804202 25134150 238450
1200741050 54904150 98254538 100425
213304683 1564341080 178084132 4004100

13944233 210450 4454200 134504450

Tabla 14
Tipaje por técnica de Radiounidén, usando anticuerpos mono-

clonales para los clanos A7, B9, C5 y D6.
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2.1.3.= Inmunofluorescencia Indirecta

En la tabla 15=se evpresan los resultados obteni--

dos por esta técnica expresacdis cualitativamente como a continua

cidn indicamos:

fuerte fluorescencia

mediana




INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Monoclonales

Células |<k

A7

B9

Tabla 15

Tipaje H-2 por inmunofluorescencia indirecta de 1los

A7, B9, C5 y D6




7.1.,4,- Absorcidn de antisueros

Se utilizaron los aloantisueros ANTI H-2K 31 y =
d

H=PD4 por ser las especificidades privadas del Haplotipo H-2 .

En la Figura 25 podemos ver los resultados obtenidos, en
radioensayo de liberacidén r, al enfrentar las células de
/c con estos sueros absorvides previamente con cantid
crecientes de células de los clonos y con linfocitos normales -

(control positive y negativo)




2.1.5,- Tipaje con linfocitos T citotéxicas

&n las Figuras 26 a 30quedan reflejados estos re-
sultados; En las tres primeras se generan linfocitos T que reco-

d
nocen todo el haplotipo H=2 o parte de &l y por tanto deben de

d
reconocer & células con fenotipo H-2 , tal como son las células

BAL3/c.

En las Figuras 29-30 representan los resultados obtenidos
generancdo linfocitos T citotéxicos frente a otros haplotipos di-
ferentes al H-2". En ningdn caco se aprecid actividad citotdxica

alguna,
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2.2.- RESULTADDS DE MARCADORES DE LINFOCITOS T Y B

2.2.1,- Marcadores de Linfocitos B

Utilizemos la técnica de radiounidén para compro-
bar si estos clonos expresaban Inmunoglobulinas de superficie -
Figura 3L Formacidn de roseteas E.A.C. para la determinacidén de
receptores Fc, tabla 16y por dltimo radiocensayo de liberacidn

1Sr para el estudio de antigenos de clase II, Ia, Figura 32
En la Figura 33 se pueden ver 15 resultados obtenidos con linfo

citos normales,

2.2.2.- Marcadores de Linfocitos T

51
Se realizé un ensayo de liberacidn de Cr para

la determinacidn del antfgeno Thy 1, Figura 34-35 también la -

primera como control.
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2.3.- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS ANTIGENGS H-2 PARA

LOS CLONOS A7 Y 89

En la Figura 36 aparecen las autoradiografias obtenidas -
de inmunoprecipitar con el monoclonel 34-1-2 lisados procedentes

de linfocitos normales de BALB/c y lisados procedentes del GR9A7,

En la Figura 37 aparece la autoradiograffa obtenida al in
munoprecipitar lisados procedentes del GRY9A7 con aloantisueros -

gue detectan la molécula H-2Kd y H-EDd.

En la Figura 38 aparecen las autoradiograffas obtenidas -

al precipitar un lisado procedente del GRIBY con aloantisueraos -

d d
que detectan las moléculas H-2K y H-20 y también con el mono=-—

clonal 34-=1-2,




BALB/c

AUTORADIOGRAFIA DE LA INMUNOPRECIPITACION EN GEL

DE POLIACRILAMIDA SDS DEL CLON A7

FIGURAS 36 Y 37




AUTORADIOGRAFIA DE LA INMUNOPRECIPITACION

EN GEL DE POL!ACRILAMIDA SDS DEL CLON B9

FIGURA 38




2,4,- CRECIMIENTO IN VIVO

El crecimiento obtenido en ratones BALB/c radiados -

inyectados con 25 y 5 x 105 células y en ratones PALB/c normales

inyectados con 2,5 x 105. 5 105. 1 x 10S y 3 x 106 células de

los clonos, A7 y B9 aparecen en las Figuras 39, 40 y al

Como se observa el crecimiento fue similar para los dos -
clonos en ratones radiados, por el contrario aparecen diferencias
de crecimiento en los dos clonos en ratones normales, siendo més

LB e ; ; 5 :
significativa con 2,5 y 5 x 10" © igualéndose prédcticamente con -

6
3 x 10 cé&lulas,




2's X 10° CELULAS

BA L-a/c RADIADO 3

12 18 20

24 28 32 36
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V.-DISCUSION




£l objetivo de esta tesis como ya se ha mencionado ha si-
do la caracterizecién de un sistema tumoral formado por clonos -
procedentes de un mismo tumor, el GRY, estos clonos fueron obte-
nidos por micromanipulacién bajo microscopio invertido, lo que -

garantiza la clonalidad en cada uno de ellos,

Esta caracterizaecién se ha enfocado principalmente al fe-
d ;
notipo H-2 , para ello en un primer pasc hemos tipado con técni-
ca de citotoxicidad mediada por complemento y medida por la libe
Z 51
recién de = Cr, la segunda un ensayo de radiounién usando como -
: i i 125
segundo anticuerpo F(ab )2 anti Ig de ratén marcado con I, ab
tenido en oveja. Para el primer ensayo hemos usado aloantisueros
del NIH que reconocen algunas especificidades pdblicas y priva--
: d
das del haplotipo H-2 . En el segundo caso hemos usado anticuer-

d d
pos monoclonales gue reconccen las moléculas H=2K , H-20 o0 am——

bas,

51
Observando los resultados obteridos con el tipaje de Cr,
tablas 9, 10 y 11, lo primero que destaca es la aparicién de clo

nos aparentemente H—-2d negativos tales como B9, B%, Cl1, B3, S,

otros como el C5 y B10 que no reaccionan o 1o hacen muy débilmen

te frente a los aloantisueros que definen las especificidades -

d
privadas del haplotipo H-2 , dando reactividades positivas algunas




muy altas con otros aloantisueros cue definen especificidades pd-

blicas de este haplotipo. Otro clon llamativo es el G10 que reac-

ciona muy débilmente solo con algunos aloantisueros gque reconocen
Ao, d

especificidades presentes en la molécula H-2D . Los demds clonos

reaccionan de una manera aparentemente normel para células del ha

d
plotipo H-2 @apreciéndose solamente pequefias variaciones cuantita

tivas.

En la tabla 12 podemos ver los resultados obtenidos al u--
sar la técnica de radiounién. Esta tabla ha sido ordenada con res
pecto a la cantidad de F(ab®), unido al monoclonal gue reconoce -

d d :
con juntamente las moléculas H-2D~ y H-2K (34--1-2), podemos apre-
d
ciar un amplio espectro de expresidén H-2 en estos clonos que ve
desde 30.000 c.p.m. obtenidos con el D8 hasta los 3,000 c.p.m. ob
tenidas con el B9, pudiendo establecerse tres grupos, el primero
con clonos gque unen menos de 6.000 c.p.m., el segundo con clonos
que unen de 6.000 c.p.m. a 10.000 y un terceroc con clonos Que U=
nen mds de 20.000 c.p.m., este grado de heterogeneidad también a--
parece cuando usamps monoclonales gque reconocen por separado la -
d d
molécula H-2K" o H-2D . La relacién K/D es también variable, llen
do desde 1,2 obtenida en el clon B3 hasta la 0,6 obtenida pera -

los clonos D6, G10 y B7.




Cuendo comparamos los resultados obtenidos con estas dos
técnicas, la similitud es en general buena, correspondiendo cito
toxicidades altas con alto ndmero de c.p.m. ¥y citotoxicidades ba
jas con bajo némero de c.p.m. Asi del grupo de clonos aparente--

51 : :
mente negativos para = Cr,los probados en radiounién (89, B3 y
Cll) se encuentran en el primer grupo; otros componentes de este

grupo C5 y B10 no fueron lisados con los aloantisueros que defi-

d
nfan las especificidades privadas para las moléculas H=2K vy

d

H-2D por lo gue parece que la citotoxicidades obtenidas usan-

do otros aloantisueros definiendo especificidaces piblicas para
. d R m

el haplotipo H-2 se deben atribuir a la presencia de anticuer--

pos antiviricos reaccionantes con estos dos clonos. P.A. Klein =

(1975), Robinson (1979). E1 dltimo integrante, de este grupo con

d

baje reactividad H-2 , es el 87, clon que aunque bajo en expre——

sidn H-2 ha presentado citotoxicidades detectables para todos -
5 ; 51

los aloantisueros, medidas por la técnica de liberacién cde Cr.

Esta aparente contradiccién no es sin embargo inexplicable pues-

to que B7 es el clon con més alta reactividad dentro del primer

grupo y si este clon es muy sensible a la lisis por complemento,

esta baja reactividad podria ser suficiente,




£n el segundo grupo quedan encuadrados los clonos G10, A2,

011 y D6, De estos el A2, B1l y D6 presentaban citotoxicidaces

normales siendo mucho més acusadas para 811 y DE, estas diferen
cias como ya dijimos anteriormente las podempos achacar a un ma-
yor arado cde sensibilidad para la lisis por complemento y tame—-
bién debido a la mayor reactividad que 811 y D6 presentan con -
respecto a Gl0 y D2. También para el clon G510 la concordancia -
entre ambas técnicas es buena como tijimos anteriormente este -
clon es liecado sclo por aloantisueros que detectan ia molécula

H~2Dd, siendo negafiuo para aloantisueros reaccionantes con la
molécula H-EKd, esta caracteristica es también detectada con la
técnica de radiounidn presentando menos c.p.m. cuande usamos el
monoclonal gue detecta la molécula H-EKd, con una razén de co—-—

; d
ciente Kd/D de 0,6, minima para nuestro sistema tumoral.

Los tres clonos gque forman el tercer grupo A7, DB y G2 -

presentan citotoxicidades positivas para todos los aloantisue--

51
ros usados, medidas por la técnica de liberacién de Cr, lo -

que concuerda con las altas reactividades que presenta este gru

po frente a los tres monoclonales.

Las dos técnicas usadas, citotoxicidad mediada por com--




51
plemento y medida por liberacién de " Cr y tipaje indirecto usan

do un segundo anticuerpo marcado con 1251. dan resultados super-
ponibles, pudiendose explicar las diferencias encontradas, por -
las caracteristicas intriqsecas de ambas técnicas; asf{ la segun-
da de ellas se acercard mds e una cuantificacidn relativa de las
moléculas H-2Kd y H-EDd presentes en los clonos de nuestro siste
ma tumoral, mientras que la otra técnica enmascarard esta cuenti
ficacién por otras propiedades tales como la rasisteqcia a la 1i
sis por complemento, o al uso de aloantisueraos, menos especifi-—-—

cos gue los anticuerpos monoclonales.

Resumiendo, al usar estas dos técnicas hemos podido apre-—-
ciar que el tumor GR9Y estéd compuesto por distintos clonos, pre——
sentando estos heterogeneidad en cuanto a su fenotipo H—2d, este
hallazgo no es nuevo pues otros autores han reportado heteroge--
neidad en clonos procedentes de un mismo tumor. Eisenbach [1984],
Baetsalier (1960), Schirrmacher (1981). Esta heterogeneidad es -
en nuestro caso generalmente cuantitativa, lo cue difiere con al
guro de los casos citados, donde aparece falta de expresidn para

molécula H-2 o aparicién de moléculas H-2 extranas,

Uno de nuestros objetivos al iniciar este trabajo era ver




el comportamiento de los clonos del GRY cuando eran inyectacos -
"in vivo" en raiones singénicos, aprovechando gue nuestros clonos
pueden dividirse segin su grado de expresién H-?d. Para el estu--
din "in vivo" hemos esconido representantes de cada uno de los -
tres grupos. Asi para el grupo de clonos con baja reactividad se-
leccionamos los clonos 89, 810, C5 y B3; del segundo grupo Bll vy
D6 y por Gltimo del tercer grupo A7 y G2; el estudio de crecimien
to ™in vivo" se realizé en las condiciones ya descritas y los re-
sultados quedan reflejados en las figuras 16 y 17, la primera u--
sando ratones inmunocompetentes, la segunda usando animales some-

tidos a una radiacién de 400 Rads,

En la primera de estas figuras destace a simple vista el -
comportamiento de tres clonos B10, C5 y BY con un crecimiento mu-
cho mds agresivo gue el resto de clonos usacdos en estos estudios
in vivo, alcanzando el tumor un tamafio medio de 30 mm a los trein
ta dfas de su inoculacién y no superviviendo los animales més de
estos dfas, A diferencia el resto de los clonos en esta fecha pre
sentaban un tamafio mucho menor (inferior a 10 mm para el mds agre
sivo de ellos) y produciendo ratones regresores en muchos casos -
sobre todo para clonos del tipo A7 y GZ2. Curiosamente los tres -

clonos mds agresivos, mencionados anteriormente B10, C5, B89 perte

necen al grupo de haja expresién H-2 y ademéds siendo, dentro de

este grupo, los de mds baja expresidn, cuyo crecimiento "in vivo"
ha sido medidn. Con respecto a los otros cinco clonos usados, a-
unque las rdiferencias entre ellos no son ni con mucho tan claras
como las mencionadas anteriormente no podemos olvidar que los -
dos clonos que han presentado menor crecimiento (A7 y G2) produ-

ciendo un alto porcentage de ratones regresores forman parte del

d
grupo de alta expresién H-2 . También hemos de mencionar el caso

del B3 que aungue perteneciente al grupo de baja expresidn H-2d

presenta un crecimiento mucho rés lento que G5, B10 y B9 pertene
cientes tamhién a este grupo, este comportamiento que podemos -
llamar*andémalo® del B3 podrfs atribuirse, a la existencia de un
nivel en la expresidn H-Ed por encima del cual el crecimiento -
"in vivo" se verfia muy retardado, estando C5, B9, B10 por debajo
de este o bien a que sobre este clon B3 actuaran con mayor efi——
ciencia mecanismos de defensa independientes del H=-2 tales como

las células NK. Una caracteristica del B3 es su alta razdn Kd/Dd

1,2 la mds alta entre todos los clonos.

Todo lo dicho hasta el momento parece indicar que un feno

tipo H-?d nulo o de baja expresién favorece el crecimiento local




d
del tumor, y por lo contrario una alta expresién H-2 impide este

crecimiento. Demant (1980).

Cuando este mismo estudio es realizedo en ratones radiados
(dDUH), observamos que las claras diferencias existentes cuando u
sdbamos ratones inmunocompetentes han desaparecido, asi no hay -
ningdn clon que produzca ratones regresores, la mayorfa de los clo
nos usados alcanzan un tamafio de 30 mm a los treinta dfas produ——
ciendo la muerte del animal; solo tres de ellos D6, A7 y G2 pre—
sentan un crecimiento més lento aungue 06 y A7 producen la muerte
del animal pocos dfas mds tarde que los de crecimiento més rdédpido.
Solo el G2 tiene un crecimiento oStensiblemente més lento en rato
nes inmunosuprimidos aunque produce icualmente la muerte del ani-

mal,

En nuestro sistema tumoral parece clara la relacifn entre

d
malignidad y expresién H-2 , estando éstas en relacién inversa, -

Existen en la bibliografia ejemplos recientes que relacionan el feno
tipo H-2 con alguna caracteristica del tumor como malignidad o ca
pacidad metastdsica. Hui (1985), Wallich (1985), Isakov (1983), -
Rosloniec (1984), Aunque en todos estos casos la malignidad o ca

pacidad metastdsica se relaciona con la falta de expresién de al-




guna molécula de clase I en nuestro caso la malignidad estéd rela
cionada inversamente con la expresién de ambas moléculas H-2 =
(H=2K y H-2D). La igualdad obtenida, usando ratones radiados, pa
rece poner de manifiesto que algidn mecanismo radiosensible es lo
que impide a clonos como Bll, 83, D&, A7 y G2 crecer répidamente
en ratones normales. Es obvio que dentro de los sistemas radio~--
sansibles se encuentra parte del sistema inmune, si a esto uni--
mos la aparente importancia del fenotipo H=2 en el crecimiento -
de estos clonos, los dos datos apuntan & que los linfocitos T ci
totéxicos podrfan jugar un papel importante en el mecanismo de -
defensa inmune en nuestro sistema tumoral, escapéndose a la ac--

cién de estos, los clonos B1l0, C5 y B9 debido a la baja expre——

d
sién H-2 en ellos, suposicién apuntada por algunos autores., De-

mant (1980).

En toda caracterizacién de un sistema tumoral el uso de -
marcadores genéticos es obligatorio si queremos tener un control
sobre su origen y la posibilidad de su jidentificacién en cual--—
quier momento. Robinson (1981b). Para ello nosotros en este sis-
tema tumoral hemos identificado las formas isoenziméticas para -
los sistemas isocitrato deshidrogenasa (IDH), enzime del écido -

m&lico (MOD) y glucosa fosfato isomerasa (GPI). I. Algarra




(1985), hemos realizado también el recuento de cromosomas para -
alounos de los clonos del tumor GR9 tabla 13, en ella se obser-
va que nuestro sistema tumoral presenta a groso mocdo dos tipos =
de células segdin su nimero de cromosomas, un tipo de células con
ndmera de cromosomas préximo al que presentan las células norma=-
les de ratén y otro grupo que podemos llamar pseudotetraploide,

esta diversidad en el ndmero de cromosomas se ha descrito para -
clonos procedentes de un mismo tumor. Schirrmacher (1981]. En -
cuanto a los andlisis isoenzimdticos, para este sistema tumoral,
indican una identidad total entre las formas isoenziméticas de -
los clonos tumorales y les células normales de BALB/c, En la Fi-

gura 19 aparecen los resultados para los clonos A7, B9, C5 y D6.

Los cuatro clonos referidos inmediatamente antes fueron -
escogidos como representantes del tumor, haciéndose un estudio -
més amplio de ellos. De estos clonos, el A7 pertenece al grupo -

de aita reactividad con anticuerpos monoclonales especificos pa-

ra las moléculas H-EKd y H-2Dd, el D6 pertenecia al grupo de reec

tividad media y por @Gltimo los clonos CS y B9 estaban encuadra--

dos en el grupo de baja reactividad,

Se comenzé este estudio realizando el tipaje H-2 de estos




clonos por distintos métodos serolégicos y celulares, utilizan-

51
do de nuevo la técnica de radioensayo de libzracién de Cr, pe

ro con aloantisueros del NIH gue definfan especificidades pdbli
: . - : d
cas y privadas tanto propias como extrafias del haplotipo H=2 ,
figura 20 y 21. E1 clon A7 presentd citotoxicidaces altas con los
. d :
alpantisueros especificos del haplotipo H=2 , no reaccionando -
con aquellos propios de otros haplotipas. El clon B9 comn se es
peraba en um primer momento no reacciond con ninguno de los alo
antisueros utilizados, es decir presentaba una baja expresién -
d :
de antfgenos H=2 . Llamé la atencién el clon C5, que presentd -
L - 51 :
una baja liberacién de Cr, con aloantisueros gue definfan es-
e Al d

pecificidades pdblicas y privadas del haplotipo H=-2 pero reac-
cionaba con aloantisueros propios de otros haplotipeos, por alti
mo el clon D6 incluide en el grupo de reactividad normel, nos -
dio una citotoxicidad més alta gue el clon A7, con aloantisue--
ros que definfan especificidades tanto propias como extrafas, -
de esta forma pudimos apreciar que los resultados obtenidos con
los cionos A7 y B9 concordaban con los citados anteriormente, -
llamando la atencién los clonos CS y D6 por reaccionar con alo-
antisueros que definfan especificidades extrafas al haplotipo -

d
H=2 , estas reacciones andmalas han side descritas en algunos -




Sistemas tumorales y sus causas bien comprobadas pudiendo deber-
se a:

a).- Alteraciones de las moléculas ce clase T o anaricidn -
de nuevas moléculas clase I, con caracteristicas parccidas a al-
gunas ya existentes en otros haplotipos y reaccién cruzada con g
llas. Festenstein (1981). Parmiani (1980), F. Garrido (1979b),

Mc Millan (1985).

b).— Utilizacién de aloantisueros cue contengan. ademds de
los anticuerpos especifices que definan una especificidad H=2, 0
tros dirigidos frente a ciertas estructuras proteicas tales como
protefnas viricas, presentes en las células diana gque hemos usa-

do. P.A. Klein (1975).

La investigacién de las causas (ltimas de estas extrareac
ciones en los clonos CS y D6 requerird posteriores investigacio-
nes usando diferentes técnicas como absorciones, inmunoprecipita
ciones, CTL y el uso de anticuerpos monoclonales que obviarien -
la segunda causa, quedando por tanto fuera del objetivo de este

trabajo que como hemos mencionado es la caracterizacidn del feno

d
tipo H-2 en nuestros clonos; sin embargo hay algunos datos que

nos indican a pensar que estas extrareacciones se deben al uso -




“e aloantisueros mds que a causas intrinsecas a las células tumg
rales,as! si pensamos en el "C5", este clon presenta un crecimien
to répido cuando es inyectado en ratones singénicos, si en este

clon existieren moléculas de clase I, con caracteristicas pareci
das a otras moléculas de clase I preégﬁzes en otros haplotipos -
parece probable que podria inducir una alorespuesta, fendmeno ya
descrito para algunos sistemas tumorales, Garrido (1979b), Phi-=
lips (1985). El crecimiento répido del clon "CS" no deja luger a
la duda, en este caso, no hay alorespuesta por lo tanto si hay -
algln cambio en las moléculus de clase I no serd importante, O-—

tro dato es el uso de CTL especfficos (se discutirén més tarde)

d
para haplotipos diferentes al H-2 que fueron negativos tanto pa

ra C5 como D6, por otra parte como control negativo en la técni-
ca de radiounién hemos usado un monoclonal que reconoce la molé-
cula Kk, siendo negativo tanto para C5 como para D6, y por Glti-
mo el hecho de gque las extrareacciones aparezcan de una forma -
tan masiva hace suponer la presencia en C5 y D6 de una estructu-
ra o estructuras reconocidas por la mayoria de los aloantisueros

murinos.

£l segundo ensayo utilizado para este tipaje fue la técni

ca de radiounidn usando anticuerpos monoclonales especificos pa-




ra el haplotipo H—Ed; (H—?d, H--EDd y H-?Kd] y un anticuerro mong
clonal negativo para las células tumorales en estudic (H-EKk), -
tabla 14, no apareciendo diferencia alguna con 21 ensayo de racdio
unién llevado a cabo en la primera parte de nuestro trabajo. Pa-
ra corroborar estos resultados y asegurarnos de oue estdbamos tra
bajando con cantidades éptimas de anticuerpos monoclonales se di-
sefiaron curvas de saturacién que pusieron de manifiesto la diferen
te expresién de los antigenos presentes en estos cuatro clonos, -

reconocidos por estos anticuerpos monoclonales. La saturacidn con

d
el anticuerpo moneclonal H=2 se alcanzd aproximadamente con EUri,

mientras que para los anticuerpos monoclonales H-ZDd y H-2Dk fue

suficiente con 5/&1. Como podemos ver los resultados obtenidos -
fueron los esperados, quedando reflejados de forme més demostrati-
va en las figquras 22, 23, 24, donde podemos ver que el clon A7, -
presenta una mayor cantidad de antigenos H-2cl gue los linfocitos

normales de BALB/c, mientras que los clonos D6, CS y BY, presen--
tan un némero sensiblemente menor, al clon D6, por su parte, pre-
senta un nimero de moléculas H—EDd més alto que de moléculas -

H=2K ,

También se realizé un ensayo de inmunofluorescencia indi—

recta, tabla 15, esta técnica confirmé lo anteriormente descrito,




dando reactividades claramente més fuertes con el clon A7, mien-
tras que las diferencias entre los otros clonos aungue existen=—-
tes eren diffciles de poner de manifiesto, con esta técnica, que

tiene en su subjetividad su mayor defecto.

Los datos de las absorciones de los aloantisueros H-2.4 y
H-2,31, figura 25 concuerdan con los obtenidos con el ensayo de
radiounién a saturaciédn, asi el A7 absorbe répidamente los anti-

. d d b
cuerpos anti H-20 y H=2K presentes en los aloantisueros H=-2.4
y H=2.31 respectivamente, los clonos CS vy B9 no son capaces de -
. i d
absorber estos mismos anticuerpos, por lo que aparecen Como H=2
negativos. E1 clon D6 si es capaz de absorber la citotoxicidad -
de los alcantisueros H-2.4 y H=2,31 pero necesitando mayor néme-

ro de células que las cue necesita el A7, confirméndose también

d d
la mayor presencia en este clon de la molécula H-2D que la H-2K ,

al necesitar casi el doble ndmero de células pera absorber la ci
totoxicidad del aloantisuero H-2,31, que define la molécula

H—EKd.

d
Siguiendo con el estudio fenotipico H-2 de los clonos A7,
B9, C5 y D6 hemos usado métodos celulares, tipaje con linfocitos T

citotoxicos (CTL), de esta manera estudiamos la presencia de an-




d
tfoenos H-2 de clase I en las células tumorales de los clonos -
seleccionados, mediante la utilizacidn de linfocitoes T citotéxi-
S d d
cos dirigidos frente a las regiones H-2K o D, figures 26, 27
y 28. Se observa que las células de los clonos A7, D6 y débilmen
te el 59 fueron lisedas por los linfocitos T citotdxicos dirigi-
d d d
dos frente a las moléculas H-2K y H-20 (H-2 ), asi como las cé

lulas de los clonos A7 y D6 también fueron lisadas por los linfo

d
citos T citotéxicos dirigidos frente a la molécula D ; les lin-

d

focitoe T citotéxicos dirigidos frente a la molécula K solo fue
ron capaces de lisar a las células del clon A? v .0 & las del -
clon D6. Estos datos vuelven a confirmar los ya conocides; para

' d
el clon A7 se identifican claramente tanto la molécula H=2K co-

d ; . d d
mo la H-2D , para el clon D6 se identifica la H=2D  y no la H=2K
para lo cual se deleria usar probablemente un cociente efectora/
diana m&s alto, para los clonos C5 y B9 no sz identifica molécu-
la alguna, la leve reactivicad que se aprecia para el B9 ( menos
del 10%] cuando usamos CTL especfficos para todo el haplotipo -
d

H-2 , puede deberse al empleo de una inmunizacidn no congénica,
mientras que las otras que han sido usadas si lo son.

Como controles de este método, se generaron linfocitos T

. . b k

citotdxicos frente a otros haplotipos (H=2" y H=2 ) figuras 25 y

26, como era de esperar al enfrentar estos linfocitos 7 citotdxi




cos con las células tumorales de los clonos A7, B9, C5 y D6 no -
fueron capaces de lisarlas, estos datos apuntan como ya se mencio
né a que las extrareactividades obtenidas para los clonos CS y -

D6 sean debidas al uso de aloantisueros.

Las t6cnicas usadas para el estudio fenotipico de los clo

nos seleccionados del tumor GRY nos han permitido hacer el tipa-

d
je H=2 de estos clonos de una forma amplia y clara, pudiendo de

cir que presentan una heterogeneidad cuantitativa en la expre---
sién de las moléculas H-ZDd y H-2Kd siendo por orden decreciente
A7, D6, C5 y B9, por otra parte en el clon D6 la expresién de la

d d
molécula D es mayor que la K ,

Independientemente del tipaje H-2, se realizaron una serie
de estudios de marcadores celulares de fédcil caracterizacidn pa-
ra los clonos A7, B9, C5 y D6. Estos marcadores fueron inmunoglo
bulinas de suparficie (Igs), receptores Fc, antigenos de clase -
II y antigenos Thyl. Todos los marcaderes resultaron negativeos -

nara nuestros clonos, Figuras 31 @ 35 y tabla 135.

Para la Giltima parte de nuestro trabajo se escogieron los

d
clonos A7 (positivos para H-2) y B2 (negativo), determinéndose




por métodos bioqufmicos la presencia de las moléculas 'r-!--?d y ade
més se amplid el estudio de crecimiento "in vivo". Para la deter
minacién bioguimicas partimos de lisados de A7 y B9 biosintética
mente marcados con 35S-Metionina de los que se purificaron Su -—=
fraccién oglicoprotefnica que fue inmunoprecipitada con el anti-
cuerpo monoclonal 34-1-2 o con los aloantisueros H=2,31 o H=2.4,
En las figuras 36, 37 y 38, aparecen las autoradiografias de las
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de 5.D.5,
que corresponden a estos inmunoprecipitaciones, comparédndolas -
frent- -~ otra de un lisado de esplenocitos de BALB/c, marcada de
la misma manera y inmunoprecipitadas con el anticuerpo monoclo-——
nal 34-1-2, Como vemos para el clon 39 no se detecta nada en nin

qguna de las autoradiografias, mientras que para el A7 los patro-

nes de inmunoprecipitacién son coincidentes con los obtenidos -

con linfocitos de BAL3/c, apareciendo dos bandas, préximas en su

peso molecular, an la regidn de 45KD que corresponden & las cade
d d ,
nas pesadas de las moléculas H-2K y H-2D , siendo la de més al-
d
tu peso molecular la H-2K , ademés se detecta una banda de unos
12kD gque coincide con la/} E-microglubulina. Estos dos péptidos
como es conocido forman las moléculas de histocompatibilidad de

clase I, por tanto estas moléculas quedan caracterizadas para el



clon A7 y no para el 89 como se podfa preveer por los datos pre-

vios de tipaje.

Usando estos mismos clonos, el A7 y B9, se amplid el estu
; R : S
dio de crecimiento "in vivo", para ello se inyectaron 2,5x10 ; -
R 6 -
5x10, 1x10 " y ax10 células de cada clon en grupos de ratones sin

nénicos, como control se usaron ratones radiados con 400 Rads.

e inyectados con 2,5x105 ¥ 5x105 células. En las figuras 39, 40,

y 41, aparecen los resultados obtenidos para este estudio, como

5
ya sabfamos y hemos comentado anteriormente el inyectar 2,5x10

células de A7 y 89 en ratones BALB/c existe una diferencie apre-
ciable en el crecimiento local de estos clenos, haciéndolo el -
89 de una forma méds agresiva, conforme vamos aumentando el nime-
ro de células inyectadas, el 89 aumenta levemente su crecimiento
mientras gue el A7 lo va haciendo mucho mds bruscamente, hasta

que con 3:.106 células los dos clonos crecen de una forma perale-~

la.

Parece evidente tras estos datos que el clon A7, al ser =
inyectado en ratones singénicos tiene para su progresidén,gue ven
cer una barrera inmunolégica que le opone el animal, que supone-

mos radiosensible al progresar fFécilmente en ratones radiados., -




=4
- 3 s » o a s
Guando inyectamos un bajo ndmero de células 2,5 X 10 el siste-
ma inmune del animal los destruye y el tumor no progresa, aparg
ciendo un alto porcentaje de ratones regresores, cuancto inyecta
5
mos S x 10° células el nimero de ratones regresores es mds bajo
: 6
y ya al inyectar 10 células el tumor progresé en todos los ani
males es légico pensar que el animal en tcdos los casos sea ca-
naz de reconocer las células tumorales y montar una adecuada -
respuesta inmune, respuesta gue impide totalmente lz progresidn
| i : 5 :
del tumc.' en el primer caso (2,5 x 10 ), parcialmente en el se-
5
cundo (5 x 10°) y solo reterda el crecimiento en el tercero
3]
(10 ), la prequnta fue surge es gpor qué esta respuesta fracasa
al aumentar las células inoculadas? Evidentemente la respuesta
no la sabemos con seguridad, pero mecanismos de supresién pue--
den estar involucrados, ctenuando la respuesta inmune, due no -
podrd entonces impedir la progresién del tumor, Actividac supre
sora ha sido descrita en la respuesta inmune frente a varios -
sistemas tumorales. Payelle (1984), Schatten (1984), Mills

(1985),

Para =1 clon B9 esta barrera inmune no parece existir, creciqg
do prédcticamente igual en todos los casos, las causas por las -

que el sistema inmune del ratén falla en controlar el crecimiqg

to del 39, es otra pregunta que aparece tras este estudio, es =
claro que la célula tumoral en una respuesta antitumoral aparece
al principio y al final de ella, al princinio en el reconocimien
to por parte del sistema inmune del antfgeno o anticenos extra--
fios que pueda nortar la célula tumoral y al final como célula -

diana en al funcidén efectora de cualquier mecanismo inmune, es =
claro pues que el clon B2 impide de algdn modo o bien el recono-
cimiento de sus antfcencs tumorales o la actuacidn ce los mecenis
mos de lisis sobre ella. Poder decir en cual de los dos el 89 ha
ce fallar la respuesta inmune, es aventurado, aunque es ldgico -
nensar que mecanismos efectores tales como los CTL, importantes

en la respuesta inmune frente a célules infectadas por virus y -

células cancerosas, Lannin (1982), Hui (1985), Colombo (1984), -

Fujiwara (1984), Green (1984) no pueden actuar sobre el 89 al no

tener este o tenerlos en muy bajo nimero los antfgenos H=2 de =
clase I, mediadores en el fendmeno de restricuidn, neceserio pa-

ra la actuacién de los CTL, Zinkernagel (1974).

A la vista de lo expuesto parece claro que los clonas ce
nuestro sistema tumoral, son heterogéneos con respecto a la ex—-
: d :
nresiédn de antfgenos H-2 , conteniendo toda la gama de expresidén

desde clonos prdcticamente H-2d nenativos, hasta clonos con ex—
- =~ ]




c :
~resién H-2 mé&s clevada que los linfocitos normales de BALB/c,
Por otra parte hemos observado un distinto comportamiento "in vi
vo" para estos clonos, gQue parece correlacicnarse inversamente -

: ~d fs

con la expresidn H-2 , y que estd condicionado al uso te anima--
les inmunocuiapetontes. Es claro cue la comprobacidn dltima, ce -
la importancia de la expresifn H-2 en nuestros clonos, con respec

+n al crecimiento "in vivo" de estos, vendrd dada tras experimen

d
tos de transfeccidn, haciendo expresar a clonos H=2 negativos -

d d
tipo 39, B10 o C5 las moléculas H-ZK y H=-20 conjuntamente o -
nor separado mediante la introduccién del gen correspondiente y
comprobando el efecto que esta introduccién tiene sobre el creci

miento local, experimentos ya descritos en otros sistemas tumore

les, Hui (1985), Wallich (1985).

Por lo expuesto en esta discusidén es evidente que la cerec
terizacién de este sistema tumoral ha dejado expuestas claras l;
neas de investigacién donde puede =er usado con gran ventaja, La
existencia de una variedad de clonos con diferencias cuantitati-

. d ? .
vas en su fenotipo H-2 , hace posible la utilizacién de este sis
tema para el estudio de los mecanismos requladores de la expre--
sién de los antfgenos mayores de histocompatibilidad de clase I.

Las diferencias en el comportamiento "in vive" indican la idonei




dad de este sistema pare el estudio de la influencia del fenoti-

d .
na H=?  en las relaciones huéspod=tumor, asf como los mecenismos

inmunes involucredos en la respuesta frente al tumor.




VI,- CONCLUSIONES




12.- Los clonos del tumor GRY, presentan una heterogenei-
e ; . ; A d
dad en cuanto a la expresidn cuantitativa del fenotipo H=2 . Con
. d d : X
expresiones que van desde K D negativo o indetectable hasta clo

d_d
nos con expresiones K D muy altas.

8 - Esta heterogeneidad es amplieble al ndmero de cromo-

soma. Encontréndose dos grupos de clonos, uno con nimero cercano

2 la normalidad (38 4 2) y otro pseudotetraploide (72 & 5).

32,- E1 comportamiento "in vive" de los clonos del tumor
GR9, cuando son inyeectados en ratones singénicos BALB/c inmuno--
competentes, es variahle, existiendo une correlacidn inversa cen=
Sl , d
tre el crecimiento local del tumor y la expresién H-2 del clon

inoculado.

A8,~ Estas diferencias en el crecimiento local del tumor
estdn mediadas por mecanicmos radiosensibles, como se demuestra
al equilibrarse los crecimientos usando animales inmunosuprimi--

dos.

[

G2,_ Los marcadores celulares usados (inmunnglobulinas,
receptores Fc y antfoenos Thy-1 e Ia), resultaron negutivos en

los clonos analizados. Los sistemas isoenziméticos estudiacdos




muestran identidad de origen entre todos los clonos vy células nor

males BALB/c.

d d
62.- Las moléculas H-2K y H=2D fueron caractecizadas big

qufmicamente para los clonos A7 y B9, En A7 se detectd el clédsico
ratrdn de cadena pesada —/32 microclobulina (45—12KD] COrrespon—-—
diente a los antfgenos de Histocompatibilidad de clase I; en B9 -

no se detectd ninguna de estas dos cadenas,

78.. Este sistema tumoral es un material idéneo para el es
tudio de la influencia de los antigenos de Histocompatibilidad de
clase I tento en el crecimiento tumoral como en la respuesta del
hudsped frente a el tumor, asf como para el estudio de los meca--

nismus reguladores en la expresidn H-2.
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