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. INTRODUCCION

La alteracion de la expresion de las moléculas HLA es un fendmeno frecuente en tumores, al
igual que ocurre en células infectadas por virus. Esta alteracion puede afectar al curso clinico del
cancer, proporcionando a las células tumorales un mecanismo de escape a reconocimiento
inmunolégico (Hicklin y col., 1999; Ploegh y col, 1998). Las causas de los defectos en la expresion de
estas moléculas pueden ser mutaciones en los genes de clase |, anormalidades en su regulacion o
defectos en la maquinaria de procesamiento antigénico (York y col., 1996).

Las moléculas HLA de clase | (HLA clasicas, HLA-la 0 HLA-ABC) unen péptidos antigénicos,
en su mayoria derivados de las proteinas endogenas, mediante la maquinaria de procesamiento
antigénico, y esos péptidos son presentados en la superficie celular a los receptores de las células T
(TCRs). A estos péptidos, en caso de ser provenientes de tumores, se les denomina antigenos asociados
a tumores (TAAs) (Hicklin y col., 1999). El reconocimiento especifico de esos péptidos por los
linfocitos T CD8+ (LT CD8+ o CTLSs) depende, por tanto, de la interaccion entre el complgjo HLA de
clase | unido aTAAsy & TCR. Edta interaccion estimula una cascada de acontecimientos en los CTLs,
gue culminan en la proliferacion de los mismos, en la producciéon de citoquinas, y por ultimo en la
destruccion celular (Bentley y col., 1996).

La lisis de las células tumorales depende de la existencia de un adecuado nivel de expresion de
antigenos HLA y de TAAs (Sykulev y col., 1996). Ademés, € reconocimiento de TAASs depende del
repertorio del TCR de los CTLs, @ cual se encuentra influenciado por el fenotipo HLA de las células
tumorales (Hickliny col., 1999).

Las moléculas HLA de clase | estén involucradas también en la interaccion entre las células
malignas y las células NK. Estas células NK destruyen selectivamente a aquellas células que no
expresan uno o mas aelos de las moléculas de clase |, este hecho ocurre con frecuencia en células
infectadas por virus y en células tumorales (Garrido y col., 1993). La pérdida completa de la expresion
de las moléculas HLA puede hacer al tumor resistente a la accion de los CTLs contralos TAAS, ya que
estos, no llegarian a ser expuestos en la superficie celular. Por este motivo, las células aberrantes serian
invisiblesalos CTLs, no pudiendo ser eliminadas.

La disminucion de la expresion de las moléculas HLA en las células tumorales, puede tener las
mismas implicaciones funcionales s esta asociada también a una disminucion de la produccion de

TAAs (Sykulev y col., 1996). En este caso, las pequefias cantidades de péptido derivado de TAAS no



pueden competir con otros péptidos para unirse con esas pequefias cantidades de cadena pesada de
HLA, debido a la baja expresion de estas, y por tanto, ho alcanzan e minimo nimero necesario en la
membrana celular para poder ser reconocidos por los CTLs (Sykulev y col., 1996).

Por € contrario, la disminucion de la expresion de las moléculas HLA en las células tumorales
hace a esas células més susceptibles a la lisis mediada por las células NK (Ljunggren y Karre, 1990),
puesto que las células NK se encargan de filtrar y eliminar aguellas células que presentan una bagja
expresion de HLA, siendo la magnitud de la lisis de las células diana dependiente por una parte del
grado de baja regulacion de las moléculas de clase |, y por otra del repertorio de KIRs presente en la
poblacion de células NK, ya que cada célula NK presenta KIRs con diferente especificidad (Ljunggren
y Karre, 1990).

Se ha observado que numerosas lineas celulares tumorales son resistentes a la lisis por parte de
las NKs, a pesar de presentar una pérdida total de la expresion de las moléculas HLA. Esaresistencia de
los tumores a ser destruidos puede ser debida a una ateracion en el mecanismo de sefidlizacion para la
destruccion celular, o bien, a otro mecanismo propuesto recientemente, es decir, a la inhibicion de la
accion litica de la célula NK mediada por una molécula HLA no clésica (HLA-E y HLA-G).
Actualmente la expresion en la superficie de estas moléculas en las células tumorales es desconocida.
En efecto, se ha observado que e aumento de expresion de determinados HLA favorece que los tumores
escapen a la vigilancia inmune NK, asi se ha observado que un aumento de la expresion de HLA-G, a
través de su union con € receptor KIR2DL, impediria la lisis tumoral, o bien, un aumento de HLA-C en
el trasplante de células haploidénticas se ha visto que puede inducir remisiones largas de la enfermedad
(Romanski y col., 2005).

Las moléculas HLA clase | regulan ademas la actividad litica de las células NK. En efecto, las
células NK presentan unos receptores inhibidores en superficie cuyos ligandos son las moléculas HLA,
las cuales poseen diferente especificidad, siendo estos receptores diferentes al TCR de los CTLs. La
interaccion de las moléculas HLA con estos receptores provoca una inhibicion de la lisis celular y de la
secrecion de citoquinas (Morettay col., 1997).

Segun los trabajos llevados a cabo por Romanski y col. (2005) en lineas y blastos de leucemias
linfoblasticas, la union de las células NK a las células diana mediante las moléculas de adhesion
(ICAMs) son un prerrequisito para la muerte de las mismas, siendo la paregja ligando-receptor LFA-
1/ICAM-1 la via de adhesién dominante para las células NK. Estas interacciones se han descrito tanto
en tumores sdlidos como en linfomas y leucemias. Ademas, la presencia o densidad de ICAMs en la

célula diana se correlaciona con la sensibilidad a la lisis mediada por la célula NK. Estos investigadores



observaron que a bloquear con anticuerpos monoclonales especificos ICAM-1 se producia una
disminucion de la lisis en algunas de las lineas celulares leucémicas que originalmente eran sensibles a
la lisis por parte de la célula NK (K562, MOLT-3, MOLT-4 y SD-1). Por otra parte, €l bloqueo LFA-1
en la linea NK efectora, llevada a cabo en la linea NK92, la cua es una linea de células NK que ha
perdido todos los receptores inhibidores savo KIR2DL4 especifico para HLA-G, resultd en una
inhibicion completa de la lisis en dos de las lineas (K562 y MOLT-4), pero no ocurrio 1o mismo en las
lineas MOLT-3 ni en SD-1. Ademas observaron expresion de la molécula MICA en las lineas sensibles
pero no en las resistentes.

Después de la union de la cdlula NK a la célula diana, la activacion de la NK es regulada por el
balance originado por una gran variedad de receptores activadores e inhibidores. Las células NK de un
individuo expresan a menos un receptor para uno u otro aelo de HLA clase I. Este fenotipo de
distribucion de los receptores inhibidores permite a las células NK detectar incluso perdidas de un solo
alelo (L6pez-Botet y col., 1996).

1.- CELULASNK Y LOSRECEPTORESDE LOSLIGANDOSHLA-E Y MICA.

Las células NK son un tipo de linfocito que median la inmunidad innata contra patdgenos y
tumores. Inicialmente fueron descritas como aquellas células linfoides capaces de destruir lineas
celulares tumorales, “in vivo” 0 “in vitro”, en ausencia de estimulacion previa. Comprenden alrededor
del 15% de los linfocitos sanguineos y son encontradas en tejidos periféricos, incluyendo el higado, la
cavidad peritoneal y la placenta (Cerwenka y col., 2001). Abundan en la decidua durante la primera
etapa de la gestacion, por lo que se les atribuye un papel en lainteraccion del sistemainmunitario con €
citotrofoblasto (Moffet-King y col., 2002).

Estas células derivan de un precursor CD34+ CD7+ comun a las células T, y expresan fenotipo
CD34+ CD7+ (Morettay col., 2003).

Las células NK participan en la primera linea defensiva frente a infecciones por virus, parasitos
y bacterias, promueven la activacion del Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF) y favorecen €l
desarrollo de una respuesta Thl. Estas células son capaces de liberar cito y quimoquinas, o que induce
0 modula respuestas inflamatorias y hematopoyéticas, ademas del control del crecimiento y funcion de
monocitos y granulocitos. Se ha visto que intervienen en la respuesta contra determinados tumores e
injertos (Trinchiri Gy col., 1989).



A diferencia de los linfocitos T y B, las células NK no poseen expresion en su superficie celular
de receptores para antigenos, sino que poseen diferentes moléculas en superficie que pueden contribuir
a desencadenar la actividad citolitica y la produccion de citocinas (Moretta y cols, 1994). Su funcién
esta regulada por €l equilibrio de sefiales contrapuestas, activadoras e inhibidoras.

El mecanismo molecular que permite a las células NK distinguir entre células normales y células
tumorales, se produce a través del reconocimiento de las moléculas HLA, concretamente mediante la
union con sus receptores inhibidores. Es conocido que las NK destruyen aquellas células que han
perdido la expresion de las moléculas HLA (o bien cuando esta expresion es muy bagja). Esta situacion
es muy frecuente en tumores y en células infectadas por ciertos virus, como los pertenecientes a grupo
de los herpesvirus (Moffet-King, 2002).

Las células NK humanas presentan un amplio abanico de receptores inhibidores especificos para
las moléculas HLA de clase I. Los receptores inhibidores regulan tanto la funcion citotoxica como la
produccion de citocinas por parte de las células NK. Ademas, estos receptores se expresan también en
subpoblaciones de CTLs. Los receptores se dividen en dos grupos. Uno pertenece a la superfamilia de
las inmunoglobulinas (KIRsS), los cuales reconocen a grupos de alelos HLA-A, HLA-B y HLA-C, en
forma de cadena pesada junto con la 2-microglobulina 'y con e péptido. El otro se caracteriza por un
dominio lectina tipo C, y se expresa como heterodimeros constituidos por una glicoproteina unida a una
subunidad NKG2, (Moretta y col., 1997). La molécula HLA-E, objeto de esta tesis doctoral, es €

ligando de un receptor perteneciente a esta familia.

1.1.- Receptoresinhibidores de las células NK .

Estos receptores poseen un motivo inhibidor basado en la tirosina (ITIM) en su dominio
citoplasmatico, € cual reclutatirosin-fosfatasas para mediar lainhibicion (Cerwenkay col., 2001).

Segun las observaciones descritas por Karre y col. (1986), estas moléculas inhibidoras
reconocen de forma especifica las moléculas HLA de clase |, de modo que la pérdida patologica de las
mismas confiere susceptibilidad ala actividad NK (Morettay col., 1992).

Cada receptor inhibidor es expresado por un subtipo pero no por todas las células NK. Ademas
todas las células NK maduras, expresan al menos un receptor especifico para las células HLA de clase |
propias. La existencia de coexpresion de dos o méas receptores contra moléculas propias es menos
frecuente. Como consecuencia de esto, todo e conjunto de células NK hace posible que se pueda

detectar incluso la pérdida de un solo alelo en las células autdlogas (Morettay col., 1997). La existencia



de estos receptores protege a las células autélogas normales (HLA-ABC +) de la accidn litica NK,

prevaleciendo la accion inhibidora, para moléculas HLA propias, sobre la de los receptores activadores.
L os receptores inhibidores podemos dividirlos en tres grupos:

1.- Receptores NK de la superfamilia de las inmunoglobulinas

2.- Receptorestipo lectina CD94/NKG2A.

3.- Otros receptores inhibidores.

1. 1. 1. - Receptores NK de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

Los receptores pertenecientes a esta familia (Immunoglobulin-like receptor) son
proteinas de membrana tipo inmunoglobulinas, que interaccionan con moléculas HLA de clase |
regulando la funcion de las células NK. Los genes que los codifican se locaizan en €
cromosoma 19g13.4, y como se ha comentado con anterioridad, se expresan en células NK y en
una subpoblacion de linfocitos T.

En funcion del nimero de dominios tipo Inmunoglobulina, podemos diferenciar dos
grupos, segun posean dos o tres dominios, KIR2D y KIR3D. Estos receptores inhibidores
pueden poseer una region citoplasmica larga con dos motivos I TIM, responsables de la funcion
inhibidora (p58 y p70) (se le afiade L a la nomenclatura, KIR2DL y KIR3DL). O bien, un tallo
citoplasmico corto (se le afiade la letra S), que carecen de motivo ITIM (p50) y tiene un
aminoacido cargado (lisna) en su region transmembrana, a través del cual se une a la proteina
DAP12 que traduce la sefial activadora implicando a las tirosin-cinasas (ZAP70 y syk) (Moretta
y col., 1997).

Se incluyen, por tanto, dentro de este grupo los receptores p58.1 y p58.2, asi como sus
correspondientes formas activadoras p50.1, p50.2 y p50.3. Este ultimo ha sido descrito
recientemente y alin no se dispone de mucha informacion (Morettay col., 1997).

Los KIRs se expresan en la superficie celular como mondmeros, savo KIR3DL
(NKAT4) que lo hace como homodimero.

AUn no se han identificado receptores NK para todos los aelos HLA-A y HLA-B
(Moretta y col., 1997). En cuanto a su especificidad, los KIRD2D son los mejor caracterizados,
ya que reconocen a HLA-C. Se ha demostrado que los receptores p58.1 y p50.1 reconocen a un
grupo de aelos HLA-C, mientras que p58.2 y p50.2 reconocen a resto. P70 (NKB1) reconoce
alelos especificos de HLA-BwA4.



Por otra parte, Pende y col. (2002) identificaron la molécula p140 (NKAT4), la cual funciona
como receptor paraHLA-A3 'Y HLA-A11, pero no reconoce aHLA-AL, -A2 0 —-A24. Posee dos
formas de presentacion, como mondmero (70kDa) o como homodimero (140 kDa). La forma
monomérica solo reacciona con los alelos HLA-Bw4 y las diméricas con HLA-A3 (Moretta y
col., 1997).

Se sabe que los péptidos unidos a las moléculas HLA de clase | influyen en la interaccion
con los receptores KIR2D y KIR3D, siendo particularmente importantes las posiciones 7 y 8 del
nonamero, aungue se desconoce su importancia biologica.

Ademas de estos receptores existen otros denominados ILT (Immunoglobulin-like
transcrips) o LIR (Leukocyte Ig-like receptors), que también reconocen a las moléculas HLA de
clase I. Se localizan en la misma region del cromosoma 19913.4 y se incluyen dentro de este
grupo los siguientes: ILT2, ILT3, ILT4, ILT5 y ILT8. Poseen motivos ITIMs (Moretta 'y col.,
1997). A diferencia de los KIRs, no son especificos de células NK vy linfocitos T, sino que se
expresan en otros lingjes hematopoyeéticos, predominantemente en células del SMF. En cambio,
ILT1, -2 y -5 si se expresan en células NK y/o linfocitos T. Ademés ILT2 se expresa en los
linfocitos B de sangre periféricay los otros dos (ILT1 y ILT5) en granulocitos (Navarro y col.,
2001).

ILT2 y ILT4 interaccionan con diferentes moléculas HLA de clase I, asi como con la molécula
no clésica HLA-GL. ILT2 reconoce también, con alta afinidad, a homologo de clase | UL18 del
CMV.

Otros receptores NK pertenecientes a la familia de las Inmunoglobulinas son los

denominados NCR (Natural Citotoxicity Receptor): NKp46, NKp30 y NKp44. Son marcadores
altamente especificos de las células NK.
Los receptores NKp46 y NKp30 son expresados en todas las células NK, mientras que NKp44
solo aparece tras la estimulacion de las mismas. Mediante el uso de anticuerpos monoclonales
blogueadores de estos receptores, se ha observado en lineas celulares, que su principal papel esta
en la destruccion de la mayoria de las lineas tumorales. Ademas se ha visto gque existe una
correlacion entre la densidad de éstos en superficie y la intensidad de la citotoxicidad mediada
por NK. El ligado de los NCR no ha sido descrito alin (Morettay col., 2003).



1.1.2.- Receptorestipo lectina: CD94/NKG2A.

Son glicoproteinas de membrana tipo I, pertenecientes a la superfamilia de las lectinas
tipo C y se expresan en la membrana en forma de dimeros unidos por puentes disulfuro. Los
genes que codifican para estas proteinas se localizan en & complgo génico NK situado en €
cromosoma 12 (12p12-p13) humano. CD94 y NKG2 presentan cierta homologia con los
receptores Ly49 del ratén (Navarro y col., 2001).

- |
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Figura 1.- Esquema del gen de losreceptorestipo lectina C en €l ratén y en humanos.

Los receptores CD94/NKG2 son heterodimeros compuestos por una cadena comun
(CD94), unida por un puente disulfuro a otra proteina de la familia NKG2. A diferencia de
CD94, que es un gen unico, esencialmente monomorfico, la familia NKG2 esta constituida por
tres genes. NKG2A, NKG2C y NKG2E, los cuales difieren entre si en la estructura de las
regiones extracelular y citoplasmica. El procesamiento aternativo de los genes A y E, dalugar a
las proteinas NKG2A o B y NKG2E o H, respectivamente. CD94 posee una region citoplasmica
muy corta, carece aparentemente de capacidad para transducir sefiles y su funcion parece ser la
de permitir el ensamblaje y € transporte de los receptores NKG2 a la superficie celular (Navarro
y col., 2001).

CD94/NKG2A es un receptor inhibidor que se asocia a tirosin-fosfatasas a través de los
motivos I TIM de la subunidad NKG2 y regulala activacion de Syk y Erk mediada por CD16.

Por e contrario, la asociacion de CD94 a NKG2C, carece de motivo ITIM y constituye un
receptor activador capaz de unirse a la molécula adaptadora DAP12, que tiene motivos ITAM en
Su region citoplasmica y transmite la sefid activadora implicando a otras tirocinasas (syk y
ZAP70) (Navarro y col., 2001).



Los receptores CD94/NKG2 se expresan en las células NK y en una subpoblacion de
linfocitos T, estando implicados en el reconocimiento de moléculas HLA clase |. Los clones NK
expresan CD94/NKG2A o CD94/NKG2C, aunque hay indicios de que una subpoblacion de
células NK pueden presentar ambos tipos de receptores (Navarro y col., 2001).

Mingari y col. (1997) describieron la existencia de CD94 en los precursores timicos
postnatales CD34+ CD7+ que se encuentran en maduracion hacia células NK en presencia de
IL-15. Estos autores demuestran la existencia de CD94/NKG2A como € Unico receptor
inhibidor en esas células. Esto puede ser la consecuencia de la prevencion de la destruccion de
células autologas cuando comienza la actividad NK. Este CD94 puede ser inducido por lalL-15,
no induciéndose la expresidon de ningun otro receptor inhibidor.

En un principio se implico indirectamente a CD94/NKG2A en el reconocimiento de una
amplia variedad de moléculas HLA de clase la y de la molécula HLA-G1. Sin embargo, se ha
demostrado, de manera inequivoca, que € ligando para CD94/NKG2A y CD94/NKG2C es la
molécula HLA-E (Lee y col., 1998; Braud y col., 1998). Los experimentos de estos autores,
consistieron en comparar € resultado de enfrentar células NK, de la linea celular NKL que
expresaban e receptor CD94/NKG2A+, contra células que no expresaban HLA-E y contra la
linea celular AEH la cua expresaba ata cantidad de esta molécula en superficie. Como
consecuencia de esto resultd que HLA-E parecia proteger a las células frente a la lisis por NK.
Esa proteccion fue aparentemente mediada a través de la interaccion de HLA-E con
heterodimero CD94/NKG2A, ya que los anticuerpos frente a esas moléculas (anti-HLA-E y anti-
CD94/NG2A) restauraban lalisis celular (Leey col., 1998).

La union con los péptidos derivados de la secuencia lider de las moléculas HLA de clase
[, esrequisito para que HLA-E interaccione con CD94/NKG2. La naturaleza del péptido unido a
la molécula HLA-E influye en la interaccion con €l receptor CD94/NKG2. Estudios realizados
de la union implican que pueden existir diferencias entre los ligandos de HLA-E con respecto a
su afinidad por CD94/NKG2A o C. En particular cuando €l ligando de HLA-E es e HLA-C
parece que interacciona preferentemente con CD94/NKG2C (Llano y col., 1998).

Borrego y col. (2005) han demostrado que € receptor CD94/NKG2A esta continuamente
reciclandose entre la membrana plasmatica y e compartimento intracelular, con un tiempo de
reciclaje de 1-2 horas. Este reciclgie no requiere de ITIMs en funcionamiento y la union con

HLA-E aparentemente no altera el proceso.



En condiciones fisiologicas, se asume que €l receptor CD94/NKG2A esta constantemente
expuesto al HLA-E portado por las células normales y que la disociacion durante el proceso de
reciclaje desde la transmisidon de la sefia inhibitoria puede ser necesaria para garantizar el
mantenimiento de niveles constantes de nuevos receptores en la superficie celular listos para
interaccionar con HLA-E (Borrego y col., 2005). No se conocen aun los compartimentos
endosomales por donde se produce €l tréfico de CD94/NKG2A y s € receptor ligado va por
sitios diferentes al no ligado.

Se ha demostrado que € receptor CD94/NKG2A se dirige a sitio de contacto con el
ligando, y esto implica que otros receptores CD94/NKG2A, de fuera del érea de contacto con el
ligando, se recluten en ese area. El origen de estos receptores puede ser compartimentos
intracelulares o receptores no ligados residentes en la membrana plasmética. Se ha visto que
CD94/NKG2A es un receptor movil en ausencia de unién y que posee un coeficiente de difusion
en e rango obtenido por otros receptores de membrana (0.067 um2s-1) mediante FRAP

(Fluorescence Recovery After Photobleaching).

1.1. 3.- Otros receptores inhibidores NK

Ademas de los KIR, ILT/LIR y NKG2A, se incluyen como receptores inhibidores en
leucocitos los siguientes. FcyRIIB, PIR-B, LAIRs, SIRP-a, CD72, gp49B1, PD-1, Ly49, CD66,
CD22 y MAFA. La mayor parte de estos receptores se expresan en células de origen
hematopoyético, aunque SIRP-o se expresa ademas en otros tegjidos (Navarro y col., 2001).
CD72, gp49B1, PD-1, Ly49, KIRs, NKG2A CD66, CD22 y MAFA son los que presentan una
distribucion més restringida. Estas familias incluyen otros miembros con funcion activadora.
Algunos pares de receptores inhibidores y activadores comparten incluso e mismo ligando, y en

todos los casos la afinidad del receptor inhibidor es superior (Navarro y col., 2001).

1.1.4.-Mecanismo de inhibicion de las células NK.

Como se ha comentado con anterioridad, la unién del ligando a los receptores inhibidores
de la célula NK previene la actividad citolitica y la produccion de citocinas. Las dianas de la
inhibicion parecen ser las tirosinas kinasas (PTKS), ya que estas son mediadoras de la activacion

celular. La presencia de motivos inhibidores de la tirosing, ITIMs (I/VXYxxL/V), en € tallo



citoplasmico de los receptores tipo NK, permiten reclutar las tirosin-fosfatasas (SHP-1 y SHP-
2). El ITIM N-terminal parece necesario y suficiente para reclutar SP-2 in vivo, mientras que €

ensamblaje de SPH-1 requiere ambos ITIMs (Navarro y col., 2001).

1.2.- Receptores activadores de las células NK: NKG2D.

Aunque € papd de las moléculas dd MHC en la proteccion tumoral ha sido puesto de
manifiesto en numerosos modelos de sistemas tumorales, la contribucion de la expresion de las
moléculas del MHC a la evasion por los tumores es algo controvertida. En muchas situaciones, las
células NK han destruido ciertas lineas tumorales a pesar de poseer niveles significativos de MHC en su
superficie. Esto implica que la destruccion de estos tumores HLA clase | + fue mediada por receptores
activadores gue proporcionaron suficiente estimulacion para sobrepasar la regulacion negativa.

La activacion de la célula NK probablemente resulta de la accion concertada de los receptores de
citoquinas, de las moléculas de adhesidon y de la interaccion con los ligandos presentes en la superficie
de las células tumorales o de aguellas infectadas que se unen a estos receptores (Cerwenkay col., 2001).

La mayoria de los receptores activadores de las NK son moléculas transmembrana con un
dominio intracelular corto que pierde la actividad de sefidlizacion intrinseca. Ellos funcionan mediante
el acoplamiento con una molécula adaptadora a través de aminoacidos cargados en la region
transmembrana. DAP12 se asocia a los receptores KIR2DS, CD94/NKG2C, Ly49D/H y a NKP44. Por
otra parte CD16, NKp30 y NKp46 se acoplan a los adaptadores FceRly y CD3( (Cerwenka y col.,
2001) (ver tabla 1y figura 2).

Cabe destacar dentro del grupo de los receptores activadores una lectina tipo C denominada
NKG2D, la cua no pertenece estrictamente a la familia NKG2, ya que posee diferencias con estas en su
secuenciay no forma dimeros con CD94.

Es codificada por un gen situado en & cromosoma 12 en humanos (figura 1) y cercano a otros genes

NKG2 en €l complgjo genético NK.

Tabla 1.-Receptor es activador es de las células NK 'y susligandos (Cerwenka y cal., 2001).
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Receptor
COe
MERE0
MEpR4E
MER-P1C
KIR2LS

COod/MNKG2C

Ly49D
Ly49H
NKp44
NKG2D
Chz4d

Species
Mouss, human
Human

Mouss, human
Mouss

Human

Mouss, human
Moues

Mouss

Human

Mouss, human
Mouss, human

Signalling adaptor Signalling Pathway Ligand™

FeeRly or CO2L ZAPTO/ Sk laG

FoeRby or CDAL ZAPTO/ Sk 7

FoeRby or CO3L ZAPTO Sk Influerza hasmagglutinin, others?
FoeRly or CO2L ZAPTO/ Sk 7

Dapi2 ZAPTO/ Sk HLA-C, cthers?

Dapi2 ZAPTO/ Sk HLA-E (Qa-1)

Dapi2 ZAPTO/ Sk H-20A

Dapi2 ZAPTO/ Sk MChV-induced 7

Lapi2 ZAPTO Gk Influenza Fasmagglutinin, others?
DaPq0 Fl3K MIC, ULEP (RAE-1, HED)

SAP ? COds

Este receptor se acopla a la molécula adaptadora DAP-10 de forma no covalente. Este adaptador
presenta en su dominio citoplasmatico un motivo YINM Yy recluta fosfatidil-inositol kinasa (PI3K)
(figura2), (Raulet, D. H., 2003).

DAPAD

ITAM recnits l DYINT

SYZAPTO— Effk-ZLAﬂfﬂ Pk
¥

Ras Fl3-kirasa

N

ERK Akt
o

o Call survival
Coytokires

| Cytotoxicity |

o =

Figura 2. Receptores activadores de la célula NK (Cerwenka y col., 2001). En la figura se representan los
complegos formados por |as receptores activadores con las mol écul as adaptadoras: KIRDS asociado a DAP-12, CD16
asociado a FceRIy y NKG2D asociado a DAP-10.

El receptor NKG2D se expresa en las células NK, siendo incrementado tras la exposicion con IL15.
Todos los linfocitos T CD8+ de sangre periférica expresan e receptor antes de su activacion,
incluyendo aquellos que han perdido la expresion de la molécula co-estimuladora CD28 (linfocitos de
memoria). Ademéas se encuentra en los linfocitos Tyd. A nivel intestinal, los linfocitos intraepiteliales
Tyd expresan NKG2D a bgjos niveles, pudiendo ser aumentada la expresion tras la incubacion con

IL15. Por € contrario los linfocitos T CD4+ no expresan NKG2D, salvo en una fraccion de células T

11



CDA4+ de pacientes con artritis reumatoide (Groh y col., 2003).

Los ligandos del receptor activador NKG2D son en humanos MIC-A y -B, proteinas homologas a HLA
de clase I, las cuales se inducen por € estrés celular, asi como la proteina ULBPs y RAET1 (ULBP4).
Estas Ultimas son proteinas que unen se unen a la proteina UL 16 del citomegalovirus humano (HCMV).
Esta proteina UL 16 estaimplicada en la evasion de este virus del sistema inmune.

Las consecuencias de la estimulacion de NKG2D son diferentes en los distintos tipos celulares donde se
expresa. Asi, en las células NK tras la union de ULBPs solubles con NKG2D se ha observado la
produccion de citoquinas incluyendo IFN-y, TNF, linfotoxina y GM-CSF, asi como las quimoquinas
CCL4 y CCL1. La adiccion de IL-12 presenta un efecto sinérgico con ULBPs. Cabe sefialar que no
todos los ligandos provocan los mismos resultados en la célula NK, pudiendo esto ser debido a la
activacion de otros receptores diferentes a NKG2D. Por otro lado, los macréfagos estimulados a traves
de NKG2D producen oxido nitrico y TNF, mientras que los linfocitos T CD8+ produce IFN-y, TNF, IL-
2 elL-4. (Raulet, D. H., 2003).

1.2.1.- Viade estimulacion de la célula NK através de NKG2D.

Los receptores de reconocimiento primario son moléculas multicanal que poseen una unidad de
reconocimiento del ligando que esta unido de modo no covalentemente con una subunidad de
sefidlizacion (adaptador). Estos adaptadores (p.e. DAP o CD3) poseen un motivo activador basado en la
tirosina (ITAM) citoplasmético, que cuando se produce la unién del ligando a receptor produce un
reclutamiento y activacion de las tirosino-kinasas, Syk o ZAP70, y una fosforilacion del efector que
induce la activacion celular (Raulet, D. H., 2003). A diferencia de estos adaptadores, DAP10 carece de
ITAM en su dominio citoplasmético y posee un motivo YINM que recluta fosfatidil inositol kinasa
(PI3K).

A nivel de los linfocitos T CD8, NKG2D funciona como un receptor co-estimulador, a igual
gue CD28 y la molécula co-estimuladora inducible, amplificando la activacion mediada por € TCR,
mientras que en las células NK actuaria como receptor de reconocimiento primario.

Parece que la distinta funcion de NKG2D en las diferentes lineas puede ser debida, en parte, a la
existencia de dos proteinas NKG2D y a la expresion de diferentes proteinas adaptadoras. Una de las
proteinas es la denominada NKG2DL (long) cuyo transcrito da lugar a una proteina que se une a DAP-
10 pero no a DAP12, y la otra es la NKG2DS (short) cuyo transcrito posee un dominio citoplasmico

méas corto y que se asocia tanto a DAP10 como a DAP12. Ambos transcritos estan presentes en las
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células NK activadas, en las células T CD8+ y macréfagos, pero en las células T, a diferencia de estas,
no se expresa DAP12 (figura 3) ( Raulet, H. D., 2003).

Adaptive
. PEE s

Figura 3.- NKG2D en el reconocimiento inmune. El receptor NKG2D reconoce ligandos autélogos cuya expresion se
encuentraincrementada en las células tumoral es, infectadas o sometidas a estrés. Este receptor es capaz de estimular tanto
larespuestainnatay como la adaptativa.

1.2.2.- NKG2D y cancer

Este receptor ha sido implicado en la citotoxicidad mediada contra ciertos tumores (Moretta y
col., 2003). De hecho, en experimentos de transfeccion o mediante bloqueo con anticuerpos, la
expresion tanto natural como inducida de ligandos de este receptor provoca una sensibilidad marcada a
las células NK  “in vitro”. Ademés la capacidad de los linfocitos T CD8+ y Tyd para atacar alas células
tumorales se ve incrementada si € tumor expresa los ligandos de NKG2D, pero en este caso, €l receptor
antigénico expresado por los linfocitos T debe ser especifico para € tumor. En e caso de los linfocitos
T CD8+ deben ser antigenos tumorales presentados por las moléculas del MHC. Algunas células Tyd
deben ser especificas para antigenos tumorales pero en algunos casos € receptor debe ser especifico
paraMICA (Wu, J. y col., 2002).

La expresion de los ligandos de NKG2D por las células tumorales sirve de barrera para el
crecimiento tumoral. Numerosos tumores primarios y lineas celulares tumorales expresan ligandos
NKG2D. El hecho del escape inmunoldgico puede ser debido a que las células tumorales expresen
insuficientes niveles de ligandos de NKG2D para estimular el rechazo tumoral, quizas porque la
expresion de estos ligandos no esté suficientemente  aumentada en las etapas tempranas del desarrollo
tumoral, o bien, porque exista una seleccion del sistema inmune de aquellas células con menor

expresion. Ademas se ha visto que ciertos tumores, aungque expresen MICA, pueden evadir €
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reconocimiento del sistema inmune a través de NKG2D, a producir una version soluble de MICA
(sSMICA), la cua aparece en altas concentraciones en el suero causando una pérdida de sensibilidad del
receptor en las células T y posiblemente en otros tipo celulares (Groh, V. y col., 2002). A pesar de esto,

otros muchos tumores son eliminados a través de la activacion de este receptor.

2.- Moléculasdel MHC no clasicas (MHC |b): Generalidades.

Las moléculas HLA-E y MICA pertenecen a un grupo de moléculas denominadas MHC no clasicas o
clase Ib, que se encuentra codificado en el brazo corto del cromosoma 6. Dentro de este grupo también
se encuentran, HLA-F, HLA-G, MICB y Hfe, los cuales estén codificados en € mismo cromosoma 6,
mientras que los genes de CD1, MR1, FcRn (neonatal Fc receptor molecule) son codificados en

cromosoma 1l (Hudhesy col., 1999) (figura 4).

En € raton, e complejo mayor de histocompatibilidad H2 da lugar a tres grupos de genes no
clasicos representados por los clusters Q, T y M. S6lo unos pocos productos de esos genes han sido
caracterizados, incluyendo H2-M3, Qa-1, Qa2 y T10. También han sido descritos los homélogos a
los humanos HFE, CD1d y FcRn. La presencia 'y conservacion de las moléculas no clasicas entre las
diferentes especies subraya la importancia de su papel (De Franco y col., 2001; Braud y col., 1999).
Este conjunto de moléculas clase Ib, no constituye un grupo homogéneo en cuanto a su estructura 'y
funcion, en algunos casos, la misma funcion parece estar desarrollada por diferentes moléculas en

cada especie (De Franco y col., 2001).

DMB DMA DOB HSP70

tapasin \ | LMP 21-0
\\ 1' Bf |TNFu,B XE HGF ' HFE

@ -+HH—HHHH-H——-HH
l DP | | | PQDR ] c | BC JA

Centromere DA TAP C4B, A MICA

Class Hl Region Class Ill Region Class | Region
{1000 kb) (1000 kb) {2000 kb)

Figura 4.- Esquema del Cromosoma 6. En este se encuentran los genes de HLA clase |l y II; TAP:
transportadores de péptidos antigénicos, 21-OH: enzima 21 hidroxilasa; C4A y B: locus del
complemento C4; Bf: Factor B de la via aternativa del complemento; C2: complemento C2; TNF:
factor de necrosis tumoral; MICA: gen relacionado con las cadenas de clase |I; HFE: gen de la
hemocromatosis.
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Todas las moléculas no clasicas presentan modificaciones estructurales, a veces importantes, que
afectan al transporte hacia la superficie celular, por giemplo, puede haber modificaciones 0 ausencia de
la hendidura de union al péptido, algunas no son estabilizadas por la f2-microglobulina (2-m) y otras
son ancladas a la membrana mediante tallos de glicosil-fosfatidil-inositol en vez de segmentos de
proteina transmembrana. Ademas poseen una distribucion tisular especializada (De Franco y col., 2001,
Braud y col., 1999).

En un principio se las diferenciaba de las moléculas clésicas por su escaso polimorfismo, s bien
hoy se conocen algunas més polimorficas. A pesar de esto, no se comprende el polimorfismo, ya que los
receptores que reconocen alas mismas permanecen constantes (Braud y col., 1999).

Otra caracteristica de estas moléculas es que exhiben un patrén de expresion restringido.
Mientras que la expresion de HLA-E es ubicua, HLA-F por giemplo, sdlo se expresa en linfocitos B, y
HLA-G en células del citotrofoblasto extravelloso. La expresion de HLA-G en este tgjido coincide con
la perdida de expreson de moléculas HLA clasicas, por esto se piensa que puede tener un papel
importante en la tolerancia materno-fetal (De Franco y col., 2001 ; Braudy col., 1999).

No todas las moléculas no clésicas poseen funciones relacionadas con €l sistema inmune, aungue, la
mayoria estan implicadas en la presentacion de antigenos no peptidicos a los linfocitos T; otras estan
relacionadas con sefidlizacion de estrés, dafio o anormalidad celular a las céulas NK o a clases
especializadas de linfocitos T. De hecho, parece que las moléculas del MHC Ib pueden jugar un papel
importante en la proteccion contra la lisis celular mediada por células NK, aungue su papel en la

respuesta inmune de células T se encuentra aun en debate (De Franco y col., 2001; Braud y col., 1999).

3.- LamoléculaHLA-E

El HLA-E es una molécula HLA de clase Ib 0 no clasica, cuyo gen esta situado en el cromosoma 6,
entre e locus de HLA-C y HLA-A (O’ Calaghany Bell, 1998a).

La molécula HLA-E fue descrita en 1988 por Koller y col., araiz del hallazgo de la existencia de una
segunda categoria de genes del MHC en € raton, Qa y Tla, que a diferencia de los genes clasicos,
presentaban un menor polimorfismo, y no se encontraban en todas las células sométicas. Estos autores
se propusieron encontrar homologos en & ser humano. Los estudios fueron realizados en linfocitos de

una leucemia linfética cronica B (LLC-B), ya que estas moléculas, Qa y Tla, en € ratdn se expresan
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preferentemente en las células linfoides, por lo que se les adjudica un papel en la diferenciacion de las

células de este origen.

El locus de HLA-E se encuentra conservado (Boyson y col., 1995), lo que se ha observado
secuenciando genes de primates. Presenta un escaso polimorfismo, que se encuentra codificado en las
posiciones 83, 107 y 157, lo que da origen a cuatro alelos. E0102, E0102, E0103, E0104 (tabla 2)
(O’ Callaghan y Bell, 1998). El significado funcional de estos alelos esta poco claro. Dos de estos alelos
son presentados con igual frecuencia en la poblacion general (Matte y col., 2000), y se diferencian por
contener una arginina (R) o unaglicina (G) en la posicion 107. La poca variacion de HLA-E sugiere que
puede haber diferencias funcionales entre estos dos alelos, hecho al que haremos referencia mas tarde
(Ulbrecht y col., 1999).

Posicion 83 107 157
E0101 G R R
E0102 R R R
E0103 G G R
E0104 G G G

Tabla 2. Polimorfismo de HL A-E.

3.1.- Estructura dela molécula HLA-E

La estructura de HLA-E fue determinada mediante difraccion de rayos-X (O’ Callaghan y col., 1998).
Esta estructura es muy similar a las de las moléculas HLA de clase la en toda su arquitectura (figura 5).
Al igual que la de éstas presenta una cadena pesada, congtituida por los dominios al, a2 y a3. Se
conserva la interaccion con la B2-m y la conformacion del lazo de union con CD8, asi como, la
orientacion del péptido dentro del surco de unidn peptidica, con & extremo N-termina del péptido
reposando entre el C-termina de la a2-hélice y el N-terminal de la a1l hélice. La medida del surco es

similar ala de las moléculas clasicas (O’ Calaghan y col., 1998b).

De cuaquier modo, se encuentra ausente una
porcion critica en € extremo carboxilo-terminal, como

es la sudtitucion de una serina por un triptéfano en 1

pl4. Este hecho excluye la posibilidad de una unién



Figurab. Estructura dela MoléculaHLA-E.
El aminoéacido 107 se encuentraen € fondo del
lazo entre € plegamiento B en la base de la

HLA-E se une a péptidos derivados de la secuencia lider de las moléculas clasicas. Esta secuencia de
aminoacidos es tremendamente hidrofobica, por lo que para facilitar su unién con HLA-E, € surco de
union al péptido de esta molécula también es hidrofobico. En el suelo de este surco, existe un grupo de
residuos arométicos, que forman una zona hidrofébica estable, con los sitios ciclicos de las cadenas
sefidlando hacia € extremo N-terminal del péptido. La presencia de esas cadenas hidrofébicas restringe
el nimero de péptidos que pueden unirse a HLA-E. En particular, en la posicion 97 hay un triptéfano en
HLA-E (en la mayoria de los alelos de clase la hay una arginina 0 asparragina) que junto con la

fenilalanina en posicion 116, crea una envuelta hidrofobica para interaccionar con la mitad carboxilo-

terminal del péptido (O’ Callaghan y col., 19984) (figura 6).

Q)

)

Figura 6. Imagen del surco de HLA-E. Vista de la conformacién
principal de la cadena pesada con los residuos arométicos llave y
del péptido. Con lalinea roja discontinua se muestran los enlaces de E

hidrogeno que envuelven ala Histidina 9y 99.



El sitio de union peptidica de HLA-E posee seis bolsillos hidrofobicos que se denominan A, B,
C, D, E, Y F, que se unen a péptido por las posiciones P1, P2, P6, P3, P9 y P9 respectivamente. A
diferencia de las moléculas HLA clasicas, todos los bolsillos del sitio de unidn a péptido de la molécula

HLA-E estan ocupados, para unir péptidos especificos (figura 7) (tabla 3) (O’ Callaghan y col., 1998c).

Figura 7. La imagen muestra los bolsillos en el surco de HLA-E.
Los atomas son representados por esferas de radio de Van der Waals
apropiado. Los residuos cargados son coloreados, laargininay lisina
en azul, y € glutamato y aspértico en rojo. Las histidinas vienen

representadas en verde y | os residuos arométicos en blanco. x

ambio, P3 y P6 son poco profundas. A diferencia del surco de
las moléculas clésicas, P7 es profundo en HLA-E y arrastra hacia abajo la mitad carboxilo terminal del
péptido. HLA-E preserva el extremo de union hidroxilo N- y C-terminal que caracteriza a las moléculas
clasicas (O’ Callaghan y col., 1998c) (figura7).

S6lo se uniran a surco, mediante puentes de hidrégeno, aguellos péptidos que sean capaces de
adoptar una conformacion adecuada e interaccionen de forma simultanea y optima con los multiples
bolsillos. La ocupacion de todos los bolsillos, ademés de la unidn de las cadenas laterales del péptido a
la molécula, asi como el alojamiento interno del péptido dentro de la gruta favorecen esta selectividad
(O Cdllaghan'y col., 1998c).

Los residuos llave del surco parecen estar conservados, incluyendo His9, His99, Trp 97, Phells,
Ser143, Serl47. Dentro de los bolsillos, los residuos también estan conservados a través las especies,
encontrandose la Unica variacion en la p73 la cual juega un papel en €l bolsillo C y es una isoleucina en

HLA-E humano, pero es unatreoninatodas las otras especies (O Callaghan y col., 1998c).
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Bolsillo | Residuos de aminoacidos
A 167, 59,171,168,159,163
B 45,67,9,22,24
70,74,73,116,97
156,159,97,99
147,116,124,133,114
81,123,124,95,116

Tabla 3. Residuos llave implicados en los bolsillos de
HLA-E.

mf mf 9 O

3.2.- Expresion en superficie de la molécula HLA-E: Factores condicionantes.

La molécula de clase Ib HLA-E se transcribe en todos los tegidos estudiados, es decir que
presenta niveles de RNAm detectables en todos ellos (Wei y Orr, 1990).

Pocos son los datos disponibles sobre su expresion en superficie, aunque se sabe que su
estabilizacion en la membrana plasmética depende su unidén a péptidos y a la 2-m. En efecto, en
estudios realizados con la transfectante AEH, se observo que la expresion de la proteina HLA-E en la
superficie celular se produce como un complejo trimolecular tipico de clase I, constituido por la unién
de la cadena pesada de HLA-E con € péptido (en €l caso de esta linea derivado de la secuencia lider de
A2) y con la B2-m (Lee y col., 1998). El transporte dentro de la célula también depende de la
disponibilidad de péptidos en €l reticulo endoplasmico.

La mayoria de péptidos que se unen a la molécula de HLA-E son péptidos de nueve aminoacidos
derivados de la secuencia lider de clase | o de HLA-G, y esta union es dependiente de TAP

(Transportadores asociados a procesamiento antigénico) (Furukaway col., 1999).

Tanto Qa1 en & ratdbn como HLA-E en humanos, se unen a la secuencia lider de los péptidos

derivados del MHC, induciendo el movimiento del complegjo formado hacia la superficie celular.

La secuencia lider de clase la es “MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWA” y tiene un motivo
de union a HLA-E en la porcion VMAPRTVLL (O’ Calaghan and Bell, 1998a).La existencia de una
treonina en posicion 2 no es compatible con las caracteristicas del bolsillo B de la molécula HLA-E
impidiendo la union a HLA-E en experimentos funcionales (Ulbrecht y col., 2000). Un numero
significativo de las secuencias lider derivadas de alelos HLA-B, presentan una treonina en P2, lo cual
sugiere que estos alelos seran incapaces de jugar un papel asociado a la inhibicion de la lisis por NK.
Por e contrario, las otras variaciones comunes de la secuencia lider de las moléculas HLA de clase |3,

mostradas en la tabla 4, pueden unirse a surco. Estas variantes estan conservadas, pudiendo estar la
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posicion 7 ocupada por una valina o leucina, y la posicion 8 por valina, leucina o isoleucina (Ulbrecht y
col., 2000).

VTAPRTVLL VMAPRTLIL
VTAPRTLLL VMAPRTLVL
VMAPRTLLL VMAPRTLLL
VMAPRTVLL IMAPRTLVL
VMPPRTLLL VMEPRTLIL

Tabla 4. Secuenciaslider de las moléculasHL A clasicas

La secuencia lider derivada de HLA-E es diferente a la de las moléculas clasicas, siendo tres
aminoacidos mas corta que la de las moléculas HLA clasicas. El residuo en e extremo amino-terminal
es un aspartico cargado negativamente en e HLA-E, mientras que & encontrado en las clasicas es una
arginina cargada positivamente. Esta secuencia es incapaz de unirse a surco peptidico de HLA-E
(Braud y col., 1997), como tampoco se puede unir la secuencia lider de HLA-F que es més corta
(MAPRSLLL).

Segun Ulbrecht y col., (1999) los niveles de expresion en superficie de HLA-E no estén relacionados
con su capacidad para inhibir la lisis por NK, sino que existe un reconocimiento diferencial de los
ligandos unidos al HLA-E por parte del receptor CD94/NKG2A de las NK.

La expresion de la molécula HLA-E no solo esta en relacion con los péptidos derivados de las
moléculas clasicas, sino con las diferencias alélicas de esta molécula. Los dos alelos mas frecuentes de
HLA-E se diferenciaban en la posicion 107, pudiendo ésta ser ocupada por una glicina (HLA-E®) o por
una arginina (HLA-ER). Se ha observado, en estudios llevados a cabo con lineas transfectantes de raton,
gue esa smple sustitucion de aminoacidos afecta de forma importante al procesamiento de las cadenas
pesadas de HLA-E.

Con respecto a las diferencias funcionales entre los dos alelos de HLA-E, fue observado que las
moléculas HLA-ER cargadas con péptido derivado de A2 o de G no inhibian el reconocimiento por
CD94/NKG2A+ de la linea celular NKL. Por otro lado, launién al HLA-E® del péptido derivado de A2
resultd ser solo parcialmente efectivo; en cambio la union a péptido derivado de HLA-G resulta en una

proteccion efectiva. Por tanto, la funcion de CD94/NKG2A no dependeria solo del ligando derivado de
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la secuencia sefid presentada, sino también de la variante de HLA-E presentadora (Ulbrecht y col.,

1999).

Por tanto, podemos deducir que para € conocimiento de la funcion del HLA-E “in vivo”, es

necesario conocer € tipo de alelo expresado, asi como el haplotipo HLA de clasel.

3. 3.- Funcion dela molécula HLA-E

HLA-E modula la funcion de las NK. HLA-E es € ligando de los receptores CD94/NKG2

presentes en las estas células. Este receptor se encuentra también en un subtipo de células T. Se
une, tanto a las formas inhibidoras del receptor (CD94/NKG2A), como a las formas activadoras
(CD94/NKG2C) (Martinez y col., 2001).

La expresion en superficie de HLA-E en las células diana es suficiente para inhibir las
células NK que expresan CD94/NKG2A o para la estimular la muerte de las células que estan
expresando CD94/NKG2C. Se ha comprobado gue esos efectos pueden ser revertidos mediante
el uso de anticuerpos monoclonales, anti-CD94 y anti-HLA-E. Estos hallazgos explicaron la
especificidad del receptor CD94/NKG2A que hasta entonces era poco clara. Recientes
experimentos, sugieren que & polimorfismo limitado de HLA-E junto con la secuencia lider
derivada de las moléculas clasicas, pueden influir en e reconocimiento por diferentes subtipos
de receptores CD94/NKG2 (Ulbrecht y col., 1999) (figura 8).

=
=
DAP-12
Reeptor inhibidar Reeptor adtivedar . . .
CD94/NKG2A CD94/NKG2C Figura 8. Esquema de los receptores tipo lectina C,

CD94/NK G2, dela célula NK.
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Como se ha comentado con anterioridad, los virus han desarrollado mliltiples estrategias
para escapar a los CTLs mediante la interferencia en los diferentes pasos del procesamiento

antigénico de las moléculas del MHC.

Asi, e citomegalovirus humano (HCMV), através del producto de los genes gpUS3 retiene a las
moléculas del MHC en € reticulo endoplasmico (RE). La proteina gpUS6 inhibe la entrega del
péptido antigénico a interior del RE por los TAP. El resultado de la actuacion de estos
mecanismos produce una disminucion de la expresion de las moléculas HLA clase |I. Esta
disminucion de la expresion HLA de clase la hace que las células infectadas sean invisibles a los
CTLs, pero pueden ser detectadas por las células NK, y ser més susceptibles a la lisis mediada

por las mismas (Ulbrecht y col., 2000).

El HCMV también ha desarrollado estrategias para contrarrestar la susceptibilidad frente a NK.
A través de los productos de los genes US2 y US11 no afectan a la expresion de las moléculas
HLA-C, permitiendo la inhibicion de la liss NK, en una subpoblacion de células NK que
presentan KIR2DL 1, KIR2DL2 Y KIR2DL3. Ademas se ha observado que puede sintetizar un
homologo de clase I, gpUL 18, que puede actuar como un ligando subrogado previniendo la lisis
por NK, habiéndose demostrado que interactia con ILT2. Este receptor ILT2 es expresado

Unicamente en un subtipo de células NK (Ulbrecht y col., 1999).

El fragmento UL40 de éste virus, da lugar a un ligando para HLA-E, idéntico a la secuencia
sefid derivada de HLA-CwO03 (Ulbrecht y col., 2000). La expresion de UL40 en células diana
HLA-E positivas confiere resistencia a la lisis por células NK a través de su union al receptor
CD94/NG2A. Este gen viral es un importante regulador de la actividad NK. La generacion del
ligando del UL40-HLA-E ha sido también observada en las céulas deficientes en TAP, estos
autores, observan que UL40 es procesado y cargado a HLA-E en ausencia de este complejo
TAP (Ulbrecht y col., 2000).

Recientemente, se ha descrito que dos péptidos derivados de proteinas viricas del virus de la
influenza y del virus de Epstein-Barr (VEB) estabilizan la molécula HLA-E en la superficie

celular al ser afadidos al medio de cultivo mantenidos a 26° C.
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La molécula HL A-E juega un paped importante en la regulacion de la funcion de la cdula

T. Los antigenos virales pueden ser presentados por HLA-E alas c8lulas T de modo similar a
como lo hacen las moléculas de clase |I. A diferencia de éstas, se ha visto que las moléculas de
HLA-E solubles no se unen al CD8. Este hallazgo ha sido relacionado con el polimorfismo de
HLA-E en € stio de union a CD8. Por tanto, parece que la restriccion de las células T para
HLA-E no existe, siendo la activacion del linfocito T independiente del CD8 (Moretta y col.,
2003).

Ademas se ha visto expresion de CD94/NKG2 en un subtipo de éstas células (Moretta y col.,
2003).

HLA-E es ligando también de las células NK-CTLs (Moretta y col., 2003b). NK-CTLs

representan una pequefia fraccion de CD8+ TCRa3 detectable en sangre periférica de agunos
donantes. Estas células se denominan asi por poseer una actividad similar a las NK (“NK like")
(son capaces de lisar lineas celulares susceptibles a NK), y constituyen un subtipo de linfocitos
TCDB8+ caracterizado por un fenotipo de memoria 'y por presentar en superficie unos receptores
inhibidores denominados iINKR. Ademas, presentan un reordenamiento TCRV 3 que es diferente

en los distintos individuos.

Estas células exhiben una fuerte actividad citolitica frente a lineas celulares que eran
susceptibles a células NK. Difieren de las células NK en que no destruyen a las lineas celulares
tumorales deficientes en B2-m. Si son capaces de destruir las lineas celulares que han perdido la

expresion de las moléculas clasicas, pero ain expresan 32-m.

La lisis estd mediada por € TCR, ya que € uso de anticuerpos monoclonales que bloquean €
TCR, inhiben la citotoxicidad mediada por NK-CTL. El ligando para este TCR no son las

moléculas clasicas, como hemos comentado con anterioridad, sino la molécula HLA-E.

La evidencia de que estas células reconocen HLA-E fue proporcionada por € estudio de la linea
celular RMA-S deficiente en TAP-2 co-transfectada con HLA-E y f2-m humana, la cua fue
cultivada con varios péptidos que estabilizan a HLA-E en superficie. Cuando RMA-S se cultiva
con péptidos que se unen a HLA-E las células se hacen susceptibles a la lisis, pero s se cultivan

con péptidos irrelevantes, no son destruidas (Morettay col., 2003a).

NK-CTL poseen la capacidad de crecer en respuesta a células alogénicas en cultivo mixto de

linfocitos. NK-CTLs presentan una mayor reactividad que los CTLs aloreactivos, y puede
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discriminar entre diferentes células alogénicas diana. No se han observado diferencias de
polimorfismo de HLA-E en cuanto a donantes susceptibles y resistentes. Parece que la
susceptibilidad o resistencia estaria en reconocer a HLA-E en las células alogénicas asociado a

péptidos que no estan en condiciones normales presentes en € huésped (Morettay col., 2003b).

Las células NK-CTLs junto con las NK pueden jugar un papel importante en la defensa contra
los virus que inducen la disminucion de la expresion de las moléculas clasicas como mecanismo

de escape a sistemainmune.

Se ha sugerido que HL A-E juega un papd importante en la regulacion de la implantacion

de la placenta. El embarazo representa uno de los més interesantes gjemplos de acomodacion

del sistema inmune a la biologia materna. La placenta proporciona una barrera entre la madre y
el feto, evitando que las células inmunes maternas actien contra los tejidos fetales en formacion
(Moffett-king, A,. 2002).

Se ha observado, la existencia de expresion de la molécula HLA-E a nivel del tegjido placentario
gue se encuentra en intimo contacto con el tgjido materno (expresion de HLA-E en las células de
trofobasto y de CD94/NKG2 en las células NK de la decidua materna).

Como hemos descrito antes, esta molécula puede interaccionar con los receptores de las células
NK tipo leptina, CD94/NKG2, los cuales gerceran una accion inhibidora o estimuladora
dependiendo del subtipo de receptor. Para redlizar su funcion € HLA-E necesita unirse a
péptido derivado de otras moléculas MHC clasicas. En la placenta se une a péptido lider
derivado de la molécula HLA-G. El complgo HLA-E-nonapéptido derivado de HLA-G
interacciona con un Unico receptor, CD94/NKG2A, inhibiendo la accion de las NK, con €
beneficio de la implantacién del embrién, Geragthy y col., 1998 (15" European
Histocompatibility Conference, Granada).

Malmberg y col. en 2002, describieron la resistencia a la lisis por NK de la linea de carcinoma
ovarico OVACs a través del receptor inhibidor CD94/NKG2A cuando se trataba con IFN-
ygamma. Observaron la existencia de un aumento de los niveles de RNAm tanto de HLA-E
como de HLA-G.
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4.- LA MOLECULA RELACIONADA CON EL MHC: MICA.

Los genes MICA son un grupo de genes que han sido descritos recientemente y que se
encuentran codificados en e cromosoma 6 (figura 1). EI mapa de los genes de MICA y MICB en la
region del MHC de clase I, se encuentra situado centroméricamente a HLA-B, entre éstey €l TNFa, y
presenta desequilibrio de union con e HLA-B. Comparten homologia entre un 18-30% con e MHC de
clase | (Hudgesy col., 1999).

MICA codifica para una molécula no clésica, la cual, a igua que las moléculas clase | clasicas,
es expresada en la superficie celular. Las moléculas MICA y MICB son expresadas en la superficie
celular mientras MICC, MICD y MICE son pseudogenes (Brahram y col., 2000).

El gen tiene cinco exones dando lugar a un tallo citoplasmico, una region transmembrana y tres
dominios extracelulares (a1, a2 y a.3). Aungue la estructura genera de la glicoproteina MIC es similar
a la de cadena pesada de otras moléculas de clase |, a diferencia de estas, parecen ser expresadas sin 32-
m. Esta molécula puede ser expresada en células TAP negativas, sugiriendo que su expresion es
independiente de la union a péptidos. Presentan ademés, la pérdida del sitio de union al receptor CD8 'y
no tienen funcién como presentadora de antigeno (Bahram'y col, 2000).

Exhiben, a igua que las moléculas HLA de clase I, un alto polimorfismo, € cua se encuentra
en la region transmembrana y € dominio extracelular. Se han descrito 54 aelos. Las variantes alélicas
de MICA no han sido relacionadas con diferencias funcionales, y no todas son expresadas en la

superficie celular (Stephensy col, 2001).

4.1.- Expresion dela molécula MICA.

MICA exhibe una expresion tisular restringida. Se encuentra constitutivamente expresada en las
células del epitelio intestinal. Se expresa también, en bajos niveles, en las células endoteliales y en
fibroblastos, pero no en células de lingje linfohematopoyético. MICA también se expresa en epitelio de
la cortical del timo. Al encontrarse tanto MICA como MICB en la cortical del timo, es posible que
jueguen un papel en la seleccion del repertorio de células T (Bahram, Sy col., 2000; Gkoh y col., 1996).

Parece gue la presencia de expresion de MICA no es esencial, s bien puede colaborar con la
defensa inmune. Los individuos homocigotos para la pérdida de MICA/B estan sanos, o por lo menos,

no tienen una deficiencia aparente.
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La expresion en superficie de MICA es inducible por € estrés celular. El estrés oxidativo induce
dafio celular alterando las proteinas, los lipidos y € DNA e induce apoptosis directamente sobre las
células diana. La proteina HSP70, que aumenta € estrés oxidativo, induce la expresion del gen MIC y
los niveles de proteina, asi como la respuesta de los CTLs contra las células diana. Yahamoto y col.
(2001) demostraron que tras la incubacion de la linea celular de colon CaCo-2 con H,O, durante dos
dias, la expresion génica de MICA y MICB se veia incrementada, asi como tras HSP. A diferencia de
las moléculas del MHC, MICA no es modulada por citoquinas como el [FN-y.

MICA y MICB son expresados también en tumores y en lineas celulares de origen epitdlial,
como carcinomas de pulmén, mama, rifion, ovario, prostata, y colon, asi como en lesiones de melanoma
cutaneo (Seliger y col., 2003). MICA es raramente expresado en leucemias de células T, LMA y en
lineas de linfoma B. Segun estos autores no esta clara la relacion entre MICA vy las caracteristicas
histopatoldgicas del tumor.

Kennedy y col. (2000), publican que € polimorfismo de MICA no parece estar asociado con la
neoplasia intraepitelial cervical inducida por € papilomavirus y ni con €l cancer de piel excepto con
melanoma. Parece que la frecuencia y €l nivel de expresion de MIC no esta asociado con e grado de
invasion y potenciales metéstasis tumorales (Pende y col., 2002). Segun Seliger y col. (2003) esto puede
ser debido a que €l nimero de especimenes estudiados sea limitado para sugerir una asociacion entre el
incremento de expresion de MICA y la progresion de la enfermedad.

Como se hizo referencia anteriormente, no todos los alelos MICA se expresan en la superficie
celular. En este sentido, Li y col. (2000) describieron dos lineas tumorales derivadas de epitelio
gastrico, AGS y KATO Il1I, que habian perdido, o era débil, la expresion de la proteina MICA en
superficie a pesar de la gran cantidad de RNA mensgjero. Al andlizar estas lineas encontraron que
ambas expresaban e aelo 010 de MICA. Este alelo es defectivo debido a una sustitucion de un
aminoacido en e dominio al, lo cua genera una proteina inestable (se sustituye una prolina por una
arginina en la posicion 6 en la primera cadena 3 del dominio al. La arginina en esta posicion esta
conservada en todos los alelos MICA y MICB). La expresion de esta molécula en esas lineas fue
recuperada tras la transfeccion de cDNA o de un cosmido que encodaba e aelo de MICA 004,
indicando que la causa de la alteracion, a la que se debia la no expresion de MICA, no era debida ni a
un mecanismo post-transcipcional, ni a un defecto en el procesamiento proteico, sino a una alteracion en
la secuencia de la molécula. Esta ateracion parece que bloquearia la union de un hidrégeno del
plegamiento B con e carboxilo de la histidina de la posicion 27 de la cadena 2, interfiriendo en la

formacion de la estructura secundaria.
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Petersdorf y col. (1999) describieron que la frecuencia de del alelo 010 es un 5% en caucasianos,

mientras que Komatsu y col. (2000) encuentran gue es de un 12.5% en japoneses. Segln estos autores,

el gen MICA se encontraria delecionado en aquellos individuos japoneses que poseen un haplotipo

HLA-B*4801. Por otra parte, Ando y col. (1997) han descrito la existencia de un gen no funciona de

MICB, €l cual presenta un codon stop en su secuencia de RNA.

4.2.- Papel de MICA en larespuestainmune.

La molécula MICA parece ser crucia en e mantenimiento de la integridad del epitelio
intestinal, ya que su expresion, favoreceria la eliminacion de las células epiteliaes infectadas o
dafadas (Pende y col., 2002). Ademas de la presencia de atos niveles de expresion de MICA
junto con e aumento de la expresion de SHP en las células epiteliales podria representar e
mecanismo por e cua e sistema inmune puede reconocer y destruir las células sometidas a
estrés (Pendey col., 2002).

La molécula MICA es reconocida por un subgrupo de linfocitos Tyd+, los LTyd V1. Estos
linfocitos V1 esta limitada al epitelio intestinal, representando entre e 70-90% de los linfocitos
Tyd, y se correlaciona con la expresion de MICA/B en las células tumorales (Seliger y col.,
2003). Como hemos comentado con anterioridad, la moléculas MICA es inducida por €l estrés
celular y su reconocimiento por parte de los linfocitos V1 serviria como mecanismo de la
inmunovigilacia para detectar células del epitelio intestina dafiadas, infectadas o transformadas
0 puede estimular la secrecion por parte de las células T de factores de crecimiento requeridos
para e mantenimiento de la homeostasis del epitelio intestinal. La limitada variedad del receptor
de los linfocitos Tyd podria explicar que cada TCR reconoce a varios aelos MICA (Dasy col.,
2003).

Al igua que ocurre con las moléculas de clase I, las moléculas MIC interaccionan con los
receptores inhibidores o estimuladores tanto de las células NK, como con las células T. MICA y
MICB son ligandos del receptor activador de las células NK, NKG2D, € cual es expresado en la
mayoria de células NK, en los linfocitos Tap CD8+ y en los linfocitos Tyd (Carosella y col.,
2000).

En estudios “in vitro” se ha demostrado que la interaccion del receptor NKG2D con las

moléculas MICA y MICB, expresadas en la superficie de las células de los tumores epiteliaes,
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estimula la respuesta citolitica de las células NK y de linfocitos Tyd+ de forma independiente a
la presentacion antigénica. De hecho, se ha observado en tumores epitelidles MIC+ un
incremento del nimero de linfocitos infiltrantes que son NKG2D+ (Vetter y col., 2002).

Los receptores de las células NK y la IL-15 juegan un papel importante en a activacion y/o
expansion de las células efectoras/memoria. La expresion y funcion de NKG2D fue
selectivamente aumentada por la IL-15. Esta es una citoquina es secretada de forma
predominante en el microambiente intestinal durante e estrés o la infeccion. Ademas, es
reguladora de la activacion y expansion de CTL durante la inflamacion y confiere a las células
smilares a las células NK, actividad de CTL, dandole propiedades citotoxicas a través de
NKG2D, segin Robert y col. (2001). Esto puede explicar las publicaciones previas, que
mostraban que los linfocitos intraepiteliales, podian matar las células epiteliales infectadas por
virus o tumorales, las cuales potencialmente expresan proteinas MIC.

Estos autores han investigado ademés en tejidos frescos del intestino normal la funcion de
NKG2D expresado por los CTL. Mediante la utilizacion de clones de células T especificos
contra HCMV y PBL, células T aff CD28-CD8+, demuestran que NKG2D aumenta en €

contexto de células diana con infeccion viral que presentan induccion de MICA/MICB.

Los propios tejidos tienen control sobre la activacion y expansion de la inmunidad adaptativa,
favoreciendo las funciones efectoras de los CTL cuando cualquier agente que causa dafio o
inflamacién esta presente. En condiciones normales, esas vias coestimulatorias estan reprimidas.
El estrés, la inflamacion, y la IL-15 inducen la expresion de varios componentes de ese sistema
de coestimulacion, pudiendo aumentar la respuesta de CTL a diferentes antigenos.

La existencia de una secrecion incontrolada de la IL-15 puede participar en la induccion o
persistencia de respuestas autoinmunes. artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad celiaca. Esos
hallazgos sugieren que NKG2D y MIC puede contribuir a la destruccion de las células
epiteliales en la enfermedad celiaca y en otras condiciones inmunopatoldgicas. Se ha descrito
una asociacion de la enfermedad de Behcet con un aelo de MICA que posee una repeticion de
tripletes en la regidon transmembrana, pero su papel causal queda por ser demostrado (Orchard y
col., 2001). Orchard y col. (2001) también estudiaron la asociacion de los aelos MICA en
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, ya que estudios anteriores habian descrito una
asociacion de HLA de clase Il con la enfermedad de Crohn y con la colitis ulcerosa. Estos

autores encuentran asociacion estadisticamente significativa entre e alelo MICA*007 con la
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susceptibilidad para padecer colitis ulcerosa y e alelo MICA*008 con la enfermedad
inflamatoria intestinal asociada a artritis tipo 2.

Por otro lado, Stastny (2002) estudié en su laboratorio la antigenicidad y capacidad de
MICA para inducir respuestas inmunes debidas a diferencias alogénicas, como ocurre en
trasplantados. Estudio la presencia de anticuerpos anti-MICA en receptores de trasplantes de
diferentes 6rganos (rifion, higado y pulmén), donde encontré la presencia en suero de
anticuerpos anti-MI1CA contra alelos MICA del donante (figura 10).

Actualmente, existe una fata de informacion sobre la expresion de los ligandos de los
receptores activadores de las células T en las lesiones malignas, la pérdida de expresion de estos
receptores activadores podria suponer una estrategia tumoral para escapar de la respuesta innata.
Recientemente, ha sido publicado por Groh y col. (2000), la existencia de moléculas MIC
solubles en pacientes con cancer, que inducirian la endocitosis y la degradacion de NKG2D en
los linfocitos del tumor infiltrante y de sangre periférica. Estos cambios resultan en alteraciones
especificas de la respuesta inmune. Estos autores sugieren que seria interesante estudiar ésto en
un nimero importante de pacientes para poder confirmar la presencia de MIC en suero como un
mecanismo de escape tumoral.

La existencia de una pérdida de expresion de las moléculas MICA y MICB en melanomas HLA
la negativos (Ugurel y col.,, 2001), ha sido relacionada con la existencia de metéstasis
recurrentes en pacientes que estaban sometidos ainmunoterapia basada en las células T.

Estudios “in vitro” recientes han demostrado que la estimulacion de la destruccion de la célula
tumoral gercida por MICA sobre la célula NK puede ser inhibida mediante la coexpresion con
el antigeno HLA-G (Menier y col., 2002).
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Tumor cell

Figura 9. Estrategias de escape de las c8ulastumor ales del ataque de las células NK. Las células tumorales expresan
ligandos Fas (Fas-L) para eliminar a las céulas efectoras a través de la via Fas Fas-L. Ademés las cdulas tumorales
expresan citoguinas como TGF-B e IL-10, las cuales suprimen directa o indirectamente las funciones efectoras de los
linfocitos T y células NK. Ademés pueden emitir ligandos de NKG2D, MICA, y posiblemente de otros miembros de la
familia de ULBP, estos se unen a los receptores NKG2D expresados en las células NK y en los linfocitos T CD8+
modulando € receptor NKG2D vy dafiando la via NKG2D/ligando. Las metaloproteinasas (MMP) son descritas coma

escisoras.
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[I. HIPOTESISY OBJETIVOS

La hipétesis de la vigilancia inmunologica establece que € sistema inmune puede controlar €l
desarrollo tumoral, a menos en sus primeras etapas, mediante la eliminacion de clonas de ata
inmunogenicidad. Esta teoria, entre otros hallazgos, se sostiene por € incremento de cancer en pacientes
con inmunodeficiencias congénitas 0 adquiridas. Recientemente, se ha incorporado la teoria de
“inmunoedicion” del cancer que viene arefrendar la hipotesis de inmunovigilancia.

Es sabido que los antigenos tumorales pueden ser presentados a los linfocitos T citotoxicos por
las moléculas HLA, esa puede ser la razdn por la que numerosos tumores humanos presentan
alteraciones en la expresion de estas moléculas. Algunos de los mecanismos empleados por las células
tumorales como escape a los linfocitos T citotoxicos (CTLS) sensibilizarian, por otra parte, alas células
a células NK. Particularmente, entre estos mecanismos estaria las alteraciones totales y parciales, en
algunos casos, de la expresion de las moléculas HLA clésicas.

Al igua que ocurre en células infectadas por virus, la expresion de la molécula HLA-E podria ser

usada por las células tumorales como mecanismo de escape a las células NK

Reosptor I nhibidar
delacduaNK
KIR),

que hubiesen perdido la expresion de las

moléculas clasicas. Esta disminucién o pérdida

2 HLAIABC ——  Nossprodxelalisis ) )
cdlular de las moléculas de clase | podria afectar

también a la expresion de HLA-E, no evitando la
elimnacion de estas por céulas NK
CD94/NKG2A+. (Ulbrecht y col., 2000) (figura
9).

Reogpotor Adtivedor
delacduaNK
(KAR)

Destruaitn aeluiar Por otro lado la falta de expresion de MICA
como sefid de aerta de malignizacion también
contribuira al escape inmunolégico de las células
aberrantes.

Noseproducelaliss
odular

Figura 10. Reconocimiento de las moléculas HL A
clasicasy de HLA-E por la célula NK.

31



Objetivo principal: Estudiar la expreson de moléculas inhibidoras (HLA-E) y activadoras
(MICA) de la actividad NK en lineas tumorales humanas de diferente origen histolégico, que pueden
justificar un escape simulténeo a células T Y NK en células con expresion alterada de moléculas HLA

clasicas.
Objetivo secundario: Se ha querido conocer los factores que pueden condicionar la expresion

de HLA-E enlasuperficie de lineastumorales.
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l1l.- MATERIAL Y METODOS

1.- LINEASCELULARESY CULTIVO CELULAR

Para la redlizacion de este trabgo se han utilizado un total de 36 lineas diferente estirpe
histol6gica.

Dentro de las lineas de origen hematolégico se encuentran linfomas Burkitt como DAUDI, la

cual presenta una mutacion en e gen de la f2-m, LUNDAC, RAJI y RAMOS. Dentro del grupo de

leucemias se encuentran: la linea celular derivada de un linfoma histocitico, U937, obtenida de la
ATCC; NALM-6 es una leucemia pre-B obtenida también de la ATCC (American Type Cultura
Collection, Rockville, MD); K562 es una eritroleucemia, HLA clase la negativa, obtenida de la KM-
3ATCC; JURKATT es un linfoma T; HL60 es una leucemia promielocitica; y la lineas de leucemia
linfoblastica aguda CEM y KM-3.

Se han analizado un grupo de lineas celulares de melanoma comprendido por: FM55M1, esta

linea muestra una baja regulacion del locus B, revertida tras tratamiento con IFN-y (Real y col., 1998);
Lalinea R22.2 que expresa un solo alelo de HLA clase I; IRNE presenta una mutacion del gen de la 32-
m, no presentando expresion de HLA clase | (Benitez y col., 1998) y fue originada en € Instituto
Ludwing (Bruselas, Bélgica); MSR3-mel que presenta una pérdida total de expresén HLA-ABC
(Serrano y col., 2003). NW145E8 es otro melanoma de donde deriva NW145C5, la cud presenta una
pérdida de haplotipo HLA (Méndez y col., 2001).

Las tres lineas celulares derivadas de carcinoma de colon: LOVO, HCT-15y DLD-1, presentan

mutaciones en el gen de la B2-m y carecen de expresion HLA la en superficie (Bicknell y col., 1994,
Rosa y col., 1983). Son obtenidas de la ATCC (Rockville, MD).

Los carcinomas de pulmon CALU-1, SK-MES y A549 fueron obtenidos
también de la ATCC.

El carcinoma de laringe HEP-2 muestra una disminucion de la expresion del locus B (Garrido y

col., 1991). Lalinea celular CALU-6, carcinoma de cabeza y cuello, fue obtenida de la ATCC.

Las lineas de carcinoma de mama (MCF-7 y MDA-231) y los carcinomas de cervix (Hela,

SHa, CAXI) provienen de la ATCC. La linea de cervix 808 presenta una mutacion en e exén 3 de
HLA-A2 descrita por Brady y col. en el 2000.

Tanto lineas tumorales de pancreas (MZPC-1y SKPC-3), como la préstata PC-3, son derivadas
dela ATCC.
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La linea celular AEH, fue usada en los estudios de citometria de flujo como control positivo por
expresar € antigeno HLA-E en la superficie celular. Esta es una linea derivada de la leucemia
LCL721.221 y esta formada por un gen hibrido usando las porciones complementarias de los genes
HLA-Ey HLA-A2, (Leey col., 1998).

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio de cultivo estéril Dulbecco’'s MEN 1X
(Seromed), suplementado con suero fetal bovino a 10% (Gibco BRL, life technologies, Karlsruhe,
Germany), previamente inactivado durante 45 minutos a 60° C; L-glutamina al 5% (Biochorm KG,
Berlin, Germay); 500ug/ml de ampicilina (Gobemicina®, Normon S.A.) y 40ug/ml de gentamicina
(Genta-Gobens®, Normon S.A.).

La linea celular MSR3-mel fue cultivada en medio ISCOVE mas un suplemento adicional con la
siguiente composicion final en e medio: insulina (20mg/ml); transferrina (10mg/ml); selenito sodico
(25nM), hidrocotisona (50nM), fosforiletanolamina(10mM), factor de crecimimiento epidermico
(Ing/ml), etanolamina (10mM), Triiodo-L-tironina(100pM), abumina sérica bovina 2mg/ml y piruvato
de sodio (0.5mM).

La linea AEH fue cultivada con medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal, penicilinay

estreptomicina al 1%, 1% de piruvato, 1% de Hepes, 300ug/ml de Higromicina.

El cultivo fue redlizado en frascos de cultivos estériles de 50 ml o de 250 ml (Falcon),
incubando las células en estufa a 37° C, en aimosfera de CO, a 5% y 90% de humedad. El
mantenimiento de los cultivos requiere la renovacion periddica del medio de cultivo que se redliza en
ambiente estéril en campana de flujo laminar. Aquellas células que crecian adheridas a frasco de
cultivo para despegarlas para su posterior manipulacion se requeria la incubacion con 2-3 ml de PBS-
EDTA 0.02% durante 5 minutos, previo lavado con PBS.

2.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE ANTIGENOS HLA-E Y MICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO

Mediante esta técnica fueron estudiadas la expresion en superficie de las moléculas HLA-E y
MICA, asi como la de las moléculas HLA clasicas, usando un método estandarizado de

inmunofluorescencia indirecta.



Material:

e Anticuerpos monoclonales especificos: 3D12,anti-HLA-E, reconoce la cadena pesada
unida a la B2-m (cedido por € Dr. Gerarghty — Seattle, USA. Leey col., 1998); SR99
anti-MICA (cedido por la Dra. Caillat-Zucman, Paris); W6/32, anticuerpo monomorfico
anti-HLA-ABC unido a 32-m (Barnstable y col., 1978).

e Tampon Buffer fosfato (PBS).

e Anticuerpo de raton anti-IgG marcado con isocianato de fluresceina diluido al 1/40 (anti-

mouse 1gG Fab specific)(Sigma).

Citometro de flujo FACsort (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

M étodo:
- Las cédlulas a estudiar, contenidas en un frasco de cultivo, son extraidas y lavadas tres veces en
PBS frio, con € fin de eliminar restos de inmunoglobulinas que pudiera contener € suero fetal del
medio de cultivo donde se encontraban, centrifugando a 1500 r.p.m entre cada lavado.
- Tras @ Ultimo lavado, se resuspenden a una concentracion de 10° células/ml. 50ul de esta
solucién son incubadas a 4° C durante 30 minutos con € anticuerpo adecuado.
- Seguidamente las células son lavadas dos veces con PBS frio para eliminar €l anticuerpo en
exceso. Después del ultimo lavado, e botdn de células se resuspende en 50ul de una dilucion 1:40
de un segundo anticuerpo de ratdn anti-lgG marcado con isocianato de fluresceing, incubandose a
4° C durante 30 minutos.
- Por ultimo, son lavadas de nuevo tres veces en frio, tras €l Ultimo lavado, fueron resuspendidas en
500 ul de PBS.
- El andlisis de ésta técnica se redliza midiendo la intesidad de fluorescencia a través de un

citdbmetro de flujo.

3.- ANALISISDEL TRANSCRITO DE HLA-E MEDIANTE RT-PCR: OBTENCION DE RNA, RT-PCR Y
AMPLIFICACION

La RT-PCR consste en sintetizar, a partir de RNA total, ADNc. A partir de este ADNc
amplificamos los posibles transcritos de las moléculas que deseamos estudiar. Los productos de esa

PCR los analizamos en un gel de agarosa al 2% junto con un peso molecular patron.
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A partir de este DNAc y mediante PCR sintetizamos multiples copias de una secuencia concreta
de ADN mediante la repeticion de ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y sintesis o extension. Esta
técnica fue utilizada para detectar transcritos de cadena pesada de moléculas clasicas la, f2-my HLA-
E.

3. 1.- Extraccion de ARN total delineas celularestumorales.

Material:
e Céulas de lineas tumorales
¢ RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden, Germany).
e Aguadestiladatratada con DPEC
e Etanol 70% con agua DPEC (Merck).
e Agarosal%.
e Espectofotémetro (Gene Quant pro)
M étodo:

- Se extraen las céulas contenidas en un frasco de cultivo (4x10° aproximadamente) y se lavan
en PBS frio dos veces.

- Se centrifugan a 1500 r.p.m, decantando todo el sobrenadante.

- El botdn celular se resuspende en 175 ul de tampon de lisis frio (4° C)(RLN) (incluido en €
Kit, e cual contiene 50mM TrissHCL pH 8.0, 140mM NaCl, 1.5mM MgCl,, 0.5% NP-40, 1.000 U/ml
de inhibidor de ARNasa, 1mM DTT). Seincubala mezcla5 minutos en hielo.

- Posteriormente, se centrifuga en frio en microcentrifuga a velocidad maxima durante dos
minutos. El sobrenadante lo transferimos a otro tubo eppendorf nuevo, desechandose e boton, ya que
éste contiene €l nlcleo y los restos de membranas.

- Se afladen 600ul de tampdén RTL y se mezcla en vortex. Se centrifuga y se decanta en
sobrenadante en otro tubo nuevo, afadiéndole 430ul de etanol a 70% y se mezcla bien.

- La muestra se pasa por una minicolumna RNeasy Spin Column, para €ello se centrifuga a
10.000 r.p.m durante 1 minuto. La microcolumna capta el ARN que es lavado con 700ul de tampon
RWL1 (del Kit), centrifugando 15 segundos a 10.000 r.p.m. Después se lava dos veces con 500ul de

tampon de lavado RPE, se centrifuga del modo anterior.
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- Por dltimo se eluye el ARN en agua, haciendo pasar por la columna 30ul de agua destilada
libre de ARNasas, centrifugando durante 1 minuto a 10.000 r.p.m.
- La cantidad de ARN es cuantificada en un espectrofotometro a una dilucion 1:100 y su calidad

se observatras la electroforesis de 5ul en gel 1%(Sigma).
3. 2.- Sintesisde ADNc.
Material:
e ARN total delaslineas celulares.
e Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI).

M étodo:

A patir de 2 ug de ARN total se sintetiza ADNc por la accion de la transcriptasa inversa, segin

la siguiente reaccion:

MGCT2 25V .. . ettt 4l
Tampon de la enzima transcriptasa inversa 10X (Tris HCI 200mM,

pH 8.8, KCI 500mM, Tritdn X-100 &l 1%6).......cceeeeeeeneeneereenernenns 2ul
ANTP I0MM ..ot e e e e e e e 2ul
Inhibidor de ARNasas (RNasin)  .......oovvveiiii i e, 0.5ul
Transcriptasainversa AMLV (10 U/ul) oo 1.5ul
(@] ToTo 3 (o L) L PP 1yl
ARN O ... ..ot e ettt 2 ul
Aguadestiladalibrede ARNaSa...........cccooveiiiiiii e c.s.p. 20ul

Esta reaccion se incuba a 42° C durante 60 minutos. Posteriormente se mantuvo 5 a 95° C para
inactivar la enzima.
La reaccion se dga 5 minutos a 4°C y se le afiade 80ul se agua destilada, se aicuota y se

almacena a -20°C hasta el momento de su uso en la PCR.
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3. 3.- Amplificacion del cADN de la B-actina.

La amplificacion del ADNCc de la B-actina se utiliz6 como control de calidad del CADN extraido

de las diferentes lineas para la técnica de la transcripcion inversa (RT-PCR), segun la reaccion:

ADNC. .. oo e Sul

CHOLEFW. .. e e et ettt ettt 1 ul (100ng)
CHOLOBW. .. ... e e e e e e e ettt 1 ul (100ng)
Mezclade dNTPS I0MM ... e e e e Sul

(500 mM KCI, 15mM MgCl2, 100 mM Tris HCI, 0.1% gelatina, pH 8.4)(Boehringer)
TamPON e PCR 10 X..uiu ittt e e e e e e aee e Sul

Tag POIIMEIESA. .. ... e e e e 1ul (V)
Aguadestilada...........ccooiiii c.p.s. 50ul

CHO15Fw 5'-TACCTCATGAAGATCCTCACCGAGGCG-3
CHO16Bw S -TTTCGTGGATGCCACAGGACTCCATG-3

Las condiciones de la PCR fueron:

O4OC B MINUEDS. .. e e et e e e e e e e e, 1ciclo
94°C 1 minuto, 58°C 1 minuto, 72°C 1 minuto............ 21 ciclos
T29C L MINUEODS. .. e eee e e e e e e e e e e 1ciclo

10ul del amplificado de PCR fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

3. 4.- Amplificacion dela moléculaHLA-E

M aterial:

e ADNCc delaslineas celulares

e Primers:
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M étodo:

ES'UT 5'-CCA CCA TGG TAGATG GAA CCCTC-3
E3UT 5'- GCT TTA CAA GCT GTG AGA CTC-3

Mezcla de dNTP: 2mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Boehringer
Mannheim).

Tag ADN polimerasa (Boehringer Mannheim).

Tampon PCR 10 x: 100 mM TrissHCIl, 15 mM MgCl,, 500 mM KCL, pH 8.3.
(Boehringer Mannheim).

Para llevar a cabo la amplificacion de los transcritos de la molécula HLA-E, en cada una de las

muestras, fueron utilizados los Primers ES'UT y E3'UT, complementarios a dos regiones especificas
parael ARN de HLA-E (Ulbrecht y col., 1999).

Lareaccion de PCR en cada una de las muestras fue la siguiente:

ADNC. .. oo e, 2.5 ul
B UT et 1 ul (100 ng)
BB UT et 1 ul (100 ng)
Mezclade dNTPS......c.oi i, Sul
TampON de PCR 10X......cvuiiieee it e e Sul

Tag POlIMErasa........o v e e e e 1ul (V)
Aguadestilada............ccooeiiiiii c.s.p.50ul

Las condiciones de la PCR fueron:

O5PC A MINUEODS. .. e e e e e e e e e 1ciclo
94°C 5 minutos, 68°C 5 minutos, 72°C minutos...30 ciclos
T2C 10 MINUEODS. .. cve e e e e e e 1ciclo

Para comprobar que la amplificacion fuese especifica, €l producto de la PCR de las lineas ha

sido secuenciado tal y como se especifica en el apartado 5 de Materia y Métodos.
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3. 5.- Electroforesisde los productos de la PCR en gel de agarosa

Material:
e Productos de la PCR.
e Tampodn de carga 10x: 2.5 mg/ml de Azul de bromofenol, 2.5 mg/ml de Xileno-cianol,
0.25 g/ml de Ficoll 400.
e Agarosa(Sigma).
e TAE 1x.
e 25ul de bromuro de etidio por cada 50ml de TAE 1x.

M étodo:

Una vez realizada la PCR, 9ul del amplificado se mezclan con 1ul de tampon de carga 10x, y se
someten a electroforesis con una diferencia de potencial de 100 V en un gel de agarosa a 2% en 1x

TAE con bromuro de etidio. Al 1% s lo que se analiza es RNA.

4.- PCR CUANTITATIVA

La PCR atiempo real consiste en la relacion cuantitativa entre la cantidad de secuencia diana de
inicio y la cantidad de productos de PCR dados en un ciclo determinado. Mediante esta metodologia se
puede comparar la cantidad de ARN de un determinado gen y establecer estudios comparativos entre e
nivel de transcripcion de ese gen entre distintas células.

El desarrollo de la PCR a tiempo real ha eliminado la variabilidad tradicional asociada a la
cuantificacion de PCR, permitiendo la cuantificacion de los productos de la PCR y la reproductividad.
La PCR cuantitativa se ha realizado en €l LightCicler (Roche Diagnogtics), es un fluorimetro integrado
con un termociclador que usa microvolimenes, € cual combina una PCR de ciclos rgpidos con una
monitorizacion de la fluorescencia a tiempo rea. El Software del equipo andiza la sefia de
fluorescencia a tiempo real inmediatamente tras cada medida, la adquisicion de la fluorescencia se
realiza cada 10-100 milisegundos. Por tanto, la PCR a tiempo real o cinética es un método poderoso
para estimar e nuimero de copias, ya que la fluorescencia es adquirida una vez por ciclo y
posteriormente la cantidad de fluorescencia se refiere relaciona con e nimero de ciclos en una gréfica.

Para ello se emplearon los métodos de deteccion mediante sondas y mediante el marcador de
doble cadena SYBR Green |.



-Deteccidn por sondas. Se emplean como sondas dos oligonucledtidos bloqueados en 3’ para evitar que
srvan de cebadores de la PCR, estos van a ser complementarios a dos secuencias contiguas del
amplificado. La sonda que se une més hacia 5’ de la secuencia amplificada va marcada con fluoresceina
en 3', mientras que la otra sonda va marcada en 5° con un emisor fluorescente que solo emitira cuando
sea excitado por la fluoresceina de la primera sonda; para que la fluoresceina excite a marcador
fluorescente, las dos moléculas han de estar muy proximas y esto solamente ocurrird cuando las dos
sondas se unan a la secuencia especifica.

-Deteccion por SYBR Green |. Este sistema de deteccion es mas inespecifico, pues se trata de un
fluorocromo que emite fluorescencia cuando se intercala al DNA de doble cadena, por lo que un
amplificado distinto al deseado daré también sefial de amplificacion. Para solucionar este problema, tras
la amplificacion se realiza un programa de temperatura que consiste en renaturalizar el amplificado y
después calentar de forma progresiva a la vez que medimos emision fluorescente en cada muestra. El
amplificado especifico tiene una temperatura caracteristica de fusion dependiente de su contenido en
G+C y de su longitud; a esta temperatura las dos hebras de ADN se separan y la emision fluorescente
disminuye con gran rapidez. La caida de la fluorescencia en cada muestra a la temperatura
correspondiente a amplicon que estamos estudiando nos confirmard la especificidad de la

amplificacion.

4. 1.- Condiciones de la PCR para amplificar cuantitativamente 2-m, GPDH, de la cadena
pesada de HLA-ABC (H.C) y HLA-E.

e Amplificacion dela p2-my del gen dela GPDH:

Para ello se emplea € kit comercia de f2-m y de GPDH House Keeping gene (Lyghcycler h-

[32M ; h-GGPDH Housekeeping gene set, Roche Diagnostic) y fue redizada mediante la siguiente
an
reaccion recomendada por €l fabricante, realizandose seguin protocolo:

GPDH  g2-m

CIMg; 0.6 _
H,O 2.15 2.75
Sonda 0.5 0.5
Master 0.5 0.5
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Volumenfinal  3.75ul  3.75ul

En cada capilar del Light Cicler afiadimos los 3.75ul de lamezcla anterior y 1.5ul de cDNA.

El gen de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa no estd implicado en € procesamiento y
presentacion de péptidos antigénicos;, se ha comprobado que su expresion es constante y puede ser
empleado como factor corrector de diferencias debidas a la cantidad de RNA obtenido en cada muestra

(Barthe et al., 2001; Kletzien et al. 1994).

e Amplificacién de la cadena pesada de HLA-ABC (H.C.):

H20 0.65
CI2Mg 4mM 0.6
Sonda F (CCATCCGCTGCCAGGTCA) 0.5
Sonda L 05

(TGTGATCTCCGCAGGGTAGAAGC)
Primer F(GAGAACGGGAAGGAGACGC) 0.5
Primer B (CATCTCAGGGTGAGGGGCT) 0.5

LC-Fast Stard DNA Hybridazion Probes 0.5
CDNA 1.25
Volumen final Sul

e Amplificacion deHLA-E:

Cl,Mg 0.6
H20 4.3
Primer E7 0.5
(GGGAGCTACTCTAAGGCTGAGTGG)*

Primer E2 0.5

(GCTTTACAAGCTGTGAGACTC)
Light cicler FastStart DNA Master SYRB 1

green |
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CDNA 2.5
Volumen final 10ul

* Amplifica exdn 7 de HLA-E dando un tamarfio de transcrito de 240bp.
En cada tanda de reacciones se incluyeron estandares de concentracion conocida para € calculo de la
recta de regresion, recta que nos relacionara €l ciclo de deteccion del amplificado con la concentracion
de la molécula en la muestra. La temperatura de Meeting especifica para HLA-E es 89.47 °C. Paratener
una mayor seguridad de la especificidad del amplificado, se rediz6 en todas las amplificaciones €

posterior andlisis en gel de agarosa al 2% en tampdn TAE y una concentracion de bromuro de etidio de

0.5 pg/ml.

4, 2.- Realizacion delas Curvas estandares.

Para que los datos obtenidos en la PCR cuantitativa sean reproducibles y fiables de un ensayo a
otro, construimos una curva estandar para cada una de las moléculas estudiadas (H.C., B2-m, HLA-E y

GPDH).
Para congtruir cada una de estas curvas fue realizada una amplificacion selectiva de estas

moléculas y posterior clonacion.

4. 2. 1.- Amplificacion de la cadena pesada de las moléculas clésicas, B2-microglobulina, HLA-E,

MICA y GPDH.

La amplificacion de todas estas moléculas se describieron en e apartado 3 de Materia y

M étodos.

4. 2. 2.- Clonacion del inserto:

Material:
e TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen)
e Vacuum manifold (Promega)
e Wizard PCR Preps DNA purification systems (Promega)
e Wizard Plus SV Minipreps DNA purification systems (Promega)



M étodo:

- En primer lugar los productos de la PCR fueron analizados en un gel de agarosa a 2%,
seleccionando sOlo los amplificados en los que hubiese una sola banda y fueran especificas.
Posteriormente, los productos de la PCR deben ser purificados mediante el Kit Wizard PCR Preps DNA
purification systems segun el protocolo del fabricante.

- Una vez purificados, los productos de la PCR, fueron insertados directamente en un plasmido

vector* mediante e kit de clonacion TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, mediante la siguiente

reaccion:
Productos PCR purificados...............ccoceeiineinennn. 0.5 a4yl
Solucion salina (Kit).........cooveviiiiii e e 1ul
Aguaesteril ..o completar hasta 5ul
LI © AV o () 1ul

- Se mezcla en vortex y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente (22-23°C).

* El plasmido vector eslineal y estd suministrado por € kit (pCR4-TOPO), contiene una sola timidina
(T) enlaposicion 3' y una tropoisomerasa que se une de forma no covalente con € vector.

La Taqg polimerasa, usada previamente para amplificar, tiene una actividad transferasa terminal, la
cual afiade un adenosina (A) a la producto final de la PCR. Esta adenosina se liga eficientemente con
la timidina de la region 3' del vector. La tropoisomerasa se une a la doble cadena de DNA en sitios
especificosy se une mediante un enlace no covalente une su residuo de tirosina-274 con € fosfato 3’
de la cadena del plasmido. Pudiendo ser atacada esta formacion por e hidroxilo 5 eliminado de la

doble cadena de DNA, dejando libre la tropoisomerasa de nuevo.

- Posteriormente, se procede a la transformacion en bacterias E. coli (TOP10); Para ello se
anaden 2ul de la reaccion preparada con anterioridad al vial que contiene las bacterias E. coli (One Shot
TOP10 suministrado en €l Kit). Se mezcla en vortex y se incuba durante 30 minutos en hielo.

- Pasado este tiempo, se somete € via a un choque térmico a 42° C durante un minuto (sin

movimiento) e inmediatamente se pasan los tubos a hielo.



- Se afiaden 250ul de medio SOC (2% de triptona, 10mM de NaCl, 2.5mM de KCI, 10mM de
MgCl2, 10mM de MgSO4, 20mM de glucosa). Se incuba 1 horaa 37° C en agitacion.
- Se siembra en una placa de agar que contiene medio LB con 50ug/ml de ampicilina y lo

dejamos toda la noche a 37° C (dentro de una campana de flujo laminar).

4. 2. 3.- Aidamiento del plasmido

M aterial:

e Kit Wizard plus S.V. Minipreps DNA purification System, Promega
e Aplicador de vacio, Vacuum mainfold (Promega)

e Placas de agar LB con antibioticos

e Medio de cultivo LB con antibidticos

e Etanol a 95%

e Microcentrifuga (14.000 g)

e Tubos estériles para microcentrifuga

e Centrifuga (10.000 g)

M étodo:

- Al dia siguiente, se aida € plasmido mediante & uso del kit Wizard Plus SV Minipreps
DNA purification systems; Para €llo, se aisla una colonia de la placa de agar y se inocula en un tubo de
10 ml con medio LB con ampicilina a la misma concentracion que la pusimos en la placa de agar. Se
incuba entre 12-16 horas a 37° C en agitacion.

- Dél cultivo se cogen 5ml, se transfieren a un tubo de microcentrifuga y se centrifugan a 10.000
g durante 5 minutos. Se desecha €l sobrenadante, se elimina el exceso de medio, se agita bien y se
anaden 250ul de Cell resuspension solution.

- Se agita en vortex y se afiaden 250ul de Cell Lysis Solution. Se mezcla invirtendo e tubo 4
veces. Se afladen 10ul de de solucion alcalina con accion proteasa y se invierte 4 veces. Tras esto se
anaden 350 pl de Wizar Plus SV Neutralization Solution y se mezcla invirtiendo e tubo de nuevo 4
VECes.

- Por ultimo, se centrifugan las bacterias lisadas a 14.000 g durante 10 minutos.
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- Este DNA plasmidico debe ser purificado del lisado de las bacterias; Para ello aplicamos €
vacio (38.1 cm de Hg)(Vac-Man Laboratory Manifold) sobre 850 ul del lisado de las bacterias, € cual
se ha dispuesto en unas columnas con filtro suministradas por el fabricante (Wizard Plus SV Minipreps
Spin Column), y siguiendo €l protocolo del mismo.

- Una vez ha pasado € liquido se desecha y se aflade a la columna 750 ul de Column Wash
Solution diluida con etanol a 95%. Se aplica de nuevo € vacio y se repite € paso anterior, esta vez
usando 250 ul Column Wash Solution, aplicando de nuevo vacio. Una vez eliminada toda la Column
Wash Solution de la columna, ésta se coloca sobre un tubo estéril de 2 ml (eppendorf) y se centrifuga
durante 2 minutos a velocidad maxima en una microcentrifuga para eliminar cualquier resto de la
solucion.

- Se transfiere la columna a un tubo estéril nuevo y se afiade a la columna 100 ul de agua libre
de nucleasasy se centrifuga en microcentrifuga a velocidad maxima.

- Después de euir e DNA, separamos € tubo de la columna, eliminando esta dltima y
posteriormente se procede al lavado del DNA del plasmido.

4. 2. 4.- Preparacion delas diluciones seriadas

El DNA plasmidico se cuantifica por espectrofotometria 'y se calcula e n° de copias/ul a partir
de la concentracion y del peso molecular del plasmido que es usado en cada experimento. Este calculo
nos sirve para establecer las curvas estdndares a partir de diluciones seriadas. Los puntos de la curva nos

serviran de control de calidad interno, al analizarlos junto con las muestras.

5.- SECUENCIACION DE LA MOLECULA HLA-E

5. 1.- Secuenciacion mediante el método Didesoxi: Fundamento.

Desarollada en 1977 por Fred Sanger, basdndose en la sintesis de una poblacion de moléculas
mediante la utilizacion de una polimerasa, utilizando como molde & fragmento de ADN que quiere
secuenciarse y como cebador, un oligonucledtido cuya secuencia es complementaria a la secuencia del
fragmento.

El proceso consiste en preparar una mezcla de reaccion que contiene ADN molde, la polimerasa,

dNTPy los cuatro ddN TP cada uno marcado con fluorocromos que son excitados por la misma longitud
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de onda pero que emiten luz con diferente longuitud. Los productos sintetizados, son posteriormente

separados mediante electroforesis a través de un capilar, € cua se encuentra relleno con polimero

especia (POP-6, en nuestro caso). Cuando un fragmento es alcanzado por € haz del Iaser de argon, se

excita el fluorocromo emitiendo luz de la longitud de onda correspondiente al ddNTP incorporado. Los

secuenciadores detectan la fluorescencia de cuatro colorantes diferentes, que son usados para identificar

laA, C, Ty G en lasreacciones de extension.

Las sefidles recogidas son transferidas al ordenador donde se procesan con e software
“Sequencing Andlisis’ (Applied Biosystems).

M aterial:

M étodo:

Microcon (Millipore)

Centri-sep columns (Princeton separations)

Microcentrifuga

Mezcla de reaccion Big DyeTM ABI PRISM (Ampli Tag DNA polimerasa, finalizadores
se lagintesis (dyes) marcados).

Termociclador Gene Amp® PCR System 9700

Secador de vacio DNA Speed Vac® DNA 120 Savant

Template Suspenssion Reagent (Applied Biosystems)

Termobloque (Grant)

Secuenciador ABI PRIMSM ™ 310 Genetic Analyzer

Perfomance Optimizad Polymer 6 (POP-6)(Applied Biosystems)

Cebadores especificos (diluidos a 1/10 de la concentracion empleada para la PCR) para
la amplificacion de molécula HLA-E: E5'UT, E3'UT (ver apartado 3. 4. de Materia y
Métodos) y E7 (ver pagina 69).

5. 1. 1.- Purificacién de las muestras amplificadas.

- En primer lugar se concentra la PCR inicial, usando para €ello las columnas “microcon”. Se

stua la columna con la parte azul hacia arriba en un tubo de microcentrifuga y se afade €l
producto de la PCR completando con agua bidestilada libre de DNAsas hasta 500pl.

- Se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 8 minutos. Se desecha el tubo colector.
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- Se da la vuelta a la columna, se coloca en otro tubo nuevo de microcentrifuga, y se afiaden 20
ul de agua.
- Se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 2 minutos. El tubo de microcentrifuga contiene ahora €

producto de la PCR purificado.

5.1. 2.- Reaccién de secuenciacion.

- La reaccion se secuenciacion se debe preparar en hielo. Se disponen dos tubos por muestra,
uno para cada cebador. Lareaccion se hara de la siguiente manera:

5 ul Big-Dye (Perkin Elmer)

5 ul de agua bidestilada

5 ul delaPCR purificada obtenida en el apartado 5.1.1. de Material y Métodos.

1 ul de cebador (en un tubo pondremos el sentido y en otro el antisentido).

Programa termociclador:
94°C ........ 3 minutos
96°C ........ 10 segundos
58°C ........ 5 segundos
60°C ........ 4 minutos

5. 1. 3.- Purificacion de las reacciones de secuenciacion.

- Se emplean las columnas CentriSep Spin Columns (Applied Biosystems). Estas
columnas en primer lugar deben ser hidratadas. Para ello se abre la columna y se afiaden 800 pl
de agua bidestilada, se agita lentamente para homogeneizar €l contenido, evitando la formacion
de burbujas. Reposar 30 minutos.

- Transcurrido este tiempo, se quitan las burbujas invirtiendo cuidadosamente.

- Se destapa la columna por ambos lados (superior e inferior) y se dispone sobre un tubo
colector. Se deja drenar durante 15-30 minutos.

- Se centrifuga durante 2 minutos a 3000 r.p.m., se desecha € tubo de recogida y

jponemos otro nuevo.



- Se transfieren 20 ul de la reaccion de secuenciacion a centro de la columna (sin
remover) y se centrifuga durante 2 minutos a 3000 r.p.m.

- La columna se desecha, y pasamos a secar la muestra del tubo de recogida en vacio,
durante 20 minutos. Una vez este €l tubo libre de liquido s no se va proceder a la realizacion de
la secuenciacion en ese momento se amacena a -20°C hasta su posterior estudio. Si se va a
secuenciar se afaden 25 ul de Template Suspension Reagent a cada muestra y se dgjan 15
minutos a temperatura ambiente.

- Posteriormente, se procede a desnaturalizar las muestras durante 3 minutos a 95° C en
un termobloque.

- Se ponen los tubos en hielo inmediatamente, donde permaneceran hasta é momento de

ser cargadas en el secuenciador.

6.- ENSAYOS DE ESTABILIDAD DE LA MOLECULA HLA-E
Las lineas celulares se incuban con 100 pug/ml del péptido lider derivado se la secuencia de
HLA-A2 (EpA*2403) (Rearch genetics) con o sin 32-m humana (Sigma) durante toda la noche a 26° C.
Ademas, se incuban, durante ese mismo tiempo, los cultivos de esas mismeas lineas celulares por

duplicado a 37° C y a 26° C sin adiccion ni péptido, ni f2-m.
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V. RESULTADOS

1.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE HLA-E EN TUMORES HUMANOS

La presencia de alteraciones en la expresion de las moléculas HLA clasicas es un hecho que
ocurre frecuentemente en tumores (Garrido y col., 1993). Esto es interpretado como un mecanismo de
escape de las células aberrantes a la accion de los linfocitos T citotdxicos. A pesar de que la pérdida de
estas moléculas HLA-Ia hace que las células sean mas susceptibles a la accidn litica de las células NK,
las células tumorales sobreviven. Por este motivo, deben existir otros mecanismos que les permitan
escapar a la lisis NK. Uno de €ellos, podria ser la escasa accesibilidad de estas células a los tumores; En
efecto, se ha observado que la mayor parte de los tumores presentan escaso infiltrado de células NK.
Otro motivo podria ser la inhibicion de la actividad NK, en este sentido la molécula no clasica HLA-E a
través del receptor CD94/NKG2A (Leey col., 1998) es capaz de inhibir la actuacion de la célula NK, y
podria contribuir a escape de la célula tumora a la vigilancia inmunoldgica. Por otra parte, podia
existir una alteracion en los mecanismos de sefidizacion de malignidad o estrés celular, como la no
expresion de MICA.

Para evaluar la relevancia de estos mecanismos de escape tumoral se ha estudiado la expresion
de las moléculas MICA y HLA-E en la superficie de lineas tumorales humanas. Ademas, se han
estudiado los factores que contribuyen a la expresion de HLA-E, asi como, la transcripcion del gen en

lineas celulares humanas.

1.1- Expresion de moléculas HLA-E en la superficie de lineas celulares humanas

Debido a la fata de anticuerpos monoclonales especificos, hasta hace poco tiempo no se ha
conocido cual era la distribucion tisular de los antigenos HLA, conociéndose solo datos referentes a la
expresion génica, RNA.

En nuestro estudio, la expresion en superficie de la molécula HLA-E fue analizada por citometria de
flujo (FacSort), mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), usando para €llo un
anticuerpo monoclonal dirigido especificamente contra la molécula HLA-E denominado 3D12, cedido
por el laboratorio del Dr. Geragthy (Seattle, WA) (Lee y col., 1998). Al mismo tiempo se analizd la
expresion de las moléculas HLA clasicas (HLA-ABC) en esas mismas lineas celulares, usando €

anticuerpo monoclonal monomérfico W6/32 (Barnstable y col., 1978).
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En este estudio, fueron empleadas lineas celulares de diferente estirpe histoldgica: once lineas de
origen hematoldgico, siete melanomas, tres carcinomas de colon, tres carcinomas de pulmon, un
carcinoma de cabeza y cuello, uno de laringe, dos carcinomas de pancreas, dos carcinomas de mama,
cuatro carcinomas de cervix, uno carcinoma prostatay un carcinoma gastrico, (tabla 4).

Para la titulacion del anticuerpo monoclonal 3D12, asi como para control de la expresion de
HLA-E en cada ensayo, fue utilizada la linea celular AEH (Lee y col., 1998). Esta linea celular deriva
dela LCL 721.221. Presenta expresion de HLA-E intracelular pero no en superficie, sendo transfectada
para recuperarla con un gen hibrido obtenido de las porciones complementarias de los genes de HLA-E
y HLA-A2 (Leey col., 1998); Es a esta linea transfectada a la que se denomina AEH (es sabido que €l
péptido derivado de la secuencia lider de HLA-A2 estabiliza la molécula HLA-E en la superficie
celular). Segun e andlisis bioquimico realizado por Leey col. (1998), la cadena pesada tanto del HLA-
E enddgeno como de las derivadas de AEH tenian idéntica estructura.

Los primeros ensayos se llevaron a cabo sobre linfocitos de sangre periférica (PBLS) y se
demostro la expresion de ésta molécula en la superficie de los mismos. Ademés la expresion de HLA-E
en los PBLs fue superior a la observada en la mayoria de las lineas celulares hematoldgicas y que en
todas las no hematoldgicas, siendo no obstante, la expresion observada mas débil al compararla con la
encontrada en transfectante AEH (Tabla 5, figuras 12 y 13).

Las lineas U937 y HL60, de origen mielo-monocitico, fueron las que presentaron una expresion
més evidente de HLA-E, no solo dentro de las de su estirpe sino teniendo en cuenta la generaidad de
las lineas celulares tumorales estudiadas (tabla 5, figura 12). Ademés de en estas dos lineas, HLA-E fue
detectado en la superficie, aunque la expresion fue mas débil, en otras tres lineas celulares
hematoldgicas. en JURKATT (linfoma T) y en las leucemias linféticas agudas (LLA) CEM y KM-3. Por
el contrario, no hubo evidencia de HLA-E en la superficie celular en € resto de lineas leucémicas y
linfomas estudiados (tabla 5, figura 12 y 13).

Tampoco fue encontrada expreson en superficie de HLA-E en € resto de lineas no
hematoldgicas salvo en los sistemas tumorales FM55M1/R22.2, NW145E8/NW145C5 y en la linea 808,
hecho que comentaremos més adelante (tabla 5).

Por otra parte, cabe seflalar que en todas las lineas hematologicas se detecta HLA-ABC en
superficie siendo esta expresion algo menor a ser comparada con los PBLS, salvo en la linea K562, con
baja expresion de estos antigenos, en la leucemia pre-B NALM-6 y en dos linfomas Burkitt (DAUDI y
LUNDAC) (tabla5, Figura12y 13).
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También fue observada una expresion variable de las moléculas HLA-ABC en las lineas
tumorales no hematoldgicas. Por una parte, existen lineas que no expresan HLA-ABC por encontrarse
metilados los genes HLA-Ia, como es el caso de MSR3-mel (Serrano y col., 2001), o por tener defectos
en los genes de 2-m, cosa que le ocurre a la linea de melanoma IRNE (Benitez y col., 1998). La linea
celular IRNE transfectada con e gen de la f2-m re-expresa moléculas clésicas en superficie pero, a
pesar de esto, permanecio siendo negativa para 3D12. Las tres lineas de carcinoma de colon estudiadas
(LOVO, HCT-15 y DLD-1) presentan también mutaciones en el gen de la B2-m, en ellas, como hemos
comentado, tampoco se ha encontrado expresion de HLA-E. (tabla 5, figural2y 13).

Por dltimo haremos referencia a las lineas celulares pertenecientes a los sistemas tumorales
FM55M1/R22.2 (Redl y col., 1998) y NWI145E8/NW145C5 (Méndez y col., 2001). Los miembros de
cada sistema tumoral se diferencian por € fenotipo de HLA-ABC presentado y todas, salvo NW145E8,
poseen una expresion reducida de moléculas clésicas en la superficie celular. FM55M1 presenta una
disminucion de la expresion de HLA-B mientras que R22.2 expresa solo HLA-A1. Por otro lado,
NW145C5 presenta la pérdida de un haplotipo completo, en cambio NW145E8 no posee ateracion de la
expresion HLA-ABC.

A tenor de los resultados obtenidos, se puede decir en lineas generales, que la expresion de la
molécula HLA-E es raramente detectada en la superficie de las células tumorales humanas. Se detecta
tanto en linfocitos de sangre periférica como en lineas hematopoyeéticas de estirpe monociticay LT. En
lineas tumorales de otro origen histolégico la expresion detectada es mas débil y no se concreta en una

estirpe histologica particular.
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Linea Celular Origen W6/32 3D12
AEH Linea celular transfectada con HLA-E ++ +++
PBLs Control normal +++ ++
DAUDI Linfoma de Burkitt - -
LUNDAC Linfoma de Burkitt - -
RAJI Linfoma de Burkitt ++ -
RAMOS Linfoma de Burkitt ++ -
JURKATT Linfoma T ++ +/-
U937 Linfoma Histiocitico ++ +
HL-60 Leucémia Promielocitica (LMA-M3) ++ +
K-562 Eritroleucemia (LMA-M6) - -
NALM-6 Leucemiapre-B - -
CEM Leucemia Linfoblasticaaguda (LLA) ++ +
KM-3 LLA ++ +/-
IRNE Méeanoma - -
IRNE transfected with B2-m Méeanoma + -
FM55M1 Méeanoma + +/-
R22.2 Méeanoma + +
MSR-3 Méeanoma - -
NW145E8 Méeanoma + -
NW145C5 Méeanoma + +/--
LOvVO Carcinoma de Colon - -
HCT-15 Carcinoma de Colon - -
DLD-1 Carcinoma de Colon - -
CALU-1 Carcinoma de Pulmén ++ -
SK-MES Carcinoma de Pulmén + -
A-549 Carcinoma de Pulmén ++ -
CALU-6 Carcinoma de cabezay cuello ++ -
HEP-2 Carcinomade Laringe ++ -
MZPC-1 Carcinoma Pancreético + -
SKPC-3 Carcinoma Pancreético ++ -
MCF-7 Carcinoma de Mama ++ -
MDA-231 Carcinoma de Mama ++ -
HELA Carcinoma Cervix ++ -
808 Carcinoma Cervix ++ +
SIHA Carcinoma Cervix ++ -
CASKI Carcinoma Cervical ++ -
PC-3 Carcinoma Préstata ++ -
AGS Carcinoma Géstrico - -

Tabla 5.- Andlisis mediante citometria de flujo de la expresion en superficie de la molécula HLA-E. Se

representan los resultados de acuerdo a una estimacion semicuantitativa (-, +/-, +, ++, +++), acorde a la intensidad de la

fluorescencia aobtenida mediante citometria de flujo, con € anticuerpo monomarfico W6/32 especifico contra HLA-ABC, y

con en anticuerpo 3D12, especifico para HLA-E.
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Figuras 12 y 13. Anélisisde la expresion de HLA-E en tumores humanos. Los histogramas son €
resultado del estudio llevado a cabo por citometria de flujo. El area sombreada representa e control

negativo mientras que la linea gruesa representa la expresion en superficie de HLA-E obtenida con el

anticuerpo monoclonal 3D12.

1.2.- Expresion génica de HLA-E en lineastumorales

La causa de no haber sido encontrada proteina HLA-E en la superficie de las células tumorales
de la mayoria de las lineas celulares estudiadas, podia ser debida tanto a una baja trascripcion génica

como a factores post-transcripcionales.
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Se quiso por tanto investigar s la ausencia de expresion en superficie de esta molécula se debia a
una expresion selectiva a nivel de RNA en las lineas hematopoyéticas y en melanomas. Para resolver
esta cuestion se realizd un andlisis transcripcional de HLA-E mediante RT-PCR (figural4), usando para
ello, cebadores locus especificos, E5'UT y E3'UT (pagina 69).

El cDNA fue sintetizado a partir de una concentracion de 2 ug de RNA total de cada linea
celular, utilizando para ello la enzima retrotranscriptasa inversa. Como parametro de control de la
integridad del RNA fue utilizado en cada ensayo € gen de la B-actina (figura 14). Como control
positivo de la expresion génica de HLA-E, fue utilizado en cada andlisis, é cDNA de la linea celular
U937, ya que esta linea era la que poseia, de todas las lineas estudiadas, una mayor expresion en
superficie de la molécula HLA-E. Es sabido que € tamafio del transcrito de la molécula HLA-E,
amplificado con estos cebadores, era de 1200 pares de bases (bp).

Nuestros resultados revelaron que este gen se transcribia en todas las células tumorales
analizadas, asi que por si misma, la transcripcion no parecia
justificar la ausencia de expresion en superficie de esta molécula, por tanto se piensa que deben existir
otros mecanismos de control a nivel post-transcripcional.

No obstante, esta aproximacion metodologica no es cuantitativa y de hecho, como puede
observarse en la figura 14, la cantidad del transcrito varia entre las diferentes lineas celulares. A la vista
de estos resultados, se decidié estudiar la expresion cuantitativa de HLA-E relativa a la expresion de
varios genes. Cadena pesada de genes HLA-ABC (empleando oligonucledtidos consenso para los tres
genesHLA-A,-By C), f2-my GPDH.

El estudio fue llevado a cabo seleccionando un total de 15 lineas celulares de diferente estirpe
histoldgica, en las que se habia estudiado previamente la expresion génica y en superficie de HLA-E.
Los estudios cuantitativos fueron realizados mediante PCR a tiempo real en un termociclador Light
Cicler (Roche Diagnostics).

Para establecer estos célculos, los datos fueron previamente expresados como nimero de copias
por microlitro (copias/ul), a partir de curvas normalizadas realizadas con un plasmido que contiene las
secuencias a amplificar de cada uno de los genes a diferentes concentraciones. Posteriormente, como se
ha citado antes, los datos fueron relativizados a la expresion del gen GPDH, es decir, que representarian
las veces que un gen determinado es mas 0 menos expresado que el gen de referencia, siendo los datos

obtenidos recogidos en latablab y en representados en la figura 15.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion de la molécula HLA-E en
lineas de diferente estirpe histolégica. En la figura se recogen fotos de diferentes geles de
agarosa, usados para verificar la presencia de transcrito de HLA-E, este mide 1200bp. Como se

puede observar se encuentra RNAmM de esta molécula no clasica en todas las lineas celulares
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Tabla 6. Datos obtenidos de la trascripcién de HLA-E, HLA-ABC y B2-m en las lineas

celulares tumorales en relacion al gen de la GPDH, mediante PCR-cuantitativa a tiempo
real

Lineas Cdlulares  Transcripcionde Transcripcion Transcripcién de Ratio
HLA-E* de HLA-ABC* B2-m* HLA-ABC/f2-m
U937 178.85 1461.54 519.23 281
HL60 61.11 1555.56 261.11 5.96
CEM 15.66 385.54 107.23 3.60
NALM-6 8.60 604.65 86.05 7.03
K562 21.79 61.54 80.77 0.76
JURKATT 8.42 131.58 57.89 2.27
RAMOS 14.44 1301.59 269.84 4.82
CALU-1 7.39 246.38 52.17 4.72
A549 0.20 2.60 1.00 2.60
HCT-15 6.20 315.01 12.50 25.20
CALU-6 5.58 58.14 79.07 0.74
HEP-2 43.33 3833.33 516.67 7.42
MDA231 27.31 647.01 64.70 10.0
HELA 0.19 25.35 8.12 3.12
808 40.45 10.68 86.36 0.12

* Latranscripcion de estas moléculas esté corregida por ladel gen de la GPDH.
*Los resultados cuantitativos del Sistema Tumoral FM55M 1/R22.2 seran descritos en €
Apartadol.3. de Resultados (Fig.20 y 21).



Figura 15. Relacion entre la cuantificacion de la trascripcion de HLA-E, mediante PCR-
cuantitativa, y su expresion en la superficie de las distintas lineas celulares.
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Se puede observar en la tabla 6, la desigualdad en la expresion de los distintos genes en las
lineas celulares utilizadas. El primer dato de interés es que HLA-E se expresa en una menor cantidad
gue los genes de clase | clasicos, HLA-ABC. De hecho, es expresado con una frecuencia del orden de
10 a 100 veces menos que los genes de HLA clasicos (més de tres veces que seria o esperable de
considerar que con los cebadores usados para HLA-ABC, ya que estamos midiendo la expresion de seis
genes, correspondientes alos treslocis HLA-ABC).

Resdltar que las lineas en las que se ha encontrado una mayor transcripcion del gen HLA-E son
precisamente U937 y HL60, que eran de todas las lineas analizadas las que expresaban HLA-E en
superficie con més intensidad. A pesar de esto, cabe sefidar que e nivel de expresiéon de mRNA no
parece ser suficiente para explicar la expresion en superficie de HLA-E, ya que las lineas CEM y
JURKATT, por gjemplo, las cuales poseian expresion en superficie de esta molécula, transcriben menos
gue otras que no expresaban como K562, HEP-2 y MDA231 (tabla 6, figura 15).

También puede observarse en la tabla 6 que e gen de la B2-m, requerido para la expresion en

superficie tanto de las moléculas HLA clasicas como de HLA-E, tiene una expresion intermedia, y salvo
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excepciones, ésta fue sempre inferior a la expresion HLA-ABC, y en general, en un orden superior ala
expresion de HLA-E.

Se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la transcripcion de HLA-ABC y
de 2-m, lo que puede estar relacionado con e hecho de que son genes que se encuentran corregulados

por factores comunes (R=0.851, p=0.001) (figura 16).

(x1000)
4I- T T T T T T T T T_—]
r 0 p
3k ]
O L
m R
< L
< 2F y
T r g
T : i 0
1+ ]
: 0 _
0 -_m. 1 1 EIPI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I_-

0 100 200 300 400 500 600
2-microglobulina

Figura 16. Relacion entrelatranscripcion de HLA-ABC y B 2-m.
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Figura 17. Relacion entrelatranscripcion deHLA-ABC y HLA-E.
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Por e contrario, no se ha encontrado relacion estadisticamente significativa entre la HLA-ABC y de
HLA-E (R=0.503, p=0.047). Paralos calculos se ha empleado € test de ANOVA (SPSS) (figura 17).

Después de analizar estos resultados, se desprende, por una parte, que la transcripcion de HLA-E
es débil comparada con la de los genes HLA-ABC, y por otra, que hace fata un nivel minimo de

transcripcion para que sea detectable la proteina en la superficie mediante citometria.

La aparicion de expresion de HLA-E en lineas con ateraciones en la expresion HLA (808,
FM55M1/R22.2) junto con € hecho de que € nivel de transcripcion por si mismo no parece poder
justificar la presencia o ausencia de HLA-E en superficie, hizo que se investigase s la disponibilidad de
la 32-m podria ser un factor limitante en la expresion de esta molécula HLA-E en superficie.

Nuestra hipétesis establece que dada la menor transcripcion de f2-m en relacion a HLA-ABC, toda la
B2-m gue se produce se encontraria formando complejos con las cadenas pesadas de las moléculas
clasicas. Ademas, dado que habia sido demostrada una menor afinidad de HLA-E por la 2-m, cabe
pensar que sdlo cuando baja e nivel de expresion de cadena pesada HLA-ABC seria posible detectar
HLA-E en superficie. Una segunda hipotesis, de nuestro estudio, seria que las diferencias observadas

pudieran deberse a que las formas alélicas de HLA-E alcanzasen de forma desigual la superficie celular.

1. 3.- Expresién de HLA-E en lineas con alteracion en HLA-ABC/ 2-m

Para probar la primera de las hipétesis establecidas en €l apartado anterior, se andiza la
expresion de HLA-E en lineas celulares con defectos conocidos en la expresion de las moléculas
clasicas. Dentro de este grupo particular de lineas se estudiaron lineas que expresan un solo alelo, como
la linea celular de melanoma R22.2 (Real y col., 1998) y la linea de carcinoma de cervix 808 (Brady y
col., 2000), y otra gue posee una pérdida de haplotipo, la linea de melanoma NW145C5 (Méndez y col.,
2001).

Como se ha comentado con anterioridad, linea celular 808 expresa un solo aelo de HLA-ABC,
el HLA-A24. Este mismo fenotipo es el expresado por R22.2, pero en este caso € aelo presente es €
HLA-ALl. R22.2 es una linea de melanoma derivada del mismo paciente que la linea FM55M1 (Real y
col., 1998). R22.2 es obtenida como por inmunoseleccion “in vitro”usando un clon de linfocitos T
citotoxicos (CTLs) restrictivo para HLA-A2.
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Por otra parte, € sistema tumoral NW145 (melanomas) esta formado por la linea NW145E8 la
cual presenta una expresion normal de moléculas HLA-ABC y NW145C5 que presentaba una pérdida
de haplotipo.

Tanto en la figura 12 como en la tabla 5, se puede observar la expresion de HLA-E en estas
lineas con diferentes fenotipos de ateracion de HLA-la. Las dos lineas que presentan un solo alelo
HLA-ABC (R22.2 y 808) poseen expresion de HLA-E en superficie.

Como se puede observar en la figura 18, existen diferencias en cuanto a la expresion en
superficie tanto de HLA-E como de las moléculas HLA clasicas entre FM55M1 y R22.2, encontrando
unamayor cantidad de HLA-ABC en FM55M1 y de HLA-E en R22.2.
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Figura 18. Estudio comparativo de la expresion de HLA-E en las lineas celulares del Sistema
Tumoral FM55/R22.2. La expresion en superficie de moléculas clasicas, determinada mediante €l
uso del anticuerpo monoclonal W6/32, es mayor en FM55M1 que en R22.2. Este hallazgo es
compatible con la existencia de expresion de solo un alelo en R22.2 con respecto a FM55M1, la cua
exnreca todns Ins aldlns calvn 1na disminiicion en 1a exnresidn de HI A-R - Por A contrarin <e

negativa en NW145E8 (Méndez y col., 2001) (tabla5; figura 12).
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Ademas de las lineas pertenecientes a estos sistemas tumorales, hemos estudiado otras con
alteraciones en la expresion de moléculas HLA que presentan defectos en la regulacion de la expresion
génica. Entre ellas se encuentra A549, la cual presenta una expresion muy baja tanto de HLA-ABC,
HLA-E, como de 32-m, esta situacion explica por si misma la ausencia de expresion en superficie de
HLA-E (tabla 6). Ademés estan aguellas lineas con defectos estructurales de 2-m, las cuales carecen
tanto de expresion de las moléculas clésicas como de HLA-E (IRNE, DAUDI, LOVO), éstas fueron
descartadas para realizar los estudios cuantitativos (tabla 5).

Por otra parte, K562 y MSR3-mel presentan también un notable desequilibrio en la expresion de
HLA-ABC y 2-m. Como se observa en lafigura 19, la linea celular K562 presenta una alteracion en la
transcripcion de las moléculas clésicas y por tanto en la expreson de las mismas. Ademas la
transcripcion de HLA-E es muy baja sendo ambos factores posiblemente la causa de la fata de
expresion de esta molécula. Por otro lado, € desequilibrio encontrado en MSR3-mel es mayor y a penas
se detecta la expresion de HLA-ABC a nivel de RNAmM y a pesar de que posee una mayor transcripcion
de HLA-E, ésta no se detecta en superficie posiblemente debido a la ausencia de un pool de péptidos
adecuados derivados de HLA-ABC (figura 19). En cambio, la linea de cervix 808 posee por una parte
expresion de B2-m y por otra unos niveles apreciables de cadena pesada, como consecuencia de esto se
expresa HLA-E en superficie (figura 19). Este estudio fue realizado en un termociclador atiempo real y

parando la amplificacion antes de llegar a plateau de fluorescencia.
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Figura 19. Estudio de la relacion entre 2-microglobulinay HLA-ABC en las lineas tumorales
K-562, MSR-3 Y 808. En la figura se recogen los resultados de los productos de la PCR cuantitativa

de B-actina, B2-microglobulina, HLA-ABC y HLA-E de las lineas K562, MSR3-mel y 808. Los
resultados fueron calculados como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos.

Los resultados fueron expresados como valor relativo entre la B2-microglobulina y la cadena pesada
encontrada.

Por otra parte, se investigd la razon HLA-ABC/B2-m en & sistema tumoral FM55M1/R22.2
mediante PCR cuantitativa a tiempo real usando curvas de calibracion para cada gen amplificado (ver
apartado 4.1. de Materia y Métodos). Como se observa en la figura 20, la transcripcion relativa de
HLA-E es ligeramente mayor en la linea R22.2 que en la linea FM55M1, concordando con los
resultados obtenidos en el estudio realizado por citometria de flujo en superficie (figura 18), siendo la

razon HLA-ABC/B2-m en cambio muy inferior en R22.2 (figura 21). Estos datos obtenidos confirman



gue la linea R22.2 posee una mayor disponibilidad de 32-m, lo que podria favorecer la aparicion de una

mayor expresion en superficie de HLA-E.
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Figura 21. Relacion entre la razon HLA-ABC/B2m y la expresion en superficie de HLA-E en
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Este desequilibrio entre la relacion HLA-ABC/B2-m ocurria, como se ha comentado
anteriormente, en la linea 808, la cual también expresaba HLA-E. A partir de unaratio HLA-ABC/B2-m

mayor a 3.6 no se observa HLA-E en superficie a menos que existan niveles de transcripcion

suficientemente elevados como ocurre en lalinea HLG0.
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En sentido contrario, hay que destacar el caso de dos lineas a pesar de presentar una razon
inferior a 3.6 no expresan HLA-E en superficie, una es la A549 a la que se ha hecho referencia antes y
otra la linea Calu-6. En esta linea la causa de la no expresion de HLA-E sea probablemente debida a
gue presenta una baja transcripcion del gen. Por dltimo, decir que llama la atencién la linea HCT-15 que
presenta una razon elevada con una baja transcripcion del gen de la f2-m probablemente debida a
inestabilidad de los RNAmM de B2-m a contener mutaciones sin sentido en ambas copias del geny a

igua que las otras lineas que presentan un fenotipo $2-m negativo la expresion de HLA-E en superficie

fue negativa (figura 22).
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Figura 22. Relacion entre la expresion en superficie de HLA-E y larazon HLA-ABC/B2 en lineas

celulares de diferente tipo histolégico, a partir de los datos obtenidos por PCR cuantitativos,
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1.4.- Laadicién de B2-m exdgena al cultivo incrementa la expresion de HLA-E

Como consecuencia de los resultados obtenidos en e apartado anterior se puede deducir que la
B2-m es preferentemente acoplada con las moléculas HLA-ABC en la mayoria de las lineas celulares,
ya que son las moléculas clasicas las que predominan en e citoplasma, impidiendo de forma
sgnificativa que HLA-E acance la superficie celular. De esta manera, la molécula HLA-E no se
detectard en superficie a menos que se produzca una reduccion significativa en la expresion de las
moléculas HLA-ABC o que latranscripcion de HLA-E sea elevada.
Por este motivo quisimos evaluar cual seria el efecto de la adicion de 32-m exdgena al cultivo celular.

Para llevar a cabo este estudio se emplearon las lineas U937 y SHa, las cuales presentaban alta
y nula expresion de HLA-E respectivamente, siendo cultivadas en presencia de f2-m humana exdgena

bien aidada o bien conjuntamente con péptidos derivados de la secuencia lider de las moléculas

clasicas.
U937
Negtiveaontrd —_—
Basd 26°C _
. w— 26°C+ 2-m e
ATH 2 2 26°C+ ff2-m+ Pgtide ———

Figura 23. Estabilizacion de la expresion de la linea celular U937. Los histogramas corresponden a
la expresion en superficie de la molécula HLA-E a basal a 26° C y tras laincubacion con 32-m exdgena
y/o péptido lider de HLA-A2.

La linea U937 poseia una razon HLA-ABC/ B2-m inferior a 3.6 (2.81) junto a una ata
transcripcion de HLA-E y expresaba como se ha visto HLA-E en superficie a 37° C. Esta expresion
segun se muestra en la figura 23 se incrementa, por estabilizacion de la molécula, a incubarla a 26° C
tanto con B2-m aidada o afiadiendo, junto a ésta, €l péptido derivado de HLA-A2. No se encuentran

diferencias entre dllas.
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En la figura 24 se repite € experimento anterior, en este caso estudiando € efecto sobre la
expresion de HLA-E tras la adicion de péptidos derivados de la secuencia lider de HLA-G. Como se
observa la molécula HLA-E fue estabilizada, aumentando en U937 y apareciendo expresion en SiHa. La
adicion de HLA-G a cultivo a 26° C de la linea U937 produjo también un incremento de la expresion
en superficie de HLA-E con respecto ala basal a 26° C, de igual forma que a afadir 32-m a esa misma
temperatura. SHa, que en condiciones basales no expresa HLA-E, aumentd su expresion al incubarla a
26° C con 32-m potencidndose éste efecto en presenciadel péptido lider de HLA-G.

Por tanto, a raiz de estos resultados podemos concluir que parece que tanto adicion la 32-m como de
péptidos a medio de cultivo celular contribuyen a la estabilizacion de esta molécula en superficie de la

célula
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Figura 24. Comparacion de la expresion de HLA-E en superficie, basal y tras la
incubacion con péptidos o B2-m, en las lineas celulares U937 y SiHa. La zona media
del histograma en condiciones basales (26° C) de ambas lineas celulares viene
representada por € siguiente simbolo
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1. 6.- Influencia del genotipo de HLA-E en la expresion en superficie.

Como se ha comentado en la Introduccion, algunos trabajos habian apuntado que en la expresion
de HLA-E también influia € residuo codificado en la posicion 107 del gen (Maier y col., 2000).
Ulbrecht y col. (1999) habian sugerido que esas variantes alélicas presentaban un diferente transporte
intracelular y se expresan de forma desigual en la superficie de la célula. Asi que esto hizo que nos
planteasemos que, tal vez, la expresion de HLA-E observada en algunas células y que no podia ser
justificada ni por una alta transcripcion de la misma, ni por una razon HLA-ABC/B2-m favorable, como
es el caso de JURKATT y CEM, podia se explicada por lainfluencia del genotipo HLA-E expresado.

Por tanto, se propuso investigar la influencia de las variantes adicas HLA-E® y HLA-E® descritas,
sobre e nivel de expresion alcanzado en la superficie de las células tumorales.

Las dos formas aélicas difieren por un cambio de una guanina por una adenina (G—A),
codificando los codones resultantes para e aminoacido glicina (GGG) o arginina (AGG)
respectivamente. Los estudios llevados a cabo por Ulbrecht y col (1999) sugieren que la presencia de
una glicina (HLA-E®) favoreceria que HLA-E alcanzase la membrana celular y se estabilizase en la
superficie de lamisma.

El aelo codificado en la posicion 107 se estudié mediante la secuenciacion del gen en diferentes
lineas celulares mediante e méodo de secuenciacion por electroforesis capilar usando
didesoxinucledtidos (ddNTP). Las lineas celulares fueron clasficadas en base a los nucledtidos
encontrados como homocigotas para ese alelo (HLA-ERR 0 HLA-E®®), o bien heterocigotas (HLA-EYC)
(figura 25).

Se han estudiado 24 lineas histologicamente distintas, nueve de estas presentan genotipo
homocigoto GG, de €llas tres presentan expresion de HLA-E en superficie (U937, JURKAT y 808).
Otras dos expresan HLA-E (CEM y FM55M1), dentro del grupo heterocigoto RG formado por nueve
lineas. Y por ultimo, seis presentan genotipo RR homocigoto, de las cuales existen dos que expresan en
superficie (HL-60 y R22.2). Nuestros resultados se encuentran expuestos en la tabla 7, donde ademas se
recogen los resultados de expresion en superficie de HLA-E en esas liness.

Por tanto un 33.33% de las que presentan genotipo homocigoto GG expresan HLA-E en
superficie frente a un 26.66% del resto de los genotipos. De estos resultados se desprende que €l
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genotipo (RR, RG, GG) no explica por si sdlo la ausencia o presencia en superficie de HLA-E en lineas

tumorales humanas.
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Figura 25. Secuenciacion del gen HLA-E. El recuadro amarilloresalta el codon que codifica para el aminoécido 107 de
la proteina HLA-E. El triplete puede codificar para unaglicina (GGG) (figura 25a) o para una arginina (AGG)
(figura 25b). En caso de ser lalinea celular heterocigoto, aparecerian dos picosen el lugar de la primera base del

coddn, uno correspondiente a la guaninay otro a la adenina (figura 25c).
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Liness Genatipo Expresion en supafidede
odulares HLAE
HLA-ERR/ GG/RG
DAUDI GG -
RAJI RG -
U937 GG +
NALM-6 RG -
K-562 GG -
JURKATT GG +/-
HL-60 RR +
CEM RG +
IRNE RR -
FM55M1 RG +/-
R22.2 RR +
MSR3-mel RG -
NW145E8 RG -
IMIM-PC2 RR +/-
LOVO RR -
CALU-1 RG -
A-549 RG -
CALU-6 RR -
HEP-2 GG -
MDA-231 RG -
HELA GG -
808 GG +
SiHa GG -
PC-3 RR -
AGS GG -

Tabla 7. Relacién entre @ genatipo de HLA-E, obtenido mediante secuenciacion del gen, en y la expresion de esta

molécula en superficie lineas celulares de diferente estirpe.



De hecho, en la linea HLA-E positiva, R22.2, €l haplotipo retenido de HLA-E es € que contiene en la
posicion 107 una arginina

Sin embargo, € genotipo si puede afectar los cambios observados tras la adicion de 2-m
exogena in vitro. Asi se puede observar en la tabla 8 los resultados obtenidos tras incubar ocho lineas
celulares de diferente genotipo con 2-m, de las cuales cinco presentaban un genotipo homocigoto para
glicina (HLA-E®®), con desigual expresién de HLA-E en superficie en condiciones basales, y otras tres

eran homocigotas HLA-E™® o heterocigotos HLA-EC.

Tabla 8. Expresion de HLA-E en superficie tras la adiccion de f2-m humana al medio de
cultivo al cultivo celular, en funcién del genotipo.

Lineas Homocigotas HLA-E®® | Lineas Homocigotas HLA-E™"
y heterocigotas HLA-E"®

Lineas Incremento de laexpresion | Lineas Incremento de la
celulares en superficie de HLA-E celulares expresion en superficie
después de 2-m exdgena de HLA-E después de
32-m exdgena

U937 + HL-60 -

HEP-2 + IRNE+2-m -

HELA - MSR3-mel -

SiHa +

A549 -
En tres de las
homocigotas HLA-E®® se logré incrementar |a expresion en superficie después de la adicion de p2m'y

estabilizacion a 26° C (tabla 8). Las dos que no lo hicieron, A549 y HELA, partian de unos niveles de
expresion a nivel de RNAm HLA-E muy reducidos (tabla 6). Por € contrario, no se logré inducir la
expresion en la superficie después de la adicion y estabilizacion con 32m en ninguna de las lineas HLA-
ERR ni HLA-ER® analizadas, a pesar, que en algunos casos se partia de una expresion de RNAm alta
(HL60). En €& caso de MSR3-mel posiblemente la ausencia de péptidos derivados de las moléculas de

clase | sealaresponsable de la no estabilizacion en superificie.
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Tanto en latabla 8 como en lafiguras 23 y 24, se observa que € incremento en la expresion en
superficie de HLA-E en las lineas estudiadas fue diferente segun € alelo codificado en la posicion 107.
La expresion de esta molécula en superficie sdlo fue aumentada en tres de las cuatro lineas (75%) que
eran homocigotas para glicina en la posicion 107 (HLA-E®®): U937, HEP-2, SHa. Las lineas
heterocigotos (HLA-E"®) y las homocigotos HLA-E™R ni expresan, ni aumentan la expresion tras afiadir

32-m humana.
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2.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA MOLECULA RELACIONADA CON
HLA-ABC MICA EN TUMORESHUMANOS

2. 1.- Expresion de MICA en lineas celulares tumorales

Como se ha hecho referencia con anterioridad, la molécula MICA aumenta en situaciones
relacionadas con € estrés celular y se ha pensado en ellas como un sistema de alerta de la célula a
sistema inmune a través de su union con los receptores de NKG2D de la célula NK (Pende y col.,
2002). En condiciones normales solo se expresa en tgjido intestinal probablemente por la estimulacion
inducida por la flora bacteriana. Sin embargo, ha sido observada su expresion en tumores de origen
epitelial (Seliger y col., 2003). Como quiera que la actividad NK va a depender del balance fina de
sefides inhibidoras (HLA-ABC, HLA-E, HLA-G) y activadoras (MICA y MICB), quisimos estudiar, la
expresion estos antigenos en las lineas tumorales que ya habia sido caracterizadas para HLA-ABC y
HLA-E.

Este estudio se andizaron veinte lineas celulares de diferente origen histologico mediante
citometria de flujo y usando para ello un anticuerpo monoclonal dirigido contra esta molécula MICA

denominado SR99. En lafigura 26 y en latabla 9 se resumen los resultados obtenidos.
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Figura 26. Estudio de la expresion de la molécula MICA. Redizado mediante citometria de flujo
usando el anticuerpo monoclonal SR99 dirigido contra MICA. El area sombreada representa € control
negativo. SR99: anticuerpo monoclona anti-MICA. W6/32: anticuerpo monomorfico contra HLA-
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Tabla 9. Andlissde la expresion de MICA en lineas de diferente estir pe histol6gica

Lineas Celulares Origen histologico HLA-ABC MICA
HL60 Leucemia promielocitica ++ -
U937 Linfoma histiocitico ++ +
CEM LLA ++ -
K562 Leucemia Eritromieloide - ++
RAJI Linfoma Burkitt ++ +/-
RAMOS Linfoma Burkitt ++ +/-
DAUDI Linfoma Burkitt - +/-
LUNDAC Linfoma Burkitt - +/-
JURKAT Linfoma T ++ +
MDA231 Ca. de mama ++ -
HELA Ca. de cervix ++ ++
SiHa Ca. de cervix ++ +
808 Ca. de cervix ++ +/-
PC3 Ca. de prostata ++ -
IMIMPC-2 Ca. de prostata + ++
DLD-1 Ca. de colon - -
HCT15 Ca. de colon - -
LOVO Ca. de colon - -
AGS Ca. gastrico - -
CALU-6 Ca. de cabezay cuello ++ -
HEP-2 Ca. delaringe ++ +
IRNE Melanoma - +/-
MSR3-mel Melanoma - +
FM55M1 Melanoma + ++
R22.2 Melanoma + +/-

De los resultados obtenidos destaca que las lineas de colon y gastricas, las cuales carecian de

expresion en superficie de moléculas clasicas HLA-ABC, no expresaban tampoco e antigeno MICA
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(tabla 9, figura 26). Esto hecho no fue observado en las lineas de otra estirpe histolégica HLA-ABC
negativas (K562, IRNE, MSR-3, Daudi y Lundac) las cuales expresan MICA en superficie (figura 27).
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Figura 27. Expresién de MICA en lineas HLA-la negativas. El drea sombreada representa

Por otra parte en los sistemas tumoraes FM55M1/R22.2 y NW145E8/NW145C5 se pudo
observar una menor expresion de MICA en las lineas con pérdida de haplotipo (R22.2 y NW145C5),

contrariamente a lo que sucedia con HLA-E (figura 28).
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Figura 28. Expresion de MICA en la linea celular de melanoma R2z.. con LOH derivada de linea

FM55M1 con expresion HLA-ABC normal.

2. 2.- Relacion dela expresion deentre MICA y HLA-E.

Si células con alteraciones en la expresion de antigenos HLA-ABC son susceptibles de
sensibilizar células NK, un mecanismo de escape podria suponer o bien la expresion de moléculas
inhibidoras del tipo HLA-E o bien la inhibicion de MICA. Por este motivo quismos comprobar s
la expresion de ambas moléculas podria guardar alguna relacion.

En e grupo de lineas incluidas en este estudio, no fue observada ninguna relacion
estadisticamente significativa entre la expresion o no expresion de MICA en las lineas tumorales
con la expresion de HLA-E, empleando para €ello € coeficiente de Correlacion de Spearman (R=
0.057; p=0.821) (tabla 10).

No obstante, en las lineas de colon MICA negativas, las cuales no expresaban tampoco
HLA-E en superficie a tratarse de lineas con defectos en la produccion de 2m, sdlo en estas
lineas, caracterizadas por tener un fenotipo mutador, se puede afirmar que han desaparecido las
sefides de alerta para un posible reconocimiento inmunologico tanto por células NK como por

céulasT.
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Tabla 10. Descripcion comparativa de la expresion de las moléculasHLA-E y

MICA.

Linea Celular

HLA-E

MICA

uo37
K-562
NALM6
RAJ
RAMOS
JURKATT
HL-60
CEM
IRNE
FM55M1
R22.2
MSR-3
NW145E8
NW145C5
LOVO
HCT-15
DLD-1
AGS
IMIMPC2
CALU-6
HEP-2
MDA-231
HELA
808

SIHA
PC-3

++

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

++

+/-
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V.- DISCUSION

La participacion del sistema inmune en e control y progresion de los tumores se postulé por
primera vez hace méas de cien afios. Sin embargo esta funcion del sistema inmune no ha dejado de ser
debatida e incluso cuestionada por la dificultad de demostrar las bases moleculares y celulares de la
inmunidad antitumoral.

En los Ultimos afos, sin embargo se han acumulado una serie de evidencias que claramente
demuestran que e sistema inmune no sblo protege a huésped del desarrollo de tumores, sino que
también contribuye a la seleccion de clonas celulares de baa inmunogenicidad que promueven
finaAlmente la progresion tumoral. Este efecto dual, aparentemente contradictorio, se resume en la
hipGtesis establecida recientemente por Dunn y cols. (2002) conocida como “Inmunoedicion”. Es decir,
como € sistema inmune es capaz de esculpir y editar el fenotipo de los tumores a través de tres fases:
eliminacion, equilibrio y escape.

Se ha comprobado que en ausencia de un sistema inmune intacto, los tumores experimentales inducidos
en animales de experimentacion son mas inmunogénicos que los que se observan en huéspedes
inmunocompetentes, ya que en estos individuos, se seleccionarian variantes de inmunogenicidad
reducida o que hayan adquirido mecanismos de supresion de los efectores inmunoldgicos (Svane y
cols., 1996; Engel y cols., 1997).

Se asume, a través de evidencias indirectas, que esto mismo podria ocurrir en tumores humanos. Y a que
por una parte, los pacientes inmunodeprimidos presentan una mayor incidencia de tumores relacionados
con virus; ademés se ha observado que los pacientes con canceres pueden desarrollar respuestas inmune
tanto innatas y como adaptativas; por ultimo, la existencia de un infiltrado inflamatorio en la mayoria de
los tumores que suele ser un indicador de mejor prondstico y de supervivencia (Algarray cols., 2004).

Recientemente, se ha propuesto que la interaccion huésped-tumor pasa estas tres fases antes
citadas (eliminacion, equilibrio y escape) que ocasionan, incluso después de décadas, la aparicion de
variantes que crecerian incluso en un ambiente inmunolégico aparentemente intacto. Para conseguir
esto, los tumores parecen desarrollar mltiples estrategias para evadir a sistemainmune.

Parece 16gico pensar que a medida que € tumor esta progresando algunas sefidles de alarma,
probablemente debidas a la isquemia o0 a estrés oxidativo, se tengan que producir. Es en esta fase,
donde probablemente se desencadena algun tipo de respuesta inmune que produciria un fenémeno de

seleccion de clonas con multiples alteraciones y baja inmunogenicidad. Las células tumorales en un
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microambiente apropiado, alteran aquellos factores que limitan el crecimiento celular incontrolado en su
propio beneficio. Pero a margen de considerar aquellos cambios genéticos presentes en la mayoria de
los tumores como la produccion permanente de sefides mitogénicas, la resistencia a sefiales de
inhibicion del crecimiento celular o de apoptosis y la adquisicion de capacidad angiogénica; las células
tumorales modifican el microambiente y adquieren también caracteristicas que impiden el desarrollo de
respuestas antitumorales efectivas. Esta ignorancia o tolerancia inmunoldgica se consigue por una parte
porque los tumores pueden dar lugar a una disfuncion de los mecanismos efectores mediante la
produccion de citocinas inmunosupresoras, fundamentalmente TGF-f, IL-10 y prostaglandina E-2
(Hahny cols., 2002).

Sin embargo, también e escape inmunoldgico ocurre a través de cambios directamente
producidos en la célula tumoral confiriéndole un estado de baja inmunogenicidad, siendo los mas
estudiados aquellos que producen una alteracion en la maquinaria de procesamiento y de presentacion
antigénica (Garrido y col, 1997).

Nuestra hipétesis de estudio estableceria que la expresion de HLA-E en células tumorales, en
Situaciones particulares, puede constituir un factor mas de evasion a sistema inmune, similar al papel de
esta molécula demostrado en e escape inmunolégico de ciertos virus. Nuestra hipotesis se sustenta en
los siguientes datos experimentales:

e Cohen y cols. (1999), estudiaron los mecanismos de evasion a sistema inmune del virus del
SIDA. Estos investigadores describieron gque € producto viral Nef del HIV provocaba una baja
regulacion tanto del locus HLA-A como de HLA-B, pero no de HLA-C, ni de HLA-E. Esta
selectiva modulacion de los productos del MHC por las células infectadas por HIV les conferia
proteccion frente ala accion litica de las células NK.

e Por otra parte, Ulbrecht y cols. (2000) asi como Tomasec y cols. (2000) observaron que la
molécula HLA-E era expresada por las células en presencia de infeccion por €l citomegalovirus
humano (HCVM), estando su expresion en superficie incrementada. Este aumento de la
expresion era debido a un producto génico del HCVM, la glicoproteina de 211 aminoacidos,
UL40. La produccién de un péptido derivado de la secuencia sefid de UL40 era la causa de la
estabilizacion de HLA-E por este virus. Esta proteina se expresaba a las 24 horas post-infeccion,
estando los niveles atos de la misma, relacionados con un incremento en la expresion en
superficie de HLA-E, lo cual protegia a las células infectadas de ser destruidas por las células
NK. Ambos grupos de investigadores, demostraron que esta proteccion se llevaba a cabo a
través del receptor inhibidor CD94/NKG2A de las NK.
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También, e papel de las moléculas HLA no clasicas en € embarazo. El feto puede ser
considerado como un aoinjerto que sobreviviria al sistema inmune durante el embarazo. Se sabe
que la principa poblacion linfoide durante el embarazo son las células NK, cuyo nimero va air
descendiendo a lo largo del embarazo (Moretta y col., 2003). Estas células van a expresan KIRs
especificos contra HLA-C, HLA-G (KIR2DL4 y ILT-2) y contra HLA-E (CD94/NKG2A). Se
piensa que la expresion de estas tres moléculas HLA, en € trofoblasto extravelloso que invade e
Utero, es importante para la implantacion. (Moffet-King, 2002). Es conocido, ademas, que la
molécula HLA-E se une al péptido sefid de la secuencia lider de HLA-G, ademas de al de las
moléculas HLA clasicas, siendo expresada en todas las células que expresan HLA-G a nivel
Utero-placentario (Ishitani y cols., 2003). Mediante la union de HLA-E con e receptor
CD94/NKG2C se favoreceria la estimulacion de la célula NK favoreciendo la secrecion de
citoquinas beneficiosas para € embrion implantado y por otra parte la union de HLA-E al
receptor CD94/NKG2A parece jugar un papel en la interaccion materno-fetal inhibiendo la
destruccion celular por las NKs (Llano y cols., 1998; Ishitani y cols., 2003).

Finamente, la activacion de las NK requiere una sefial positiva que es proporcionada por los
receptores activadores de estas células (Cerwenkay cols., 2001). A través de estos receptores las
células NKs reconocen incluso estructuras de las células diana que en condiciones hormales no
son expresadas 0 lo son en baga densidad pero que son aumentadas en determinadas
circunstancias, como son la expresion de las moléculas MICA/B, (Groh y cols., 1996). En este
sentido, un receptor que interviene en la activacion de las células NK es NKG2D, que tiene
como ligandos a las moléculas MICA y MICB, las cuales se encuentran codificadas dentro de la
region del MHC. Asi, células que han perdido la totalidad de las moléculas HLA podrian evadir

también la respuesta citotdxica NK por la supresion de moléculas activadoras como MICA.

De todos estos datos experimentales se puede deducir que tanto la aparicion de HLA-E como la
ausencia de MICA podrian favorecer la expansiéon de una clonas celulares que serian en estos casos
resistentes tanto a los CTLs como células NK. Por esto, nuestro trabagjo se ha centrado en investigar la
expreson de HLA-E y MICA en lineas tumorales humanas, aparte de conocer algunos de los

mecanismos que puedan regular la expresion de estas moléculas.

Hasta hace poco, la fata de anticuerpos monoclonales especificos de HLA-E hacia imposible

determinar la expresion de esta molécula en superficie, disponiéndose sdlo de datos de expresion génica
anivel de RNA (Leey cols., 1998; Pacasovay cols., 1999). Los primeros datos ofrecidos referentes a su

expresion fueron obtenidos usando lineas transfectantes humanas defectivas de clase | (Lee y cols.,
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1998) o lineas de raton transfectadas con genes de HLA-E (Ulbrech y cols., 1992). Actualmente se sabe
gue su expresion en los tgjidos es ubicua (De Franco y cols., 2001).

La expresion de HLA-E en superficie en lineas celulares encontrada por nosotros es débil y sdlo
detectable mediante técnicas sensibles como la citometria de flujo. Los anticuerpos usados no nos
permitieron identificar la expresion de estos antigenos en tejidos, probablemente por la menor
sensibilidad de las técnicas inmunohistoquimicas convencionales en relacion a la citometria de flujo.

En nuestro estudio se ha encontrado una diferencia sustancial en cuanto a la expresion cuando se
consideran lineas de estirpe hematoldgica o de otro tipo histologico (tabla 5, figura 12 y 13). Ademas de
en PBLS, hemos observado que se encuentra expresion en lineas de origen mielomonocitico, como son
U937, HL-60 y CEM, y de forma déhil también en KM-3. Nuestros resultados estan en consonancia con
los estudios readlizados por Lee y cols. (1998) donde demuestran la existencia de expresion de la
molécula HLA-E en todas células mononucleares periféricas, encontrandose los niveles de expresion
més altos en los linfocitos B y los monocitos.

Por e contrario, no hemos encontrado expresion en superficie en ninguno de los cuatro linfomas
de Burkitt estudiados, asi como en € resto de lineas leucémicas (tabla 5, figuras 12 y 13).

Lee y cols. (1998) detectan expresion proteica de HLA-E en tejido normal hepético, pidl,
pulmoén y en células placentarias. En cambio, nosotros, en € resto de las lineas tumorales estudiadas
(melanomas, carcinomas de pulmon, colon, cervix, mama, gastrico, pancreas, cabezay cuello, laringe y
prostata) no encontramos expresion de esta molécula, salvo en un grupo particular de tumores, los
cuales presentaban alteracion en la expresion de HLA-ABC, grupo a que haremos referencia mas tarde
(tabla 5, figuras 12 y 13) (Mariny cols., 2003).

La existencia de una expresion restringida de esta molécula hace que nosotros propongamos que
la expreson de HLA-E pueda representar una etapa més del proceso de evolucion divergente y
seleccion que se ha mencionado con anterioridad, siendo su expresion subsiguiente a la aparicion de
alteraciones en la expresion de antigenos HLA clasicos. La expresion de HLA-E tendria una ventaja
evolutiva considerable, ya que aguellas clonas tumorales en las que existiese una falta de expresion de
antigenos HLA clasicos y expresasen HLA-E podrian evadir la respuesta citotoxica de los CTLs y de
las células NK (Braud y cols., 1998; Borrego y cols., 1998).

El hecho de que la molécula HLA-E no se encontrase en la superficie celular parece, segun
nuestros resultados, no ser debida a la ausencia de transcripcion, ya que hemos detectado expresion a
nivel de RNA en todas las lineas celulares estudiadas independientemente del origen histoldgico (figura

14). Otros estudios también encuentran expresion a nivel de RNA préacticamente generalizada: Koller y
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cols. (1988), estudiaron también la expreson de RNA en diferentes tejidos encontrando expresion en
todos, aunque las cantidades encontradas diferian entre ellos. Asi, detectaron pequefias cantidades de
transcrito en LCL-B, melanoma, carcinoma renal, LCL-T madura y en nodulo linféico, un nivel
intermedio de expresion en e timo y por Ultimo una ata expresion fue detectada en PBLs. Estos
hallazgos son también confirmados por Wei y Orr (1990). Estos autores estudiaron la transcripcion de
las moléculas clasicas y de HLA-E en diferentes tejidos y tumores, encontrando que e transcrito de esta
molécula era detectable en todas las lineas celulares estudiadas y tejidos examinados. No obstante, las
cantidades de transcrito de HLA-E detectadas diferian entre las distintas lineas y tipos celulares. Existen
altos niveles de transcripcion en los tejidos linfoides en comparacion con los no linfoides, siendo las
células T maduras, dentro del grupo de las linfoides, las que expresaban mayor cantidad. La activacion
con PHA hacia que la concentracion de transcrito disminuyese de forma importante. En la piel se
encontro también un alto nivel de transcrito de HLA-E. Un nivel intermedio fue detectado en las lineas
celulares linfoblastoides transformadas con VEB (LCL FJO, B-LCL721), en € tgjido feta a las 22
semanas de gestacion y leucemias humanas T (CEM, HSB-2 y HUT-78). Ademas era expresado en la
placenta y en la membrana extravellosa con la misma intensdad que en la linea de LCL FJO, y a
diferencia de la molécula no clasica HLA-G, su expresion no variaba durante la gestacion.
Recientemente Dutta y cols. (2005) estudiaron la expresion de MHC clase | y HLA-G y —-E en
carcinomas gastricos mediante RT-PCR, detectando la presencia de mRNA en € 57% de los
carcinomas gastricos y en todos los tgidos autdlogos normales. Finamente, a nivel de
inmunohistoquimica, Ishitani y cols. (2003) demuestran la presencia de HLA-E, en los mismos lugares
en los que se expresaba HLA-G, tanto la forma soluble de HLA-G (a nivel de todo € trofoblasto
velloso: cito y gncitotrofoblasto), asi como donde lo hace la forma expresada en la membrana
(citotrofoblasto extravell0so).

Entonces, s la expresion a nivel de RNA de HLA-E en tgjidos es tan generalizada, quedaba por
resolver en qué medida ésta es suficiente para alcanzar la superficie, o qué factores pueden reducir €
procesamiento intracelular de esta molécula.

Por un lado, en nuestro estudio no se ha encontrado expresion de esta molécula en lineas que
presentan una mutacion en € gen de la $2-m, como son las lineas de colon LOVO, HCT-15, DLD-1
(Bicknell y cols., 1994), ni en € linfoma de Burkitt DAUDI (Rosay cols., 1983), ni tampoco en la linea
de melanoma IRNE (Benitez y cols., 1998). Es decir, en contraste a HLA-G, HLA-E es absolutamente
dependiente de 2-m. En este sentido, ya Martinozzi y cols. (1999) usando un clon de linfocitos T,

TER-1, que lisaba selectivamente a aquellas células que expresaban HLA-E en superficie describié que



tanto la linea celular DAUDI como K562 escapaban a la accion de estos CTLs, en cambio, si destruia a
los PBLs. Es sabido que la molécula HLA-E, a igual que ocurre con las moléculas HLA clésicas, para
alcanzar la superficie celular ademas de necesitar estar unida a la f2-m (Koller y cols., 1988) requiere
un péptido de nueve aminoécidos derivado de la secuencia lider de las moléculas clasicas o de HLA-G
(Leey cols., 1998; Furukaway cols., 1999).

Asi, fue observado € antigeno HLA-E era ampliamente expresado en la célula de mieloma de raton
X63 cuando era co-transfectado junto con la 32-m (Ulbrech y cols., 1992).

Myers y cols. (1996), estudiaron €l efecto de la abundancia relativa de 32-m en la expresion de
HLA en superficie. Crearon ratones BALB/C los cuales portaban una delecion en € gen de la f2-my
los cruzaron entre ellos. Los ratones heterocigotos presentaban un nivel menor de la expresion de HLA
de clase | con respecto a raton salvagje (original). Esta alteracion en 32-m provocaba reamente unas
diferencias marcadas en la expresion de determinados HLA en aquellos que presentaban una sola copia
de B2-m, afectando més a unos que a otros (K®y LY que aD?). Y al igual que en nuestro trabajo no fue
detectada expresion de HLA en la superficie de los PBL en aquellos ratones que eran 32-m negativos.

Por otra parte, segun nuestros resultados, HLA-E y HLA-ABC se expresan a nivel intracelular
de forma muy desigual, ya que HLA-E se transcribe del orden entre 10-100 veces menos que HLA-
ABC en funcion de la linea celular de la que se trate (tabla 6). También la f2-m se expresa en menor
cantidad que HLA-ABC (tabla 6). Todo €llo, junto con € hecho de que la expresion de HLA-E en
lineas tumorales no hematoldgicas se limite a aquellas que presentan un severo deterioro en la expresion
de las moléculas HLA-ABC, nos hizo pensar en la posibilidad que HLA-E posea una menor afinidad
por la f2-m que HLA-ABC, a igual gque ha sido descrito con respecto a las distintas moléculas de clase
| (figura 15). En este sentido, Neefjes 'y cols. (1988) observaron en lineas celulares de raton diferencias
en cuanto a la afinidad relativa de las moléculas clase | por la f2-m, especulando que la expresion en
superficie de estas moléculas HLA-ABC esta influenciada por esto. Por otro lado, estudios realizados en
lineas celulares humanas transfectantes, se ha observado una menor expresion en superficie de la
molécula HLA-C menor que las moléculas HLA-A o HLA-B, aungue parecia no ser debido Unicamente
aunamenor afinidad por la B2-m (Myersy cols., 1996).

Esta hipétesis puede verse reforzada por las observaciones redlizadas en e sistema tumoral
FM55/R22.2 (figura 18), ambas lineas celulares expresan HLA-E pero la linea que presenta méas
defectos en la expresion HLA-ABC (R22.2), expresidon de un solo aelo, posee en superficie mayor
cantidad de HLA-E. El mismo fendbmeno ha sido observado en € carcinoma de cervix 808 con respecto

aotras lineas del mismo origen histologico que presentan expresion normal del sistema HLA-ABC.
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Por todo esto, pensamos en la importancia que e balance entre las moléculas HLA-ABC y la 32-
m pudiera tener en la expresion de HLA-E. Asi a andlizar los resultados de PCR cuantitativa hemos
observado que la mayoria de las lineas estudiadas que expresan e antigeno HLA-E en superficie
presentan una razon HLA-ABC/B2-m inferior a 3.6 (exceptuando a HL60), pudiendo existir por tanto
una mayor cantidad de p2-m disponible para formar complejo con HLA-E que otras lineas (tabla 6).
Este hallazgo se confirma ademés en e sistema tumoral FM55/R22.2 (figura 21). Este aumento de
disponibilidad de 2-m podria favorecer la expresién de HLA-E en superficie, s bien no parece ser €
anico factor desencadenante, ya que en algunas lineas celulares (K562, A549, Calu6 o Hel.a) a pesar de
tener unarazon HLA-ABC/B2-m baja, no se encuentra expresion de esta molécula.

Otro factor atener en cuenta, araiz de los estudios publicados por Geraghty y cols. (1992), es el

residuo codificado en la posicion 107 de la molécula HLA-E. Estos autores describieron la existencia de
dos aelos de la molécula de HLA-E que diferian en e aminoacido ubicado en la posiciéon 107 (glicina o
arginind), que a pesar de no encontrarse esta posicion en el sitio de union al péptido, diferian en cuanto
a su expreson en superficie, sugiriendo que e residuo podia influir en la union peptidica y en €
transporte intracelular.
No hemos encontrado una clara relacion entre la expreson de HLA-E y la variante polimorfica
expresada por las digtintas lineas tumorales (tabla 7). Sin embargo, s hemos encontrado diferencias
entre ambos alelos en los experimentos de estabilizacion tras la adicion de f2-m humana: no hemos
observado incremento de la expresion de HLA-E en superficie en aguellas lineas celulares que
presentaban un genotipo HLA-ERR 0 HLA-ER®; y por € contrario, s existia un incremento de la misma
en la mayoria de las lineas, cuando e genotipo era HLA-E®® (tabla 8). Por otra parte puede apreciarse
que € cultivo a baja temperatura (26° C) junto con adiccion de 2-m humana estabiliza e induce la
expresion de HLA-E en las lineas celulares U937, HEP2 y SiHa con genotipo HLA-E ©©, mientras no lo
hacia en ninguna de |as lineas heterocigotos (HLA-EX®) 0 en homocigotas HLA-E "R (tabla 8).

Ulbrecht y cols. (1999) estudiaron las diferencias entre los dos alelos de HLA-E en cuanto a la
interaccion con la B2-my con los péptidos. En sus estudios utilizaron la linea de mieloma de raton X63
co-transfectada con HLA-E (HLA-ER o HLA-E®) y con hp2-m, y las denominaron X63ME" 0 X63ME®
respectivamente. La linea celular X63ME® presentaba expresion en superficie de HLA-E, en cambio no
fue detectable en X63MER, incluso tras la adicion de hp2-m o tras la reduccién de la temperatura del
cultivo celular, como que s ocurria con X63MEC®. Ademés observaron que en la linea X63ME" la
mayoria de las cadenas pesadas de HLA-E eran retenidas en € reticulo endoplasmico (RE) y agquellas

moléculas que alcanzaban la superficie celular eran répidamente degradadas.
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Por tanto, pensamos que un factor que puede reducir € bajo procesamiento de HLA-E

intracelular puede ser la baja afinidad de la cadena pesada de esta molécula por la f2-m. De hecho, en

estudios de termo-estabilidad del complegjo HLA-E/hB2-m ha sido observado que la disociacion del

complgio es reducida a afiadir f2-m humana exégena y también cuando se disminuye la temperatura a
cultivo (Ulbrecht y cols. 1999).

Por tanto, la disposicion del residuo de glicina tampoco por si sola justifica la expresion en

superficie, en este sentido, nosotros primamos por un lado € nivel transcripcional y por otro la

disponibilidad de 2-m. Varios gjemplos de nuestros resultados sostienen ésto:

Existen lineas como HL60 o CEM que expresan HLA-E en superficie a pesar de poseer un
genotipo HLA-EF® y HLA-ER® respectivamente.

Las lineas celulares HEP-2 y SiHa, homocigotas HLA-E®®, silo expresan HLA-E en superficie
S les aflade B2-m humana exdgena a cultivo celular. Sin embargo, en linea HeLa, cuya
expresion basal de HLA-E es negativa, no hay evidencia de incremento en la expresion en
superficie de HLA-E a afiadir B2-m exdgena, a pesar de tener genotipo HLA-E®C. La linea
HEP-2 posee una transcripcion alta HLA-E en comparacion con la generaidad de las lineas pero
sin embargo la razén HLA-ABC/B2-m es elevada. En cambio, segun se desprende de andlisis
cuantitativo de transcripcion de la linea Hel a, la ausencia de expresion en superficie a pesar de
la adicion de 2-m posiblemente sea debida a la bgja transcripcion HLA-E que posee esta linea.
La linea celular JURKATT, es también HLA-E®® y expresa HLA-E en superficie, ain cuando la
transcripcion del gen es menor que otras lineas que no expresan, como €s €l caso de NALM-6,
MDAZ231 o HEP-2. Por otra parte, JURKATT presenta una mayor disponibilidad de $2-m que
estas tres lineas, hecho que puede contribuir ala expresion de HLA-E.

Finamente, lineas celulares como la linea de carcinoma de laringe CALU-6 vy las dos lineas de
carcinoma de pulmén, CALU-1 y A549, no expresan en superficie HLA-E probablemente
debido a la conjuncién de dos factores, de un lado la escasa transcripcion tanto del gen de HLA-
E como de B2-m, y en segundo lugar poseer € genotipo que disminuye la estabilidad de la
molécula en superficie, siendo CALU-1 y A549 heterocigotas HLA-E™® y CALU-6 homocigota
HLA-E".

La complgjidad de la expresion de HLA-E en superficie se ve condicionada ademas de todo lo

expuesto por la necesidad de disponer de péptidos procedentes de un pool limitado de moléculas. Asi,
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HLA-E requiere la disponibilidad de un conjunto de péptidos de nueve aminoacidos, altamente
conservados, gue son derivados de la secuencia sefial de otras moléculas HLA de clase | incluyendo
HLA-A, -B, -Cy -G (Leey cols., 1998). Ulbrecht y cols. (1998) observaron que HLA-E era expresado
débilmente en la superficie celular de la linea de mieloma de ratdbn X63 tras la co-transfeccion de 32-m,
siendo debido a un transporte intracelular de HLA-E dafiado lo que originaba una ineficiente union
peptidico en € reticulo endoplasmatico. También, Lee y cols. (1998a) publicaron que la disponibilidad
de los péptidos era un requisito necesario para la estabilizacion de HLA-E en a superficie celular de la
linea de leucemia, defectiva en clase I, 721.221.; Ademas observaron que no todos los péptidos
derivados de las moléculas HLA eran capaces estabilizar a la molécula en superficie. Esto se confirmé
también en los ensayos llevados a cabo con la linea hibrida AEH (Lee y cols. 1998b), las células
transfectadas con ciertos genes de clase I, incluyendo HLA-G, fueron suficientes para promover la
union peptidica y la expresion de HLA-E en superficie. Finamente, Maier y cols. (2000), observaron
gue en ausencia de ligandos de la secuencia sefial de HLA clase la, en la lineas transfectantes K562
(HLA-E® y HLA-EF), sdlo K562-HLA-E® podia ser expresado HLA-E en la superficie celular, aunque
era funcionalmente inactivo. En este sentido nosotros al estudiar la linea celular K562 observamos que
carece de expresion en superficie de HLA-E a pesar de disponer de un baga razon HLA-ABC/B2-my
una transcripcion de HLA-E baja. Nosotros creemos que la razén de la falta de expresion en ésta linea
pueda efectivamente explicarse por e escaso pool de péptidosy la expresion de HLA-E.

Por otra parte, desde un punto de vista funcional, existen diferencias en la capacidad de
determinados ligandos de HLA-E para estabilizar la molécula en superficie e inhibir la lisis NK. Maier
y cols. (2000) incubaron con péptidos derivados de la secuencia sefid de HLA-A2, B7 y G, y redlizaron
posteriormente un estudio de citotoxicidad con la linea NKL, la cua posee e receptor CD94/NKG2A.
Llegaron a la conclusién que todos los péptidos estudiados estabilizaban la molécula HLA-E en la
superficie pero no conferian resistencia frente a NK, por lo que € fallo en la proteccion no parecia ser
debido a una ineficiente union peptidica, sino a un reconocimiento diferencial de la molécula HLA-E
con su ligando por parte del receptor CD94/NKG2A. Ademas seguin estos autores €l hecho de que exista
HLA-E en superficie no es un indicador de la capacidad de este para inhibir NK. Por otra parte, la
capacidad de inhibicion no sblo depende del ligando presentado sino de la variante de HLA-E que lo
expresa.

Nuestros resultados, en cultivos celulares tras la incubacion con péptidos derivados de la
secuencia lider de HLA-A2 y HLA-G, revelaron una mayor estabilizacion de HLA-E en € caso de la
linea U937 (HLA-E®®) (figura 23 y 24). La linea SiHa también pasa a expresar HLA-E en superficie
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tras la adiccion del péptido derivado de HLA-G (figura 24). Estos resultados estan en consonancia con
los hallazgos observados en la linea X63MEC. La linea X63ME® incrementaba su expresion en
superficie de HLA-E a incubarla con diferentes péptidos (HLA-A2311, HLA-B83.11, HLA-Cwaz 1 Y
BZLF-139.47), aumentando sobretodo con HLA-A233;. En cambio la variante X63M ER no presentaba
niveles detectables en superficie mediante citometria de flujo o eran muy débiles (Ulbrech y cols,,
1999).

La activacion de las células citotoxicas, linfocitos T y NK van a depender de un balance de
sefides positivas y negativas que van a condicionar su actividad. En € caso de células NK, su
activacion puede ocurrir, como se ha comentado, por ausencia de ligandos para los receptores
inhibidores (missing-self hipétesis), o bien, por la union con ligandos especificos para receptores
activadores. Se ha descrito que la molécula MICA es € ligando del receptor activador NKG2D. En
condiciones normales, como ya se ha comentado, este antigeno es expresado de forma limitada en €
tgjido epitelial intestinal y en células por la accion de proteinas virales o por “heat shock”. (Grohy cols.,
1996). Se ha demostrado la presencia de la proteina MICA por Western-blot en monocitos,
queratinocitos y células endoteliales, pero no encontraron expresion en LT, ni CD4+ ni CD8+, como
tampoco en LB CD19+. Si se expresaba lineas celulares de diferente origen histologico: células
epiteliales (HelLa), queratinocitos (A431), linfoma T (MOLT-4), en linfoma B (Raji), céulas
endoteliales (HUV-EC-C) y en monocitarias (U937, THP-1), Zwirner y cols. (1998). Posteriormente, se
detecta expresion de MICA, por citometria de flujo, en la superficie de células endoteliales y en
fibroblastos pero no en monocitos ni en queratinocitos, usando como control positivo la linea de
carcinomade cervix HeLa, (Zwirner y cols., 1999).

La presencia de MICA ha sido considerada como un antigeno asociado a tumor, cuya expresion
en células tumorales favoreceria la destruccion de las mismas (Diefenbach y cols., 2000; Cerwenka y
cols., 2000). Muchos son los trabajos que han relacionado la expresion de esta molécula con € cancer,
ya que la expresion de MICA representa una forma de alerta a sistema inmune. Por este motivo nos
planteamos estudiar la presencia de este antigeno en lineas celulares de diferente origen histolégico, ya
que su carencia en la superficie de la célula tumoral podria representar un mecanismo de evasion a
dstema inmune. En este contexto, una baa expresén conjunta de HLA-ABC y MICA podria
representar un mecanismo de escape simultaneo tanto a efectores CTLs como a NK. Varios hallazgos
pueden apoyar esta hipotesis:

e Vette y cols. (2002) observaron que la linea K562, la cual presenta un fenotipo HLA-

ABC practicamente negativo y expresa MICA, era altamente sensible a la citotoxicidad
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NK. Ademas, encontraron en los tumores MICA+ un infiltrado NK CD57+NKG2D+ y
observaron una menor expresion de MICA en las metastasis de melanomas uveales junto
aun incremento en la expresion de moléculas HLA-ABC.

Romanski y cols. (2005) estudiaron en los mecanismos de resistencia a la citotoxicidad
mediada por las NK en leucemias agudas, encontrando que la sensibilidad varia entre los
diferentes tipos de leucemia. Aquellas lineas que expresaban MICA en superficie (K562
y MOLT-4) eran mas susceptibles a la lisis NK. Ninguna de las LLA-B que estudiadas
fueron destruidas, ya que no poseian niveles detectables de MICA/B en superficie
(NALMG6 entre otras).

Raffaghello y cols. (2004) analizan la presencia de MICA y otros ligandos de NKG2D en
neuroblastomas (NB). Este tumor extracraneal presenta una alteracion en la expresion de
las moléculas HLA debida a defectos en € procesamiento antigénico y evade al sistema
inmune a pesar de esto. Estos autores estudiaron la presencia de RNAm de MICA en
ocho tumores sblidos (3 localizados y 5 diseminados) y en cuatro de las ocho lineas
celulares estudiadas. No se detectd expresion en superficie en ninguno cortes
histol6gicos de los tumores y s en la biopsia de tegjido intestinal usada como control.
Tampoco se detectd ni en € citoplasma ni en citosol en seis de las ocho lineas de NB
estudiadas, las otras dos presentaban niveles tan atos como HelLa (por citometria e
inmunohistoquimica). Esta downregulacion de MICA, asi como de otros ligandos de
NKG2D, en este tipo de tumor se piensa que favoreceria €l escape a los efectores
citotoxicos NKG2D

Nosotros hemos analizado un panel de 26 lineas celulares de diferente origen histoldgico,

encontrando una expresion de MICA variable dentro de un mismo origen celular (tabla 9, figura 26).

Hemos encontrado lineas que no expresan tanto moléculas clasicas como MICA, entre ellas se

encuentran la linea leucémica NALM6 asi como las lineas de carcinoma de colon (Lovo, DLD-1 y
HCT-15) y lagastrica AGS (tabla 9, figura 26 y 27).

La alteracion de la expresion HLA en las lineas de colon se debe a mutaciones en € gen de la B2-m que

en principio no afectan la expresion de MICA ya que esta molécula no requiere 32-m para ser expresada

en superficie. Este hallazgo no fué extensible a otras lineas de melanoma (IRNE), o hematolégicas

(Daudi) que también tienen también mutaciones en €l gen de la f2-m pero en contraste con las lineas de

colon, no tienen el fenotipo MIN (inestabilidad de microsatélites). Si la falta de expresion en lineas con

el fenotipo MIN es un hallazgo casual o s es debida precisamente a la existencia de mutaciones en los
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genes MICA, o0 ala presencia de polimorfismos que dan lugar a alelos nulos (Li y cols., 2000) es ago
gue se necesita estudiar, asi como € impacto funcional que la modulacion en la expresion de estas
moléculas tenga sobre los procesos de eliminacion-escape durante la inmunovilgilancia tumoral. En este
sentido, ha sido sugerido que los tumores MIN (+) seleccionan, mutaciones de 32-m, para escapar al
sistema inmune, fundamentalmente CTLs, dado que son tumores muy inmunogeénicos (Y amamoto y
cols. 2001; Cabreray cols. 2003). Sin embargo, dado que la pérdida total de moléculas clasicas HLA,
sensibilizaria a las células tumorales frente a NK; nosotros proponemos que para favorecer e escape
simultaneo a células T y NK, puedan seleccionarse ademas variantes MICA(-). Este papel de MICA ha
sido sugerido también a través de la liberacion por parte de las células tumorales de MICA soluble. Se
ha observado, en pacientes con cancer, la presencia de atos niveles de una forma soluble de MICA
(sSMICA) por la célula tumoral que provoca una baja expresion de este ligando en superficie ademas de
una modulacién de la expresion de NKG2D en los Linfocitos T 'y una disminucion de la citotoxicidad
de la célula NK (Clayton y Tabi, 2005). Desconocemos s las células MICA (-) que hemos descrito en

este trabgjo, son productoras de la fraccion soluble.

En resumen, es probable que e desarrollo y seleccion mecanismos de evasion se produzcan en
un entorno donde e sistema inmune reconduzca la repuesta antitumoral ante la aparicion de clonas que
hayan desarrollado algun tipo de resistencia. En nuestro caso, suponemos que alteraciones en las
moléculas HLA deben de tener un efecto favorable para el escape a la respuesta inmune, sin embargo,
estas clonas que podrian ser susceptibles de ataque de células NK, expresarian ligandos inhibidoras tales
como HLA-E bagjo condiciones muy restrictivas dadas las caracteristicas de expresion de esta molécula
en la superficie celular. También, es posible, que en tumores HLA negativos el escape simultéaneo a
CTLsy NK se pueda llevar a cabo por supresion de la expresion de moléculas activadoras MICA/B.

Queda por establecer, al tratarse de lineas celulares, S estas ateraciones que se producen a azar
en e contexto de cambios epigenéticos o genéticos tienen realmente impacto sobre la progresion

tumoral.
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VI.- CONCLUSIONES

1.- La expreson de HLA-E en la superficie celular es un hecho infrecuente, salvo en lineas
hematopoyéticas de origen mielomonocitico y ciertas lineas tumorales con fenotipos HLA alterados.
A pesar de la bga expresion en superficie, se encuentran transcritos de HLA-E de forma

generalizada en todas las lineas celulares investigadas.

2.- El factor limitante méas importante para la expresion de HLA-E en superficie es la presencia de
una transcripcion débil en la mayoria de las lineas tumorales no hematopoyeéticas. Los niveles mas
altos de transcripcion se han detectado en lineas celulares de estirpe mielomonocitica, o que
sugieren la existencia de factores tegjido-especificos que incrementan la transcripcion del gen 'y se
traducen en una expresion clara a nivel de superficie. Esta baja transcripcion es e motivo principal

de la ausencia de esta molécula en tgjidos, cuando se analizan por técnicas inmunohistoquimicas.

3.- Los bajos niveles de expresion de HLA-E en lineas tumorales no hematopoyéticas no justifican
por si solos la ausencia de expresion en superficie. Una menor afinidad de la B2-m por HLA-E,
conjuntamente con la expreson limitada de esta molécula, favoreceria fundamentalmente el
acoplamiento de la f2-m con las moléculas HLA clasicas. Esto podria ser e motivo que justifique la
aparicion de HLA-E en superficie en lineas tumorales que presentan un deterioro en la expresion de

moléculas HLA clasicas.

4.- En lineas B2-m (-/-) no se detecta HLA-E en superficie, lo que contrasta con los datos
observados para HLA-G, y apoyaria el hecho de que para que exista expresion de HLA-E, éste se
debe encontrar siempre acoplado a la f2-m. Paralelamente, las lineas tumorales HLA clase |
negativas (-/-), o0 con niveles de expresion muy bajos, no expresarian HLA-E probablemente por un

nulo o insuficiente aporte de péptidos para estabilizar la molécula.

5.- No existe por tanto un unico factor que determine la expresion de esta molécula en superficie,
sino que las causas que regulan la expresion son multiples, siendo requisitos fundamentales el nivel
de transcripcion, la existencia de un adecuado pool de péptidos y la presencia de un balance de

expresion HLA-ABC/B2-m reducido.
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6.- La expresion de los antigenos MICA también se encuentra de forma variable en lineas tumorales con
independencia de la estirpe histolégica. La ausencia de MICA en lineas de colon, f2-m (-/-) y de
fenotipo MIN (+), contrasta con su deteccion en el tracto gastrointestina normal y tumoral. Estos
resultados podrian explicarse en e contexto de un proceso de inmunoseleccion de variantes celulares
resistentes tanto a CTLs (HLA-ABC negativas) como a células NK (MICA negativas), en tumores que

como los MIN (+) son altamente inmunogeénicos.
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