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Introduccion

INTRODUCCION

1- EL CANCER
"Cancer" es un término genérico que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla
de "tumores malignos" o "neoplasias malignas". Una caracteristica del cdncer es la
multiplicaciéon rapida de células anormales, que extendiéndose mas alla de sus limites
habituales, pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros érganos.
A este proceso de invasién y generacién de nuevos tumores se le denomina metdstasis

y constituye la principal causa de muerte.

Los avances cientificos y tecnoldgicos de los ultimos afios han proporcionado
nuevos conocimientos sobre la aparicidn, desarrollo y crecimiento del cancer, a pesar
de lo cual, esta enfermedad es la principal causa de muerte a escala mundial. En el afio
2012 se le atribuyeron un total de 8,2 millones de defunciones (1). Se puede afirmar
gue el cancer es hoy en dia una de las enfermedades mas traumaticas de los paises
industrializados, ya que ocasiona un gran numero de muertes y de secuelas,
provocando enormes pérdidas para la sociedad. Ademas del dolor y el sufrimiento que
causa esta enfermedad entre los pacientes que la padecen y en sus familiares, el
cancer es el mayor causante de pérdidas relacionadas con la productividad laboral
debido a la mortalidad prematura y la morbilidad (incapacidad temporal y
permanente) derivadas de los tumores. Debido al importante coste social y econémico
gue el cancer esta teniendo en nuestra sociedad, la Comisidon Europea decidié apoyar a
los Estados Miembros en sus esfuerzos para proteger la salud de los ciudadanos,
mediante la adopcién de medidas concretas y se ha fijado el ambicioso objetivo de
reducir la incidencia de cancer en un 15% en 2020. Por otra parte, la Comisidn puso en
marcha la EPAAC, European Partnership for Action Against Cancer. Esta iniciativa
finalizdé en febrero de 2014 y en mayo de ese mismo ano se lanzé una nueva accion
conjunta "Development of the European Guide on Quality Improvement in

Comprehensive Cancer Control" (Cancon).
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Introduccion

Los datos y cifras mas relevantes son los siguientes:

- El cdncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones
de muertes (1).

- Se prevé que el numero de nuevos casos aumente en aproximadamente un
70% en los proximos 20 afos.

- En 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en el hombre
fueron los de pulmodn, prostata, colon y recto, estémago e higado.

- En la mujer fueron los de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y
estdmago.

- Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco
factores de riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado,
ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de
tabaco y consumo de alcohol.

- El consumo de tabaco es el factor de riesgo mas importante, y es la causa de
mas del 20% de las muertes mundiales por cancer en general, y alrededor del
70% de las muertes mundiales en el caso del cancer de pulmon.

- Los canceres causados por infecciones viricas, tales como las infecciones por
virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por papilomavirus humanos (PVH), son
responsables de hasta un 20% de las muertes por cdncer en los paises de
ingresos medios y bajos (2).

- Mas del 60% de los nuevos casos a nivel mundial se producen en Africa, Asia,
América Central y Sudamérica. Estas regiones representan el 70% de las
muertes por cancer totales.

- Se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en

2012 a 22 millones en las proximas dos décadas (1).

La Tabla 1 describe los principales tipos de canceres y el nimero de

defunciones a nivel mundial, segin datos de la OMS (Organizacién Mundial de la

Salud) del afo 2012.
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Introduccion

Tabla 1. Tipos mas frecuentes de canceres y niimero de defunciones en el aiio 2012.

Cancer Numero de defunciones
Pulmonar 1.590.000
Hepatico 745.000
Gastrico 723.000

Colorrectal 694.000
Mamario 521.000
Esofago 400.000

A nivel europeo, segun refleja la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo) en su informe “Health at a Glance: Europe 2014”, en 2012 se
diagnosticaron 2,7 millones de nuevos casos de cancer (54% hombres y 46% mujeres).

Las cifras del cdncer en Espaiia son revisadas cada afio por la Sociedad Espafiiola
de Oncologia Médica (SEOM). Los datos de incidencia del cancer en Espafia en 2012
fueron de 215.534 casos (2/3 eran pacientes mayores de 65 afios), con una tasa
estandarizada por edad de 215,5 casos por 100.000 habitantes por ano, y un riesgo de
presentar cancer antes de los 75 afios del 25,1%. La predicciéon para 2015 es de
227.076 casos, con un crecimiento de nuevos casos que se produce, en mayor medida,
a costa de la poblacion mayor de 65 afios. El crecimiento de la poblacién y su
envejecimiento explicarian fundamentalmente este incremento.

La transformacién de una célula normal en tumoral es un proceso multifasico y
suele consistir en la progresidn de una lesidon precancerosa a un tumor maligno. Estas
alteraciones son el resultado de la interaccidn entre los factores genéticos del paciente

y tres categorl'as de agentes externos, a tener en cuenta:

- Carcindgenos fisicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizantes.

- Carcindgenos quimicos, como los asbestos, los componentes del humo de
tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico
(contaminante del agua).

- Carcindgenos bioldgicos, como las infecciones causadas por determinados

virus, bacterias o parasitos.

El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparicién del cancer. La

incidencia de esta enfermedad aumenta muchisimo con la edad, muy probablemente
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Introduccion

porque se van acumulando factores de riesgo de determinados tipos de cancer. La
acumulacién general de factores de riesgo se combina con la tendencia que tienen los

mecanismos de reparacion celular a perder eficacia con la edad.

El consumo de tabaco y alcohol, la dieta malsana y la inactividad fisica son los
principales factores de riesgo de cadncer en todo el mundo. Algunas infecciones
crénicas también constituyen factores de riesgo, y son mds importantes en los paises
de ingresos medios y bajos.

A su vez, los virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) y algunos tipos de
papilomavirus humanos (PVH) aumentan el riesgo de cancer de higado y cuello
uterino, respectivamente. La infeccion por el VIH también aumenta considerablemente

el riesgo de algunos cdnceres, como los del cuello uterino.

En vista de los datos aportados, queda patente que la terapéutica existente
hasta la fecha no cubre las necesidades de los pacientes ni de los profesionales que
tratan la enfermedad, lo que hace necesario que se continle investigando en nuevas
terapias y tratamientos que permitan mejorar las cifras de supervivencia de la
enfermedad y que disminuyan los efectos secundarios de los tratamientos. En este
sentido hay que sefalar que hay gran expectativa en el campo de la investigacion de

vacunas contra el cancer.

La terapia convencional del cancer (cirugia, quimioterapia y radioterapia)
tienen dos grandes limitaciones que son su falta de especificidad y/o su ineficiencia
para el control de la enfermedad residual. Ambas podrian superarse aprovechando el
potencial que ofrece el sistema inmunitario y su capacidad de respuesta frente a las

células tumorales.
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En los Ultimos afios ha surgido una nueva teoria, respecto al cancer, cuyo eje
principal es la existencia de una poblacion de células a las que se les ha denominado
“células madre del cancer” (CSC). Este concepto fue propuesto por Sagar y
colaboradores en el afio 2007 (3). Las células madre del cancer se pueden definir como
células que, en un numero muy pequefio (3, 4), estan en la zona de crecimiento del
tumor y que poseen la capacidad de generar nuevos tumores. Estas células, al igual
que las células madre normales, tienen la capacidad de perpetuarse para generar
células maduras por medio de su diferenciacién (5). Pero, al contrario que las células
madre normales, se cree que las células madre de cdncer no tienen ningln control en

su proliferacién.

El modelo estocastico o tradicional del cancer postula que una o varias células
del tejido adquieren una mutacién y que, a partir de ésta y a través de un proceso de
divisién no controlado, van acumulandose nuevas alteraciones genéticas que,
mediante la seleccidon de los clones mas aptos, alcanzan el estado de célula tumoral,
dando finalmente lugar al tumor. Segun este modelo, cualquier célula del tumor
resultante seria capaz de mantener y expandir el mismo, asi como de dar lugar a
nuevos tumores. Por el contrario, el modelo jerarquico de las CSC implica la existencia
de una célula de origen en el tumor con propiedades de célula madre, capaz de
proliferar y mantenerse en él de forma indefinida gracias a su capacidad
autorrenovadora (6). En este modelo, tan sélo la poblacién de CSC tiene la capacidad
de generar y mantener el tumor, a diferencia del resto de células que lo forman que no

tienen esa habilidad (Figura. 1).

Segun el modelo de las CSC, dentro de los tumores hay una poblacion celular
capaz de autorrenovarse y de generar toda la variabilidad celular que compone un
tumor. Las CSC dentro del tumor presentan la capacidad de dividirse tanto de forma
simétrica, generando células del mismo tipo, como asimétrica, originando progenitores
de amplificacién rdpida, pero transitoria. Estos progenitores daran lugar a precursores
comprometidos con un linaje que formaran células tumorales diferenciadas y sin

capacidad tumorigénica, que compondran el grueso del tumor (7, 8).
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Modelos tradicionales del cancer Hipdtesis de las CSC
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Figura 1. Representacion grafica de los modelos de cancer.

A. El modelo tradicional o estocdstico mantiene que todas las células tumorales tienen las mismas
capacidades para mantener y expandir el tumor. B. El modelo jerarquico de las células madre del cancer
(CSC) sostiene que tan sélo una subpoblacidn celular del tumor es capaz de generar nuevos tumores.

Toda célula con caracteristicas de “madre” tiene al menos dos rasgos que la
distinguen del resto de las otras células: nunca pierden su capacidad de mantenerse
como célula madre a lo largo de toda la vida del organismo (concepto definido como
autorrenovacion), y su capacidad de generar células diferenciadas y, en sus etapas
finales, células maduras completamente funcionales. Esta actividad la logran al poder
sufrir una division de tipo asimétrica, donde una célula da lugar en su proceso de
divisién a dos células hijas diferentes, una que presenta una total capacidad de
mantenerse como célula madre, y otra que se convierte en un progenitor con menor
actividad de autorrenovarse, y que sera de la que derive la célula diferenciada propia

de los tejidos.

La hipotesis de las CSC, esta basada en los primeros datos que apuntaban que
el origen de cada tipo diferente de cancer se debe encontrar entre las poblaciones de

células madre especificas de cada tejido. Si consideramos algunas de las caracteristicas
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que tienen las células tumorales, éstas son muy parecidas a las que tienen las células
madre adultas. Entre estas caracteristicas estan la capacidad de auto-renovacion, la
replicacion ilimitada, las divisiones asimétricas, la larga vida con diferente tipo de
envejecimiento, la baja sensibilidad a los farmacos, la presencia de marcadores

celulares especificos, etc.

Actualmente se han podido identificar distintos tipos de células, en distintos
tipos de canceres, que parecen ser CSCs. Se han visto en leucemias (9-11), cancer de
mama (12-15), cerebro (16-19), colorrectal (20-22), cabeza y cuello (23, 24), péancreas
(25) y prostata (26-29). Cada una de estas células presentan marcadores celulares
especificos. Por ejemplo, las CSCs de mama son CD24-CD44+ Lin-, ALDH1+, las de colon
son CD133+, Lgr5+, ALDH1+ y las de préstata expresan A2Bp1"CD133+, LinSca-
1+CD49f™.

Desde hace afios se sabe que muchos tratamientos antineopldsicos no generan
una total eliminacion de las células malignas y, por lo tanto, no producen su curacion.
Tradicionalmente, los tratamientos antitumorales se basan en el ataque masivo y no
discriminado frente a las poblaciones celulares con un alto grado proliferativo, donde
los efectos primarios se traducen en la deteccidon de una fuerte bajada de la masa
tumoral. En muchas ocasiones, un pequeino grupo de células resiste el envite de los
tratamientos de quimioterapia y radioterapia y logra escapar. Estas células residuales
se comportan como células activas tumorales, aunque a veces de bajo indice mitético,
es decir crecen lentamente, por lo que la mayoria de los farmacos antitumorales
clasicos les afectan en menor grado. Sabemos que las poblaciones tumorales
tumorigénicas y no tumorigénicas tienen una diferente sensibilidad a muchas drogas
genotodxicas (30, 31). Por ejemplo, las células CD34+ y CD38- son significativamente
menos sensibles a danorubicina (31) o citarabina (32). Todo esto nos indica varias
cosas importantes, 1) que los tumores son masas celulares heterogéneas, constituidos
por diferentes tipos celulares y con diferente grado de diferenciacion, 2) que las
células mas resistentes a los farmacos antitumorales son, en general, una porcion
menor dentro de un tumor, y 3) que estas células tienen caracteristicas similares a las

células madre adultas del tejido correspondiente.
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2- EL CANCERY EL SISTEMA INMUNOLOGICO

A finales del siglo XIX, William B. Coley observd la regresion de tumores
humanos tras la administracién de patdgenos de origen bacteriano (bacterias de
erisipela), o tras la inoculacion de sus productos (33-35). Anteriormente, Robert Koch,
Louis Pasteur y Emil von Behring ya habian descrito casos similares en pacientes
diagnosticados de erisipela. A raiz de los resultados de Coley, comenzaron los
esfuerzos para demostrar la existencia de una inmunidad especifica antitumoral; pero
la evidencia sobre la capacidad del sistema inmunitario para reconocer y eliminar las
células tumorales no se obtuvo hasta mediados del siglo pasado, cuando se observo
que ratones inoculados con dosis subletales de un tumor singénico quedaban
protegidos frente al indculo posterior de dosis mayores del mismo (36, 37). Anos
antes, Paul Ehrlich ya habia propuesto la idea de que la transformacion maligna de las
células, es un fendmeno que sucede con una frecuencia mucho mayor que la apariciéon
de tumores propiamente dicha (38). Y hacia 1970, Burnet postulé que debian existir
mecanismos inmunoldgicos de resistencia capaces de controlar el crecimiento de estos
tumores incipientes, surgiendo asi el concepto de la inmunovigilancia (39).

Actualmente se puede asegurar que la relacién entre sistema inmunitario y
cancer ha sido suficientemente demostrada, aunque el conocimiento acumulado sobre
la compleja biologia y heterogeneidad de las células neoplasicas y de la diversidad de
respuestas que el sistema inmune despliega frente a ellas, también permite justificar
que el resultado de la interaccion entre sistema inmunitario y tumores sea tan
variable, segln qué tumor y qué mecanismo inmunolégico efector estén implicados en
el modelo estudiado (40-42).

Aunque el origen de la mayoria de los tumores se debe probablemente a la
activacidon de oncogenes y/o a la inactivacion de genes supresores (43, 44), el posterior
crecimiento del tumor in vivo esta potenciado por la activacién de otros genes, cuyos
productos permiten a las células neopldsicas eludir o escapar de los efectos
inmunoldgicos antitumorales, como pueden ser la produccién de determinadas
citoquinas con efecto inmunosupresor (TNF-a, IL-10) y la produccion de gangliésidos

(45-50).
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2.1. De la teoria de la inmunovigilancia al concepto de la inmunoedicion

Paul Ehrlich fue uno de los primeros investigadores que propuso la idea de que
el sistema inmunitario presenta el suficiente potencial para poder contener la
aparicién de tumores (38). En los afios 50, los trabajos de Medawar describieron el
papel critico que tenia el componente celular inmunitario en el rechazo de los
trasplantes alogénicos (51). Estos trabajos fueron la base para que surgiera la sospecha
de la existencia de los antigenos tumorales. La demostracidn de que era posible la
inmunizacion de ratones utilizando trasplantes de tumores singénicos, dio pie a la idea
de la existencia de los antigenos tumorales (52, 53), y constituyd la piedra angular en la
gue se apoyo la teoria de la inmunovigilancia del cancer. Obviamente, no podria haber
inmunovigilancia tumoral sin la existencia de estructuras diferentes (antigenos

tumorales), que pudieran ser reconocidos por el sistema inmunitario.

Estos descubrimientos fueron incorporados a la  hipdtesis de la
inmunovigilancia del céncer, propuesta por Macfarlane Bunet y Lewis Thomas. En
1957, Burnet afirmd que no era inconcebible que pequenas acumulaciones de células
tumorales pudiera promover, dado que contienen antigenos nuevos, una reaccién
inmunoldgica eficaz que desembocara en la regresién tumoral, y que estos micro-
tumores eliminados pasaran desapercibidos desde un punto de vista clinico (54). Al
mismo tiempo, Thomas sugirié que la funcion primaria de la inmunidad celular no era
promover el rechazo de los trasplantes alogénicos, sino la proteccién frente a las
neoplasias, manteniendo de este modo la homeostasis tisular (55). Estas premisas
formaron el borrador que, en ultima instancia, permitido el nacimiento del concepto de

la inmunovigilancia, definido por Burnet en 1970 (39, 56, 57).

Tanto Burnet con Thomas postularon que los linfocitos actuaban como
centinelas, reconociendo y eliminando de forma continua las células neopldsicas

nacientes (56).

La teoria de la inmunovigilancia fue rapidamente aceptada y se llevaron a cabo
una gran cantidad de experimentos buscando su confirmacién. Los primeros abordajes

exploraron si el desarrollo tumoral en ratones se veia influido por la inmunosupresién
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experimental del huésped (58, 59). No se obtuvieron resultados muy concluyentes (60-

62).

El descubrimiento del ratén atimico nude (63, 64), proporciond a los
investigadores una nueva herramienta para poder estudiar el desarrollo tumoral en un
individuo inmunodeprimido. Osaias Stutman observé que los ratones nude de la cepa
CBA/H no presentaban una mayor incidencia de tumores inducidos quimicamente que
los wild-type, y que no mostraban una periodo de latencia menor tras la inoculacién
del carcinégeno (65-67). Ademas, Stutman no encontrd diferencias estadisticamente
significativas en la incidencia de tumores espontaneos no viricos, entre los animales

nude vy los wild-type (68).

Estos resultados se vieron apoyados por el estudio de Rygaard y Povlsen, en el
cual no se obtuvieron diferencias en la formaciéon de tumores espontdneos, en una

serie de 10.800 ratones nude, durante un periodo de estudio de 3-7 meses (69, 70).

A pesar de los pocos conocimientos que se tenian en esa época sobre el
defecto inmunolégico de la mutacion nude, los resultados que se obtuvieron fueron lo
suficientemente concluyentes como para abandonar la idea o concepto de Ia

inmunovigilancia del cancer, al no poder apoyar las predicciones claves de esta teoria.

Con el paso de los afios, se vio que existian importantes lagunas conceptuales
en el desarrollo de estos experimentos. Por ejemplo, se creia que los ratones nude no
presentaban LT. Ahora se sabe que los ratones nude no estan completamente
inmunocomprometidos, ya que poseen niveles bajos, aunque detectables de linfocitos

Tap funcionales (71-73)

Entre la mitad de los afios 70 y los afios 90, se realizaron varios experimentos
con la intencién de recuperar la teoria de la inmunovigilancia. El descubrimiento de las
células NK y la repeticion de los experimentos de Stutman con otras cepas de ratones

(BALB/c background) arrojaron datos esperanzadores (74).

Entre los aflos 1994 y 1998 se hicieron dos descubrimientos que fueron claves

para que volviera el interés por el concepto de la inmunovigilancia del cancer. El
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primero de ellos fue el hallazgo de que el interferén-y endégeno (IFN-y) era capaz de
proteger al huésped del crecimiento de tumores trasplantados y de la formacion de
tumores espontdneos o inducidos quimicamente (75-77). El segundo fue la
observacion de que los ratones C57BL/6 deficientes en la molécula perforina, uno de
los componentes de los granulos citoliticos de los linfocitos T citotéxicos y de las
células NK, era mas propensos a la aparicion de tumores inducidos por metilcolantreno

(MCA) que los wild-type (77-79).

La herramienta definitiva que permitié confirmar, con resultados inequivocos,
la teoria de la inmunovigilancia fue el uso de los ratones deficientes en los genes
activadores de la recombinacion 1 y 2 (RAG-1 y RAG-2). Los animales deficientes en
cualquiera de estos genes fallan completamente en la recombinacidén de los receptores
linfocitarios presentes en las células T, B y NKT (80). Tras la inyeccion de MCA, los
animales RAG-2"7" desarrollaron sarcomas, de forma mas rdpida y con mucha mayor
frecuencia (30/52 RAG-27 vs. 11/57 wild-type), que los controles (81). Ademas, en
otro estudio, la totalidad (26/26) de los animales RAG-27" desarrollaron neoplasias
espontaneas, entre los 13 y los 24 meses de edad. Sin embargo, solo 5 de los 20
animales wild-type tuvieron neoplasias transcurridos esos meses, y fueron

fundamentalmente benignas (81).

Se han realizado otros estudios en los que se han usado un gran nimero de
cepas de ratones singénicos con mutaciones claves en genes codificantes para
funciones criticas del sistema inmunitario, como LTaB'/', LTy6'/', IL—12'/', IFN—le'/',
STAT1”". Los resultados obtenidos no sélo apoyan la idea de la importancia del sistema
inmunolégico en relacién al desarrollo tumoral, sino que también sugieren la
implicacion tanto de la inmunidad innata como de la adquirida, en la inmunovigilancia
del cancer. Especificamente, la ablacién genética, inmunoquimica o funcional de las
células NKT, NK, linfocitos Ty§, Tap, IFN-y o IL-12 conllevan un incremento de la

susceptibilidad a la aparicién de tumores (77, 81-84).

Estos resultados sugieren que la inmunovigilancia debe ser un proceso

heterogéneo en el que se requiere la accion de diferentes efectores inmunoldgicos,
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siendo dependiente del tipo de origen celular, mecanismo de transformacion,

localizacion anatémica y mecanismo inmunoldgico de reconocimiento.

Pero, el concepto de la inmunovigilacia del cancer presente en los ratones, ées
aplicable a humanos? La légica nos haria pensar que en aquellos individuos
inmunodeprimidos o con defectos en el sistema inmune, la incidencia de aparicion de
tumores deberia ser mayor. Varios estudios de seguimiento con pacientes
trasplantados (que fueron inmunodeprimidos) (85) y con individuos con
inmunodeficiencias primarias (86), mostraron la existencia de un riesgo mucho mayor
al desarrollo de tumores. Los estudios de larga duracidén con pacientes, revelaron que
parte de este alto riesgo se debe al desarrollo de tumores de origen virico (87). Pero
también se observé que los pacientes con déficits inmunitarios severos, presentan una
alta probabilidad de desarrollar varios tipos de canceres no asociados a etiologias de

origen virico.

Tras la confirmacién de la inmunovigilancia del cancer, una pregunta normal
gue nos debemos plantear es por qué se desarrollan tumores en individuos
completamente inmunocompetentes. Hace tiempo que se piensa que el sistema
inmunitario funciona, durante la formacién del tumor, seleccionando aquellas
variantes tumorales mas preparadas para sobrevivir al ambiente hostil de un sistema
inmunitario intacto, como sucede con los virus, las bacterias y los pardsitos. Varios
estudio han mostrado los efectos inmunoselectivos de los trasplantes continuos de
tumores a través de huéspedes inmunocompetentes, y la generacién de variantes
tumorales con una inmunogenicidad reducida (88, 89). De esta forma, los tumores
mantenidos en ausencia de un sistema inmune intacto, son mas inmunogénicos que
los tumores crecidos en huéspedes inmunocompetentes. Tomando estos resultados en
conjunto, se puede decir que los tumores son editados por el entorno inmunolégico en
el cual crecen. Este proceso de edicion, a veces conlleva la generacidon de tumores que
son capaces de coexistir mejor con la accién supresora del sistema inmunitario,
mediante la eliminacidn de las células tumorales altamente inmunogénicas. La edicién

del tumor, via sistema inmunitario, sucede de forma continua, pero el efecto mayor de

30



Introduccion

este proceso es mas importante en fases tempranas, cuando el tumor es quiza

histoldgica pero no clinicamente detectable.

Dado que el sistema inmunitario tiene efectos, tanto protectores para el
huésped, como perjudiciales por medio de la edicion de los tumores, quiza el término
de inmunovigilancia del cdncer no es el apropiado para describir exactamente el
proceso, ya que en su forma original se pensaba funcionaba sélo para proteger al
huésped, actuando sélo en las etapas mas tempranas de la transformacién celular. Por
este motivo, Robert Schreiber propuso en el aiio 2002 el uso del término mds amplio
de “inmunoedicién del cancer”, que describe de una forma mas apropiada este
fendmeno dual. Este amplio proceso, podria promover la eliminacién total de algunos
tumores, generar un estado de no proteccion frente a otros o favorecer el desarrollo
de un estadio de anergia, tolerancia o indiferencia inmunolégica. La Figura 2
representa un modelo para explicar el proceso de la inmunoedicién del cdncer. Como
se puede ver, la inmunoedicién se presenta como resultado de tres fases: eliminacion,
equilibrio y escape. El fendmeno de la inmunovigilancia se produce durante la fase de
eliminacién, mientras que la seleccion darwiniana de las variantes tumorales sucede
en la fase de equilibrio. Esta fase puede, por ultimo, conducir al escape con la apariciéon

de tumores con implicacién clinica.

(a) Eliminacién (b) Equilibrio (c) Escape

[\

Inestabilidad genética,
seleccion inmunologica

\/

Proteccion
(Inmunovigilancia)

Figura 2. Representacion del proceso de inmunoedicion del cancer descrito por Robert D. Schreiber.
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La fase de eliminacion incluye el concepto original de inmunovigilancia. Por
definicion, cuando es capaz de eliminar completamente el tumor, representa el
proceso de edicién completo, sin progresién a las fases siguientes. Al principio de la
fase de eliminacidn, una vez que los tumores sdlidos alcanzan un cierto tamafio,
comienzan a crecer de manera invasiva, lo que hace que necesite un aumento del
suministro sanguineo que se produce como consecuencia de la produccién de
proteinas angiogénicas y estromagénicas (90). La invasion del tejido adyacente al
tumor induce ciertas senales inflamatorias, que desencadenan la activacion de varios
mecanismos de las respuestas inmunitarias innatas (NKT, NK, LTy, macréfagos y
células dendriticas) (83, 91, 92) y adquiridas (células TIL, LT CD4+ helper, LT CD8+) (93-
96), ademas de la produccion de IFN-y (97-99) e IL-12 (82). Esto induce mas muerte de
células tumorales a través de la accién del TNF, perforinas y metabolitos reactivos de

oxigeno y nitrégeno (79, 100-103).

En la fase de equilibrio, el sistema inmunoldgico del huésped y aquellas células
tumorales que hayan sobrevivido al proceso de eliminacidon, entran en un equilibrio
dinamico. En este proceso, los linfocitos y el IFN-y, ejercen una potente presion
selectiva sobre las células tumorales, que es suficiente para contenerlas, pero no para
eliminarlas completamente, permaneciendo un remante de células genéticamente
inestables y con una alta capacidad de mutacién. Durante este periodo de seleccién
darwiniana, la mayoria de las variantes tumorales aparecidas son destruidas, pero
otras variantes pueden llegar a resistir el ataque del sistema inmunolégico. Este es el
motivo por el cual el equilibrio es el proceso mas largo de los tres procesos descritos y

puede suceder durante un periodo de varios afios.

En el proceso de escape, las variantes tumorales supervivientes que han
adquirido una resistencia al reconocimiento y a la eliminacion mediada por el sistema
inmunitario, comienzan a expandirse de forma descontrolada. El resultado es la
aparicion de la enfermedad maligna clinicamente observable que, en muchas

ocasiones, termina con la muerte del huésped.
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2.2. Mecanismos inmunoldgicos frente al cancer

Existen frente a los tumores, como frente a cualquier estructura “no propia”,
dos tipos de respuesta inmune de caracteristicas cuantitativa y cualitativamente
diferentes: la inmunidad innata o respuesta natural y la inmunidad adquirida o
adaptativa (104). La primera es aquella que se posee en ausencia de inmunizacién o
contacto previo con el/los antigenos; por el contrario, la inmunidad adquirida se
desarrolla tras el reconocimiento del antigeno y no sélo no existe en el momento del
primer contacto, sino que requiere un tiempo posterior hasta su establecimiento
(105). ElI componente celular de la inmunidad innata incluye a granulocitos,
macrofagos, mastocitos, células dendriticas y células NK. En el caso de la respuesta
adaptativa, las células o componentes implicados son los linfocitos B productores de
anticuerpos v los linfocitos T CD4+ y CD8+. Las células NKT vy los linfocitos TyS operan
interconectando ambos tipos de respuestas (Figura 3). Ademads, dentro de la respuesta
inmunitaria innata hay que resefiar el papel que tienen el IFN-y, el sistema del

complemento y los anticuerpos naturales (NAb).

Pese que a las moléculas de reconocimiento y las células que participan en la
inmunidad natural se consideran menos especificas, de menor afinidad y en general
menos potentes que las que aparecen en la inmunidad inducida (105-107), siempre
tienen la ventaja de estar presentes desde el comienzo de la transformacion maligna,
cuando el numero de células en el foco tumoral es muy pequefio. Los mecanismos
inmunes adquiridos aparecen cuando el tumor ya ha proliferado y una parte de sus
células pueden, mediante sus mecanismos de escape, sobrepasar la capacidad de la
respuesta que se haya inducido (108). Una respuesta inicial rapida, posteriormente
mantenida y amplificada por otros sistemas de reconocimiento mas especificos,
constituye la secuencia ideal de una buena defensa frente lo extrano (109). Debido a
las caracteristicas bioldgicas de las células tumorales, la adquisicién de los mecanismos
de inmunidad natural es de extraordinaria importancia en la lucha contra el cancer

(110, 111).
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Inmunidad innata Inmunidad adquirida
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Figura 3. Representacion de los mecanismos inmunoldgicos frente al cancer. Interconexion entre
inmunidad Innata e inmunidad adquirida.

2.2.1. Lainmunidad innata

Los mecanismos T-independientes son los que han demostrado tener mayor
importancia en el fendmeno de la inmunovigilancia del cancer (110, 112, 113). Actuan
a través de células con actividad citotéxica natural (incluyendo células NK, NC,
macréfagos, granulocitos, células T no restringidas por MHC), caracterizadas por su
capacidad para lisar células tumorales sin inmunizacion previa, no estar restringidas
por MHC y no tener memoria inmunoldgica (110, 112-114); y moléculas solubles

especifica (anticuerpos naturales) o inespecificas (complemento) (115).

La activacidn de las células T, NK y NKT, a través de su funcion citotdxica y de la
produccién de IFN-y, produce la inhibicion del crecimiento tumoral. Ademas, la
liberacion al medio extracelular de moléculas de estrés induce la activacion de los
macrofagos y de las células dendriticas, lo que desemboca en la produccion de IL-12 y

la transicion a procesos de inmunidad adquirida.
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Las células NK constituyen una pieza clave en las respuestas innatas contra los
tumores. Se sabe que la falta de células NK se asocia a una mayor frecuencia de
malignidad (116). Las células NK se caracterizan por su habilidad para lisar células
tumorales deficientes en MHC de clase |. Son capaces de detectar células
transformadas al reconocer de forma especifica, a través de receptores como el
NKG2D, a moléculas que aparecen en fendmenos neoplasicos o de estrés (117). Estas
células utilizan varios mecanismos efectores, como la molécula perforina y la

produccién de IFN-y.

Las células NKT presentan una forma constante del receptor a de la célula T,
especifico de antigenos glicolipidicos, y marcadores de células NK, como el CD161 o el
NKR-P1 (118). Se ha observado un defecto, tanto en numero como a nivel funcional, en
una gran cantidad tumores sdlidos y hematopoyéticos. La eliminacion de las células
tumorales se produce por medio de la produccién de IFN-y, lo que contribuye a la
activacion de las células NK y los LT CD8+. En funcion de su via de activacién, son

capaces de producir tanto citoquinas Thl como Th2.

Los LTyd son una poblacion celular pequefia que integra caracteristicas tanto de
la inmunidad innata como de la adquirida. Su TCR presenta un capacidad de
reconocimiento mucho menor que los linfocitos convencionales afB, reconociendo
patrones fundamentalmente de lipidos y fosfoantigenos (119). Estan presentes en la
piel, el tracto gastrointestinal y el genitourinario. Los LTyd sirven como fuente principal
de IFN-y durante las fases iniciales del desarrollo del tumor, pudiendo mediar
fendmenos de citotoxicidad directa. Ademas, estas células pueden funcionar como

presentadoras de antigeno preparando a los LTaf frente a los antigenos solubles (120).

Los macréfagos son un componente fundamental de la respuesta celular frente
a los tumores. Constituyen el componente mayoritario del infiltrado leucocitario
presente en muchas lesiones tumorales (121, 122). La liberacion de moléculas de
estrés induce la activacion macrofagica, via TLR, desencadenando la produccion de
metabolitos reactivos de oxigeno y nitrogeno y la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias. Los macréfagos activados estan dotados de una potente actividad

citotéxica in vitro, selectiva para células tumorales (123, 124); tanto en ausencia como
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en presencia de anticuerpos (125, 126). Sin embargo, se ha visto que los macréfagos,
ademas de estos efectos antitumorales, pueden mediar efectos perniciosos por medio
de la secrecion de moléculas angiogénicas, factores de crecimiento y metaloproteasas

(127).

Los granulocitos también son capaces de inducir la muerte tumoral a través de
las moléculas toxicas liberadas en sus granulos (mieloperoxidasa, lisozima, defensinas,
catepsina G, fosfatasa alcalina), la generacion de metabolitos reactivos de oxigeno.
Ademas, median la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias. En algunos casos, la
eficacia de la respuesta de neutrofilos, requiere la accion de una respuesta adaptativa
(128). Se ha visto que, por otro lado, los neutrdéfilos pueden potenciar el crecimiento

tumoral mediante la secrecidon de metaloproteasas o elastasas (129, 130).

2.2.2. Lainmunidad adquirida

La respuesta adquirida frente al tumor, comienza generalmente con la
captacion de antigenos tumorales por las células dendriticas. Estas, procesan los
antigenos, los presentan a través de las moléculas MHC de clase | y Il, migran a los
nddulos linfaticos, y estimulan a los LT y LB antigeno-especificos. Una respuesta de
células T CD4+ productiva promueve una potente y duradera respuesta LT CD8+ lo que
contribuye, a su vez, a una mayor maduracion de las células dendriticas (131). La
expresion del ligando de CD40 en los LT CD4+ desencadena la sefializacion a través del
CD40 en las células dendriticas, lo que promueve la produccién de IL-12 y la
diferenciaciéon de las células Thl productoras de IFN-y y de los LT citotoxicos. Los LT
CD4+ también estimulan la produccion de anticuerpos antitumorales, a través de las
células B. Estos anticuerpos tienen una gran variedad de funciones. Pueden cooperar
con componentes del sistema inmunitario innato presentes en el microambiente
tumoral, como el complejo del complemento o pueden mediar fendmenos de ADCC
(citotoxicidad celular mediada por anticuerpos). Los anticuerpos, ademas, pueden

opsonizar células tumorales (132).
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La importancia de la respuesta adaptativa en la inmunovigilancia del cancer se
confirmo, como antes sefialamos, en los animales RAG-Z'/’, carentes de LB, LTap, LTyd
y células NKT (81). Estos animales manifiestan una susceptibilidad mayor a la aparicién
de tumores inducidos quimicamente. Estudios posteriores realizados en animales
deficientes en LTap o LTyd revelaron un aumento de la susceptibilidad similar a la
observada en los RAG-Z’/’, resaltando el papel clave de los LT en la proteccidon frente
los tumores. De forma consecuente con estos datos, la presencia de LT infiltrantes en
los tumores, en varios tipos de canceres, correlaciona con la ausencia de metastasis

tempranas y con el aumento del periodo libre de enfermedad.

2.2.3. Mecanismos efectores antitumorales

Las citoquinas presentes en el microambiente tumoral van a determinar, en
gran medida, la evolucién del mismo induciendo su rechazo o promoviendo su
crecimiento. En este sentido, y como antes hemos indicado, el IFN-y es critico para la
supresion del tumor. Esta funcidn se lleva a cabo por varias vias, como la inhibicion de
la angiogénesis, la activacion de células fagociticas y la produccidn de IL-12 por medio
de las células dendriticas, lo que a su vez promueve respuestas Thl y respuestas T
citotodxicas.

Existen otras citoquinas que desempefian papeles muy importantes y variados,
como la IL-2, IL-15, IL-21, IL-12, IL-18, IL-17, IL-23 y el GM-CSF. La IL-2 activa
potentemente las células citotdxicas de la inmunidad innata y las de la adquirida. Las
IL-15 e IL-21 regulan la homeostasis y promueven la proliferacion de las células NK,
NKT y LT CD8+ (133). La IL-12 y la IL-18 estimulan a las células de la inmunidad
adquirida para que secreten IFN-y (117). La IL-23 promueve la expansion y activacion
de las células Th17, un subgrupo de linfocitos CD4+ que es critico en fendmenos de
inflamacidn, y la expresion de IL-17. (134, 135). El GM-CSF es capaz de estimular la
produccién, maduracion y activacion de los granulocitos, macréfagos y células
dendriticas.

Entre los mecanismos citotdxicos mds importante existentes frente a las células
tumorales, las perforinas-granzimas desempefian un papel critico, tanto en la

inmunidad innata como la adquirida (79). Los receptores de muerte celular
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relacionados con la superfamilia del TNF, constituyen el segundo mecanismo en
importancia de la citotoxicidad celular. Estos receptores incluyen a la molécula TRAIL,

al sistema fas-fas ligando, etc.

2.2.4. Células T reguladoras y células naturales supresoras

Es importante mencionar un par de poblaciones celulares que, en los ultimos
afos, han demostrado ser claves en el fendmeno de inmunosupresién que permite a
los tumores esquivar al sistema inmunitario. Estas células son los linfocitos T

reguladores (Treg) y las naturales supresoras.

Las células T reguladoras (Treg) fueron identificadas por primera vez por
Gershon y colaboradores en 1974 (136) y corresponden con una poblacion de
linfocitos con propiedades tolerogénicas. Las células Treg incluyen a células tanto CD4+
como CD8+. La poblacién de células Treg mas estudiada expresa las moléculas CD4+,
CD25+ y Foxp3+ (137, 138). Los LTreg son responsables de la tolerancia inmunoldgica
frente al desarrollo del tumor y tienen la capacidad de inducir el crecimiento tumoral
en la mayoria de los diferentes tipos de canceres (139-142). Ademas, en todos ellos se
ha visto que hay un incremento de los linfocitos Treg CD4+/CD25+, en aquellos
pacientes con cdnceres avanzados (143-147), existiendo una correlacién inversa entre

el nimero de células Treg y el tiempo de supervivencia del paciente (148).

Las células naturales supresoras (MDSC) corresponden con una poblacién
heterogénea de células mieloides mononucleares inmaduras, derivada de médula
dsea, que poseen una actividad supresora. Esta actividad es capaz de suprimir, de
forma inespecifica, la respuesta proliferativa de los linfocitos (149-153). Dentro de
estas células podemos encontrar precursores de granulocitos, macroéfagos y células
dendriticas. En ratones, se caracterizan por la expresion de los marcadores CD11b y Gr-
1 y en humanos por la expresion de los marcadores mieloides CD33 y CD11b y por la
falta de marcadores de linfocitos, células NK, monocitos y células dendriticas (154,
155). Estas células supresoras son activadas por los linfocitos T, para posteriormente
inhibir la funcién de las células T CD4+, CD8+, células NK (a través de la produccién de

arginasa 1y de la iNOS) e inducir a los LTreg (153). Se ha observado un incremento de

38



Introduccion

las células MDSC en pacientes con cancer y que este mayor numero correlaciona con

un peor prondstico (156-159).

3- LOS ANTICUERPOS NATURALES (NAb)

Durante el siglo pasado, se observé que el suero normal animal y humano
contenia sustancias capaces de neutralizar toxinas y de aglutinar bacterias y eritrocitos
(160, 161). A estas sustancias se les denominé anticuerpos. Con el transcurso de los
afos, se han visto anticuerpos dirigidos frente bacterias, virus, protozoos, parasitos y
toxinas (162). Ademads, desde un primer momento, se vio que estos anticuerpos eran
capaces de reconocer constituyentes del propio organismo. Este fendmeno hizo que
Karl Landstainer, gracias a la existencia de anticuerpos especificos anti-eritrocitos en el
suero de individuos sanos, pudiera descubrir los denominados grupos sanguineos.
Observd que el suero de individuos de grupo sanguineo A, contenia anticuerpos
(isohemoaglutininas), que reconocian sustancias del grupo B, y viceversa. Este
descubrimiento fue importante por su significado inmunoldgico. Las
isohemoaglutininas se encuentran ampliamente distribuidas, siendo una caracteristica
de cada especie y variando entre individuos. Al contrario de lo observado con los
anticuerpos antibacterianos, no hay diferencias importantes entre la actividad de los
anticuerpos no inducidos (naturales) y los inducidos contra los eritrocitos, lo que indica
gue la inmunizacion juega un papel secundario en la formacion de anticuerpos
naturales (NAb) frente a estas células. Las isohemoaglutininas reaccionan contra los
eritrocitos de individuos de la misma especie, participando en el proceso de rechazo y
constituyendo una barrera en las transfusiones sanguineas. Ademas, el suero de todas
las especies animales examinadas contiene anticuerpos capaces de reconocer los
eritrocitos de otras especies animales. La clase, nimero y actividad de esos

anticuerpos varian entre especies, y entre individuos de la misma especie (161-163).

En general, se habla de NAb porque estan presentes en el suero de individuos
sanos (en humanos, ratones, ratas, conejos, peces) sin induccidn previa aparente de

las células B por antigenos o mitégenos (164, 165).
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De acuerdo con la teoria de la seleccion clonal de Burnet (166), los clones
autoreactivos no existen ya que son eliminados durante la ontogenia. En consecuencia,
los NAb que reaccionan con antigenos propios, deberian corresponder con situaciones

aberrantes o anormales.

Estudios mas recientes han aportado nuevos e importantes datos. El mensaje
principal de esta informacidon es que el repertorio normal o pre-inmunizado esta
constituido principalmente por anticuerpos polireactivos capaces de reconocer tanto
antigenos propios como no propios. Este descubrimiento, completamente
contradictorio con la teoria de Burnet, todavia se acepta con cierto grado de

escepticismo.

La mayor parte de los NAb, independientemente de su especificidad, son IgM vy
con menor frecuencia IgG e IgA (165, 167, 168); aunque Avrameas y colaboradores
encontraron una importante actividad natural de autoanticuerpos IgG en fracciones
séricas libre de 1gM, que en condiciones fisiolégicas suponen estaria “enmascarada”
(169). La inmunoglobulina M (IgM) es uno de los cinco isotipos de inmunoglobulina (G,
A, M, E, D) presentes en mamiferos, constituyendo un 6% de la poblacién presente en
sangre. También se encuentra presente en elasmobranquios, teledsteos, anfibios,
reptiles y aves, siendo uno de los anticuerpos mas antiguos en la historia evolutiva. Es
la inmunoglobulina mas grande (950 KDa), aunque el tamafo no se debe
exclusivamente al peso molecular real de la molécula, sino que ésta presenta la
capacidad, a través de su region Fc, de interaccionar con otras cuatro moléculas de

IgM, formando un complejo de alto peso molecular de cinco moléculas (Figura 4).

La capacidad de la IgM para formar estos complejos - lo cual le da gran facilidad
para unir el complemento - es la que le posibilita la opsonizacién de determinados
antigenos, provocando la lisis de bacterias, cubiertas viricas y otros agentes patégenos.

La IgM es el primer tipo de inmunoglobulina sintetizada en respuesta a una infeccion.

El origen de los anticuerpos naturales sigue siendo un tema controvertido:
parte puede ser resultado de estimulacién por agentes exdgenos (bacterias y otros

microorganismos o sus productos, macromoléculas de los alimentos) (170, 171), pero
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se ha demostrado que los ratones crecidos en condiciones libres de gérmenes tienen
también células B productoras en bazo, e IgM en suero, con especificidad para

antigenos con los que no han tenido nunca contacto (167, 171).

Figura 4. Estructura del receptor de célula B (a), IgM pentamérica (b), e IgM secretada (c).

Por este motivo se habla de una “actividad interna” del sistema inmune,
resultado de la estimulacién por antigenos enddgenos, incluyendo las interacciones
idiotipicas de los linfocitos B entre si (167, 169). Hay descritos NAb con especificidades
frente una gran variedad de antigenos, como proteinas citoplasmaticas, de membrana,

circulantes, acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y haptenos (172-175).

Los NAb se caracterizan por ser, generalmente, anticuerpos polireactivos que
presentan una baja afinidad y una alta avidez, y cada uno de ellos corresponde con el
producto de un unico clon (176). Son sintetizados usando segmentos VH y VL no
mutados o con escasas mutaciones, ya codificados en la linea germinal (177, 178). No
es extrano, por tanto, que NAb con distintas especificidades expresen idiotipos
comunes (179). Con frecuencia, Las células responsables de la sintesis de estos NAb
son linfocitos B que tienen alta expresion de IgM y baja de IgD en su superficie y que se
encuentran en mayor nimero en peritoneo y cavidad pleural, que en sangre periférica
0 bazo en el ratdn; denominados linfocitos B1. Algunos de ellos (Bla) expresan ademas
un antigeno propio de células T - el CD5 en humanos y Ly-1 en ratén -, y los que son
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negativos se denominan Blb (180-182), aunque las células B convencionales, entre
ellas una subpoblacion de LB alojados en la zona marginal del bazo los (LB MZ) (183),

también pueden participar en sus sintesis.

No hay duda de que la mayoria de los NAb presentan una actividad contra
antigenos dispares. Es posible que esta polireactividad refleje en realidad una
capacidad extrema de diferenciar estructural tridimensionales presentes en diferentes
moléculas. Si es asi, hoy en dia, los anticuerpos naturales podrian ser la Unica
herramienta para discriminar diferencias minimas entre estructuras bioldgicas

altamente conservadas.

La idea previa de que los NAb son abundantes durante el periodo neonatal y no
durante la vida adulta es simplemente errénea. Es correcto e interesante que los
anticuerpos naturales aparecen pronto en la ontogenia, a pesar de la todavia
inmadurez del sistema inmune, pero no existe una disminucion durante la vida del

adulto, ni en su nimero ni en su espectro.

En la misma linea, con frecuencia se establece que la interconectividad
idiotipica establecida durante la ontogenia temprana es una caracteristica del
repertorio de células B neonatales. Sin embargo, se ha observado que los adultos
también poseen una densa red idiotipica que funciona no sdélo entre el isotipo IgM,
como en recién nacidos, sino también entre los anticuerpos naturales IgG e IgG, e IgM

e IgG.

Los NAb se unen con antigenos propios con mucha constancia y facilidad.
Avrameas y colaboradores observaron que el mismo anticuerpo era capaz de
reaccionar con antigenos externos, y que la mayoria de las células provenientes de
bazo de ratones normales sintetizan estos anticuerpos polireactivos. Este autor, lanzé
la hipdtesis (parcialmente confirmada) de que estos anticuerpos polireactivos deben
estar codificados directamente por genes germinales y pueden ser los precursores de
los anticuerpos monoreactivos especificos de los antigenos externos ambientales (184-
186). Asi, para responder a un estimulo externo, el sistema inmune debe ser capaz

primero de reconocer lo propio.
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Los NAb efectuan multiples funciones. Las funciones bioldgicas que han sido

descritas son las siguientes:

- Inmunoregulacion
e Interacciones idiotipicas (169, 187-189)
e Modulacién de la accién de citoquinas (190-195)
e [Interaccion con células By T (196-198)
- Fendmenos autoinmunes (199-206)
- Fendmenos de glomerulonefritis (203-206)
- Rechazo/proteccion frente injertos (171, 206-208)
- Eliminacién de constituyentes propios alterados (209-211)
- Modulacién tumoral (212, 213)
- Presentacién antigénica (214-216)
- Eliminacién/proteccion frente agentes patogénicos (194, 217-222)

- Expresion de actividades cataliticas (223-225)

Dependiendo de la situacidon, un anticuerpo natural puede desempefiar un

papel fisiolégico beneficioso, o patoldgico.

Por otro lado, los NAb son capaces de interaccionar con moléculas presentes en
la superficie de las células B y T, inhibiendo su crecimiento (LB) o suprimiendo su
activacion (LT) (196-198). De forma similar, existen NAb capaces de reconocer
citoquinas, y por tanto, con funciones inmunoreguladoras (190-193). Las células B que
presentan como receptores NAb desempefian funciones importantes en el
procesamiento y presentacion de antigenos (214-216). En relacién con los
componentes propios alterados, estos anticuerpos contribuyen a la eliminacién de los
productos del catabolismo (209-211). De forma similar, los NAb incrementan la
opsonizacion de los agentes patogénicos, contribuyendo a su eliminacién del

organismo (217-219).

La existencia de NAb que reconocen componentes de superficie de células
tumorales es un hecho conocido ya antes del descubrimiento de las células NK'y de la

participacién macrofagica en la reaccién antitumoral (226).
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Su papel en la inmunovigilancia ha sido confirmado en varia revisiones y
trabajos (227-229) Por ejemplo, existen modelos murinos en los que la proliferacion
tumoral se correlaciona con la reactividad de los NAb sobre las células tumorales (230-
233). Por otra parte, resulta muy demostrativo que la especificidad de los NAb con
actividad antitumoral esta dirigida generalmente frente a carbohidratos (230-233), y
gue los ratones Xid, deficientes en la respuesta humoral a antigenos timo-
independientes y cuyo suero presenta escasa reactividad frente a un amplio panel de
tumores (234), tienen menor resistencia al desarrollo de algunos canceres (233, 234).
Los nifios con la inmunodeficiencia de Wiskott-Aldrich, que tampoco producen
anticuerpos frente a antigenos polisacaridos timo-independientes, sufren asimismo
mayor incidencia de tumores (235). Por el contrario, la estimulacion de los linfocitos B
en ratones normales con activadores policlonales (LPS) aumenta los niveles de NAb
con reactividad antitumoral y disminuye la frecuencia de crecimiento, cuando se

trasplantan pequefas dosis de tumores singénicos (230-236).

El mecanismo de accién de los Nab especificos de tumores no se conoce en
profundidad. Se han propuesto mecanismos directos, en los que la simple interaccién
del anticuerpo y la célula diana tumoral seria suficiente para su efecto sobre la
proliferacion; por ejemplo por reconocimiento de receptores para factores de
crecimiento (165, 234), o bien por la inhibicién del anclaje de las células tumorales a la
matriz extracelular (234). También existen mecanismos indirectos, en los que los Nab
deben a la vez interaccionar con otros sistemas efectores del huésped para ejercer su
influencia sobre el crecimiento del tumor (165, 234, 237). Se ha demostrado
experimentalmente que la primera posibilidad seria mas bien excepcional (168),
considerandose que, posiblemente, el anticuerpo sirve como molécula de
reconocimiento que se une a la célula tumoral y coopera con otros efectores como
macrofagos, linfocitos, plaguetas y complemento (237, 238). Respecto a la inmunidad
humoral adquirida frente a los tumores, su existencia es dudosa para muchos autores;
otros, aun demostrandola, indican que produce una escasa o nula proteccién, o incluso
que potencia su crecimiento (239); pero hay modelos en los que los mecanismos
efectores humorales pueden ser los mas importantes en el control del crecimiento del

tumor (240). En algunos modelos de leucemia y linfoma, los anticuerpos generados
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podrian actuar directamente, bien por un mecanismo de supresién antiidiotipica (241)
o por la induccion de apoptosis, al interaccionar con antigenos relacionados con la

diferenciacién celular (242, 243).

Pero en general, los anticuerpos con efecto antitumoral (sean naturales,
inducidos o transferidos pasivamente) actuarian activando funciones efectoras como la
lisis por complemento o ADCC. La mayoria de los NAb con actividad antitumoral
descritos son de clase IgM (168, 230, 234). Asimismo, muchos de los anticuerpos
monoclonales obtenidos inmunizando con tumores humanos o frente a tumores
espontaneos murinos son de este isotipo, y presentan especificidad contra
determinantes de tipo carbohidrato expuestos en glicoconjugados de alto peso
molecular (glicolipidos o glicoproteinas) (244, 245). Los antigenos reconocidos
pertenecen al grupo de los llamados “antigenos asociados a tumores” (TAA). Estas
moléculas se presentan en baja, aunque amplia expresion, en células no transformadas
(células normales en determinados estados de diferenciacion, células fetales), pero
pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario (244-246). Los anticuerpos
anticarbohidratos tienen algunas caracteristicas que los diferencian de los anticuerpos
contra proteinas u otros inmundgenos (247). Los anticuerpos contra antigenos timo-
independientes tipo 2 son producidos por linfocitos B1 (248). La respuesta inmune que
aparece, al ser estructuras polisacaridas repetitivas, no requiere la cooperacién de
linfocitos T, dando lugar a la produccion de anticuerpos restringidos a las clases IgM e
IgG3 en ratdén; e IgM e 1gG2 en humanos (107, 247, 248). Ademas, anticuerpos
generados frente a carbohidratos diferentes expresan idiotipos comunes, y se ha
sugerido que su sintesis esta regulada por la red idiotipica, igual que la de los NAb

(249).

El papel de los NAb durante la inmunovigilancia (en relacion con la inmunidad
innata) es importante (227-229), y aunque previamente se ponia en duda, constituye
una de las primeras linea de defensa en la lucha contra las células tumorales. El
mecanismo mediante el cual ejercen este papel no estd todavia del todo aclarado,
pero se sabe de la participacion de la cascada del complemento, por medio de la unién

de la molécula C1lqg (250-252). No esta claro si existen mecanismos de citotoxicidad
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celular mediada por complemento (ADCC) en los que participe la IgM natural, aunque
parece que en este sentido, los NAb de clase 1gG si deberian participar. Recientemente
se ha demostrado la presencia del receptor Fca/uR, ademas de en la mayoria de los
linfocitos B, en los macréfagos (253), lo que posibilitaria un mecanismo de ADCC en el

que participaran la IgM natural y las células macrofagicas.

Independientemente de esta posible ADCC, nuestro grupo describié hace unos
afios, en el modelo experimental del tumor murino de Ehrlich, un mecanismo
mediante el cual los anticuerpos IgM que reconocen carbohidratos asociados a
tumores, pueden aumentar la adhesion celular entre macroéfagos y células tumorales
por un mecanismo de tipo lectina (254, 255). Este mecanismo seria similar al ya
conocido y denominado citotoxicidad celular dependiente de lectina (LDCC). Una
lectina es una proteina que une azlcares por varios lugares, pudiendo hacer de puente
entre la célula tumoral y la célula efectora del sistema inmunitario. Al unir ambas
poblaciones celulares, la IgM podria potenciar la actuacién de los mecanismos
efectores citostasicos del macrofago, dando lugar a la inhibicidn de la proliferacion
tumoral (256).

Otros autores han descrito la apoptosis como el mecanismo efector principal de
muerte celular de los NAb (257-260). Vollmers y colaboradores observaron cémo
anticuerpos monoclonales derivados de Nab eran capaces de lisar células neoplasicas
de origen epitelial, a través de la induccidn de la apoptosis. Este mecanismo de muerte
celular estd mediado por la unidon de los anticuerpos a receptores especificos de
superficie que inducen estrés celular. Se han encontrado anticuerpos que, por
ejemplo, se unen con receptores del complemento, blogquean receptores de
crecimiento celular o incrementan los niveles intracelulares de lipidos neutros. En este
sentido, el anticuerpo monoclonal IgM SAM-6, que deriva de un anticuerpo natural
IgM de un paciente con cancer gastrico, se une especificamente a un carbohidrato (O-
linked) localizado en un receptor de membrana presente sélo en tumores. Esta unién
induce la apoptosis, por medio de la acumulacion de lipidos intracelulares, como
colesterol vy triglicéridos, que promueven la liberacién del citocromo-c y la activaciéon

de las caspasas 3, 6,8y 9 (261, 262).
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4- ELTUMOR DE EHRLICH

Nuestro modelo experimental, el tumor de Ehrlich (ET), es un adenocarcinoma
mamario de origen espontaneo, surgido a principios del siglo pasado (263). A través de
su paso por multiples cepas de ratones se han originado numerosas variantes (264).
Las mas estudiadas son la hiperdiploide (45 cromosomas) o de Ehrlich-Lettré y la
hipotetraploide. Ambas exhiben alta estabilidad en su patrén cromosdmico (265). Las
células ET no expresan antigenos H-2 (266), por lo que es trasplantable entre ratones
de cepas abiertas o de distintas cepas singénicas, creciendo practicamente en todas las
probadas (265, 267), aunque el comportamiento del tumor varie entre ellas. El ET
crece en forma sélida habiendo sido adaptado a forma ascitica en 1932. Asi es como se
ha mantenido fundamentalmente en los laboratorios desde entonces. Requiere muy
pocas células para su crecimiento, siendo la DLsg 102 células por via intraperitoneal (ip)
en ratones A2G (265). El ET crece rdpidamente y acaba matando a los animales en
poco tiempo; la inyeccién de 10° células ip causa su muerte entre 8 y 20 dias tras el
inéculo (265). Este comportamiento agresivo ha hecho que se le considere un tumor
poco o nada inmunogénico. Sin embargo, varios grupos han investigado la respuesta
inmune frente al tumor, y demostrado que los portadores del ET presentan cambios
caracteristicos de estimulacion antigénica en las células de bazo y ganglios, asi como la
presencia de inmunoglobulinas del huésped absorbidas en la superficie de las células
tumorales (268). Ademas, los ratones en los que, de modo excepcional, el tumor no
crece, quedan protegidos frente a un indculo posterior del tumor, y es facil inmunizar
animales con células desvitalizadas (269, 270). En los animales asi inmunizados, se ha
asociado la presencia de aglutininas en suero a la proteccion frente al crecimiento del
ET (271). En nuestro laboratorio, la respuesta inmune contra la variante hiperdiploide
de Ehrlich-Lettré ha sido objeto de estudio en los ultimos afios. Sabemos que existe
relacion entre el desarrollo de una respuesta humoral y el crecimiento del ET en
distintas cepas de ratones: la presencia de anticuerpos IgM contra el tumor en el suero
es determinante para que, tras la inmunizacién (activa o pasiva), los ratones queden

protegidos (272).
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Todos estos datos sugieren que el ET es potencialmente inmunogénico, pero
que la respuesta inmune generada no es capaz de evitar su crecimiento en ratones no
inmunizados; probablemente debido a los mecanismos de escape que nuestro grupo y
otros autores hemos descrito en este modelo: disminucién de la actividad NK a lo largo
de la evolucién del tumor (273), presencia de factores inmunosupresores - inhibidores
de la produccion de IFN, de la funcién de macrdéfagos y linfocitos - (274, 275),
liberacion de los antigenos asociados al tumor y aparicion de células mieloides
naturales supresoras (MDSC) (150). Asi, el tumor puede inducir un estado de
inmunodepresion en los portadores, que de hecho se manifiesta en un descenso de la
inmunidad humoral (276), retraso en el rechazo de trasplantes e inhibicion de las

reacciones de hipersensibilidad retardada (277).

El ET comparte con otros tumores la capacidad de liberar, rapida vy
espontaneamente, material de su superficie al medio extracelular. El 50% de sus
glicoproteinas de membrana se libera a 4°C en 60 minutos (278, 279). Entre este
material se liberan ganglidsidos, asocidndose este hecho a un mayor crecimiento
tumoral (280). Ademas, se ha visto que los gangliésiodos presente influyen
notablemente en la biologia y en el patrén de crecimiento del tumor (281, 282). Las
células tienen una composicion alterada en los carbohidratos del glicocalix (278); sus
azucares han sido estudiados en términos de aglutinacion con lectinas vegetales (283,
284). Ademas, se ha visto que entre el material de la membrana celular de naturaleza
carbohidrato, que se libera de forma espontanea al medio, hay una alta proporcién de
residuos galactosidados, estando contenidos en glicoproteinas de un tamafio

molecular alto y heterogéneo (285, 286).

La especificidad de los anticuerpos IgM del suero de ratones inmunizados, y de
anticuerpos monoclonales IgM contra el ET obtenidos en el laboratorio (287), ha sido
parcialmente caracterizada, estando dirigida frente a carbohidratos de la superficie del
tumor (272, 287). Estos antigenos carbohidratados asociados al tumor son liberados,
en estructuras de alto peso molecular, al medio extracelular a medida que el tumor
progresa, apareciendo en el suero y liquido ascitico de los animales portadores (150).

Debido a la absorcidn de la actividad IgM por este antigeno libre; las inmunoglobulinas
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especificas, aunque producidas en los portadores del tumor, resultan indetectables en

sus sueros (150).

Al ser alotrasplantable, el ET ofrece la posibilidad de comparar la resistencia al
crecimiento de dosis umbrales del tumor y la presencia de NAb en distintas cepas de
ratones, de las que se conocen sus diferencias en otros mecanismos efectores de la
inmunidad natural (por ejemplo; actividad NK, activacién macrofagica, actividad litica
del complemento). En este sentido, nuestro grupo descubrid que los niveles de
anticuerpos naturales IgM correlacionan de forma positiva con esta resistencia, y que
ademas estos anticuerpos reconocen una estructura de membrana de tipo
carbohidrato relacionada con D-Galactosa (150). Ademas, se ha descrito la presencia
de anticuerpos naturales IgM en sueros humanos normales, con afinidad por residuos
D-Galactosa, y con capacidad para lisar las células ET por medio del complejo del
complemento (288). En experimentos posteriores, observamos que tanto la IgM
policlonal especifica obtenida tras inmunizacion con el ET, como el anticuerpo
monoclonal A10 (IgM), presentaban la capacidad de inhibir la proliferaciéon del tumor
tanto in vivo como in vitro (287). Como antes mencionamos, los macréfagos
participaban en esta inhibicidn, igual que habia sido descrito para la resistencia
mediada por NAb con actividad antineopldsica, en otros modelos tumorales (236, 256).
Los macrofagos llevarian a cabo esta funcion promoviendo la citostasis de la célula
tumoral mediante un mecanismo parecido al LDCC, en el que la IgM actuaria como

enlace entre la célula tumoral y el macréfago (256).
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5- CARBOHIDRATOS TUMORALES

El proceso de glicosilacion es la modificacién postranscripcional, junto con la
fosforilacién, mas importante descrita en las células de mamiferos. La formacién de las
estructuras sacdridas complejas contenidas en las glicoproteinas y glicolipidos se
produce en el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico. Este fendmeno afecta
directamente a procesos fundamentales, como el plegamiento vy el trafico proteico, las
interacciones célula-célula y célula-matriz, la diferenciaciéon celular y la respuesta
inmunitaria (289-293). La glicosilacién requiere la accidon especifica de las enzimas
glicosilitransferasas. Su nimero es muy grande, conociéndose en la actualidad cerca de

200 enzimas con esta actividad (294).

En humanos, el proceso de glicosilacion se puede clasificar en dos tipos: la N-
glicosilacion, que se produce a través del grupo amida de los residuos de asparagina en
la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr; y la O-glicosilacidn, union de azlucares por medio

del grupo hidroxilo de los aminoacidos serina, lisina o hidroxilisina.

Estos carbohidratos pueden existir como componentes de las proteinas de
membrana o como componentes de las moléculas secretadas que forman la matriz

extracelular.

Se sabe que algunos cambios en las estructuras sacdridas estdn asociados a
algunos eventos fisioldgicos y/o patoldgicos, como el crecimiento, la migracion y la
diferenciacidn celular. Ademas la glicosilacidn aberrante que se produce en las células
tumorales puede influir en la proliferacién, la movilidad celular y en fenédmenos de
adhesion, angiogénesis y metastasis (295, 296). La transformacién neopldsica se asocia
frecuentemente con la expresidén de antigenos oncofetales, que no aparecen en tejidos
adultos sanos. Ademas, en numerosos estudios se ha observado una correlacion entre
la expresion de estas estructuras de tipo carbohidrato alteradas y el prondstico de la
enfermedad. Estas alteraciones, como la sobreexpresion, la aparicion de estructuras
truncadas o el cambio de los patrones de las ramificaciones de las cadenas de
azucares, correlacionan con el crecimiento celular potenciando la capacidad

proliferativa de las células tumorales.
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La glicosilacion aberrante es un fendmeno ampliamente estudiado que se
produce durante el proceso oncogénico (297-299). La O-glicosilaciéon de las mucinas
comienza con la adicion de una molécula GalNac a un residuo de Ser o Thr, y
representa una de las formas de glicosilacion mas frecuentes en animales. Entre un 50-
90% del peso de una mucina corresponde con la parte sacarida unida mediante
enlaces O-glicosidicos. Las mucinas pueden clasificarse en mucinas secretadas o
mucinas transmembrana. Los carbohidratos presentes en las mucinas de la superficie
de la célula modulan la interaccidén con el entorno, a través de la unidn con lectinas y
antigenos. En funcidon de las cadenas sacaridas presentes, las mucinas pueden

presentar propiedades pro- o anti-adhesivas.

Desde hace afos se sabe que las mucinas se encuentran sobreexpresadas en las
células tumorales (300-302). Ademas, las estructuras sacaridas aberrantes presentes
en las mucinas pueden modificar las propiedades antigénicas y adherentes de las
células neoplasicas, potenciando su capacidad para migrar al facilitar su liberacién

desde el tumor primario, promoviendo los procesos de metastasis.

Otro de los fendmenos que se encuentran de forma habitual en las mucinas
tumorales es la glicosilacion incompleta. En varios tipos de tumores humanos se ha
visto la expresidon de estructuras truncadas, como los antigenos T, Tn vy sialil-Tn (303-
307). La Figura 5 representa las principales estructuras de los core glicanos descritas

gue aparecen en la molécula MUC-1 tumoral.

Dado que estas estructuras no aparecen en tejidos sanos, pueden inducir
respuestas inmunoldgicas en los pacientes. De hecho, la expresion de los antigenos Tn
(GalNAc) y T (GalB1-3GalNAc), en varios tipos de carcinomas, correlaciona con la

aparicion de anticuerpos especificos y con el prondstico de la enfermedad.

La aparicion de estas estructuras sacaridas aberrantes puede deberse a
defectos en los organulos que participan en este proceso (reticulo endoplasmatico y

Golgi) y a la expresion defectuosa de las glicosiltransferasas implicadas.
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Figura 5. Estructuras de los core glicanos de los antigenos asociados a tumores en mucinas.

El primer paso de la O-glicosilacion consiste en la adicién de GalNAc a un residuo de Thr o Ser de la cadena
polipeptidica por efecto de la ppGalNAc-T (paso 1). Posteriormente se pueden formar 8 cores glicanos por la accién
de diferentes glicosiltranferasas: core 1 3Gal-T (paso 2), core 2 B6GIcNAc-T (paso 3), core 3 B3GIcNAc-T (paso 4),
core 4 B6GIcNAC-T (paso 5), core 5 a3GalNAc-T (paso 6), core 6 B6GICNAC-T (paso 7), core 7 a6GalNAc-T (paso 8) y
core 8 a3Gal-T (paso 9). La sializacién de los antigenos Tn y T por las enzimas a6-sialyl-T (paso 10) y a3-sialyl-T
(paso 11) respectivamente, conlleva el bloqueo de la O-glicosilacidn y por tanto de la elongacidn.

De la misma forma que hay descritos fallos en la O-glicosilacion, también
existen, en diferentes patologias, en la N-glicosilacion. Ademas, la mayoria de los
biomarcadores empleados para el diagndstico, el prondstico y la prediccion son
proteinas N-glicosiladas (308, 309). Entre estos marcadores estan la al-
antiquimiotripsina (310, 311), la Gal3BP (312, 313), etc. Se han encontrado también
alteraciones en las ramificaciones N-glicosiladas presentes en muchas neoplasias,
encontrdndose un aumento de la estructura B1-6. Estas alteraciones afectan a varias
funciones bioldgicas, como la son la transduccion de sefiales, la adhesion, la movilidad
y la proliferacion celular. De esta forma, es razonable pensar que la alteracién de la
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actividad de las diferentes glicosiltransferasas pueda afectar a los procesos tumorales,
influyendo en la capacidad de migracidn, invasion y la generacidon de metastasis de las
células cancerosas (314). La Tabla 2 resume las estructuras de tipo carbohidrato
descritas en la actualidad, que aparecen con mayor frecuencia en las células

tumorales.

Tabla 2. Estructuras de tipo sacarido mas importantes presentes en cancer.

Estructura Expresion
T (TF, core 1) (GalB1-3GalNAc) Alta expresién
Sialil-T (NeuAca2-3GalB1-3GalNAc) Alta expresion
Tn (GalNac) Alta expresién
Sialil-Tn (NeuAca2-6GalNAc) Alta expresion
Sialil-Lewis® (NeuAca3GalB3(Fuca4d)GalB-) Alta expresién
Sialil-Lewis* ((NeuAca3GalB4(Fuca3)GalB-)) Alta expresion

Core-2 (GalB1-3(GIcNAcB1-6)GalNAc) Alta/baja expresion

Core-3 (GIcNAcB1-3GalNAc) Baja expresion
Core-4 (GIcNAcB1-3(GIcNAcB1-6)GalNAc) Baja expresion
Ramificaciones B1-6 (N-glicanos) Alta expresion
Fucosilacion (Fuc) Alta expresién
Sializacién (NeuAc) Alta expresion

La glicosilacion incompleta o aberrante de componentes de membrana o
carbohidratos secretados se asocia con la transformacidon neopldsica pudiendo
emplearse como biomarcadores tumorales. De esta forma, existen pruebas
seroldgicas, que se utilizan en la practica clinica, para detectar y cuantificar estas
estructuras en el suero de pacientes con cancer. La cuantificacion de estos
carbohidratos circulantes se utiliza para el diagndstico, monitorizacién y terapia,
deteccion de recidivas y prondstico de la enfermedad. Entre los marcadores existentes,
se encuentran los glicoconjugados SLe® (CA19-9), STn (CA72-4) y las mucinas MUC-1
(CA15-3) y MUC-16 (CA125) (305, 315-317).

El marcador CA125 se emplea para cancer de ovario. El 80% de las pacientes

con adenocarcinomas de ovario presentan niveles de CA125 elevados (315, 318, 319).
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Por otro lado, los niveles de CA125 correlacionan directamente con la progresién de la

enfermedad y los niveles de CA125 preoperatorios se usan para el prondstico.

La molécula MUC-1 (CA15-3) se ha visto que se sobreexpresa y se glicosila de
forma aberrante en el 90% de los tumores humanos de mama. Este marcador se usa
para monitorizar la respuesta a la terapia, detectar las recidivas de forma temprana y
evaluar el prondstico en cancer de mama (316, 320-322). Los niveles elevados se

asocian con un mal prondstico.

El CA19-9 o Sialil-Lewis® (SLe®) se encuentra expresado en glicoproteinas y
glicolipidos de pacientes con tumores gastrointestinales (pancreas, vesicula biliar,
estdmago y colorrectales). Este marcador es Util para monitorizar la respuesta clinica a
la terapia y evaluar el prondstico. Se trata del marcador tumoral con mayor

sensibilidad y especificidad en cancer de pancreas (317, 323, 324).

El marcador CA72-4 corresponde con el antigeno tumoral Sialil-Tn (STn)
presente en mucinas. Sus niveles estdn elevados en el suero de pacientes con varios de
canceres de origen epitelial (gastrico, colorrectal, pancreas, pulmén y mama) y
generalmente se asocia con un peor prondstico, la aparicion de metastasis y un

descenso de la supervivencia global (305, 325-327).

Ademas otro marcador muy utilizado son los niveles séricos del antigeno
carcinoembriogénico (CEA), un miembro de las N-glicoproteinas, que se encuentra
sobrexpresado en una gran cantidad de carcinomas humanos, como estémago,

colorrectal, pancreas, pulmén y mama (316, 321, 322, 324, 328-330).

Aunque, como hemos visto, la expresion de muchas estructuras de tipo
carbohidrato que estdn asociados a tumores (T, Tn, STn, SLe®, SLe*, Le’) se relaciona
con un peor pronostico, existen algunos epitopos de tipo glicano que se asocian a un

prondstico favorable.

Por otro lado, la aparicidon de estas nuevas estructuras de tipo carbohidrato,

con capacidad antigénica, posibilita la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas

54



Introduccion

para la lucha contra el cancer. Se han probado ya varias vacunas frente algunos de

estas estructuras de tipo carbohidrato, como el T, Tn, STn, SLe®, GM1-3, etc (331-334).

6- EL ANTICUERPO MONOCLONAL A10

A10 es un anticuerpo monoclonal (AcMo) IgM K dirigido frente células ET, que
inhibe su crecimiento tanto in vivo (335) como in vitro (256). Fue obtenido en ratones
Balb/c inmunizados con células desvitalizadas de ET y seleccionado por su fuerte
reactividad frente los carbohidratos de membrana presentes en estas células (HC-ET)
(335). Reconoce un epitopo de tipo carbohidrato presente en una glicoproteina de
membrana de alto peso molecular (Cal0) (150). En este sentido, no sabemos mucho
de la estructura de esta molécula, a excepcion de que es de alto peso molecular; que
contiene D-galactosa, como demuestran los experimentos de oxidacién con
metaperiodato, que eliminan el epitopo reconocido por el A10 (150); y que es un
glicoproteina de membrana, ya que desaparece de la superficie de la célula ET, tras
tratarla con tripsina (272, 335). Ademas, es liberada de forma espontdnea desde la
membrana celular y se puede medir en el sobrenadante de cultivo y en el fluido
ascitico de los ratones portadores. Los anticuerpos de clase IgM obtenidos en ratones
inmunizados con células ET, y los anticuerpos IgM naturales murinos son capaces de
reconocer esta molécula (Figura 6), desempefiando un importante papel en la

resistencia frente al crecimiento tumoral (272, 336).
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A B

Figura 6. Reactividad IgM sobre células ET.
Marcaje fluorescente con FITC.

A, A10 (+++).
B. Suero de ratén inmunizado con células ET desvitalizadas (++).

Una gran cantidad de los anticuerpos monoclonales selectivos de
adenocarcinomas reconocen epitopos expresados en las mucinas. Estas moléculas
estan presentes en el glicocdliz de las células epiteliales de muchos tejidos secretores
(297, 337). Como antes mencionamos, las mucinas son glicoproteinas altamente
glicosiladas que con frecuencia portan alteraciones asociadas a tumores. Estas
alteraciones han sido utilizadas como marcadores tumorales. Los anticuerpos
monoclonales que reconocen mucinas tumorales se unen a epitopos del esqueleto
proteico (apomucina) o de las cadenas laterales de oligosacaridos (297, 337). Algunos
de estos epitopos asociados a tumores son antigenos cripticos que quedan expuestos
tras la glicosilacion incompleta o aberrante que se produce en las células malignas.
Esta glicosilacidon parcial puede derivar en la sintesis de antigenos de grupo sanguineo
aberrantes o incompatibles (338). Estos epitopos aparecen con frecuencia en una
amplia variedad de adenocarcinomas de distinto origen tisular (297). Ademas, algunos
de éstos se consideran antigenos oncofetales y se expresan en tejidos fetales normales

(339).

Por otro lado, hemos visto que el AcMo A10 es reactivo frente una gran

variedad de adenocarcinomas humanos, mostrando una reactividad mucho menor con
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tejidos normales. La Figura 7 representa dos ejemplos de adenocarcinomas humanos
positivos para el A10 (colon y préstata). El A10 reconoce intensamente a la mayoria
(85%) de los adenocarcinomas de colon y no al colon normal sano (340). Ademas, es
capaz de reconocer adenocarcinomas de préstata, pulmén, estdmago y pancreas, asi
como algunos tejidos no malignos, como los fibroadenomas, los ductus del tejido

mamario y las hiperplasias benignas de préstata (340).

Figura 7. Reactividad del anticuerpo monoclonal A10 sobre tumores humanos.

Marcaje fluorescente con FITC y contra-tincion con Azul de Evans (A 'y B) o con peroxidasa (Cy D).
A. Adenocarcinoma de colon (+++).
B. Tejido sano de colon (-).
C. Adenocarcinoma de préstata (+++).
D. Tejido sano de prdstata (-).
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La Tabla 3 resume los resultados obtenidos con tejidos tumorales de diferente

origen.

Tabla 3. Reactividad del anticuerpo monoclonal A10 con tejidos tumorales humanos

malignos y no malignos.

Tejido Numero de casos positivos Intensidad
Adenocarcinomas
Colon 36/42 +++21/36
++ 14/36
+1/36
Pulmdn 13/14 +++12/13
+1/13
Pancreas 3/4 ++
Estomago 3/3 ++
Mama 0/8
Ovario
Mucinoso 2/2 ++
Seroso 0/2
Endometrio 4/4 ++
Préstata 3/3 ++/+++
No adenocarcinomas
Pulmén
Carcinoma epidermoide 0/4
Carcinoma de células grandes 0/2
Ovario
Desmoides 0/1
Teratomas 0/1
Mama
Fibroadenoma 5/5 4+
Otros
Melanoma 0/2
Mieloma 0/2
Linfoma de Hodgkin 0/2
Leiomiosarcoma 0/3
Osteoblastoma 0/1
Fibrosarcoma 0/2
Carcinoide timico 0/1
Carcinoma de tiroides 0/1
Mesotelioma pleural 0/1
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En el tejido de colon, la reactividad A10 es virtualmente nula en el epitelio
normal y en la llamada mucosa de transicion. Los pélipos con bajo potencial maligno
son también A10 negativos, lo que indica que el epitopo A10 actia como marcador de
transiciéon maligna en el epitelio del colon (340), como esta descrito para el antigeno T
(341) y otros antigenos relacionados con el grupo sanguineo (342). En este sentido,
A10 carece de reactividad contra los antigenos sanguineos Al, A2, B, H, Le®, Le®eioa-
like (Forssman). Ademas, la falta de reactividad de A10 frente granulocitos, tubulos
proximales renales, epitelio gastrointestinal normal, células acinares pancreaticas,
carcinomas de mama, linfocitos y eritrocitos tratados con neuranimidadasa y mucinas
provenientes de glandulas submaxilares bovinas, hace muy improbable que A10
estuviera reaccionando con los antigenos T, Tn (1, 9, 11), Le*, Le¥ y/o sus formas

extendidas.

La distribucion tisular del epitopo A10 humano propone a las mucinas como las
dianas de esta reactividad. En el caso de los adenocarcinomas de colon existen varias
evidencias que corroboran esto: la distribucion subcelular del epitopo A10 esta
restringida a las gotas de mucinas y a las microvellosidades de las células de
adenocarcinomas de colon; las caracteristicas fisico-quimicas de las moléculas A10
reactivas derivadas de colon, como su alto peso molecular por filtracién en gel, su
densidad en gradientes de CsCl, o su solubilidad en acido percldrico, todas ellas tipicas
de las mucinas (343, 344). El epitopo A10 se encuentra presente tanto en la molécula
MUC-1 obtenida de adenocarcinomas de colon como en la linea celular de colon HT-29
(crecida en forma de tumor xenogénico), lo que indica una relacién directa entre el
epitopo A10 y esta mucina. De esta forma, el monoclonal A10 define un epitopo
asociado a tumores de tipo carbohidrato portado en la molécula de MUC-1 presente
en tejidos tumorales de colon. Este epitopo esta asociado al core 6 glicano de MUC-1

que contiene GIcNAcB(1-6)GalNAc (340).

Hay que tener en cuenta el origen del hibridoma A10 ya que para obtenerlo se
utilizaron células ET desvitalizadas como inmundgeno (335). No debe sorprendernos ya
gue los epitopos asociados a tumores de tipo carbohidrato, incluido el antigeno T,

pueden expresarse tanto en células tumorales murinas como humanas (339, 345). De
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forma paralela, se ha descrito la presencia de NAb en el suero de ratones normales
capaces de reaccionar con antigenos oncofetales humanos, incluidos aquellos que
contienen el core 6 (346). Aunque no se sabe si el monoclonal A10 en su origen era un
anticuerpo natural o en realidad se trata de un anticuerpo inducido por la
inmunizacién, hay que contemplar ambas posibilidades. Ademds el monoclonal A10
presenta similitudes con los NAb, como el isotipo, las propiedades antitumorales y las

moléculas diana que reconocen en las células ET (256, 335).

Una caracteristica muy importante de este anticuerpo monoclonal es que el
grado de expresiéon del epitopo reconocido por A10 en tumores colorrectales y en

tumores de préstata esta asociado al prondstico de los pacientes.

En tumores de colon, tanto el intervalo libre de enfermedad, como la
supervivencia global se ven favorecidos por la expresion del epitopo A10, siendo por
ello un marcador de factor prondstico positivo. Mediante analisis multivariante de Cox,
A10 se reveld, ademas, como un marcador de factor prondstico independiente, lo que
implica que su expresidn no esta asociada a factores prondstico convencionales
(estadio, grado de diferenciacién y tipo histoldgico). En este sentido, la ausencia de
expresion de A10 define un RR=3,4 (p=0,02) para fallecer por la enfermedad en la serie
de 46 pacientes estudiados, lo que hace a A10 uno de los factores prondsticos

independientes del estadiaje convencional con mas fuerza en cancer colorrectal.

En el caso de los adenocarcinomas de prostata, se ha visto que su expresion
también esta relacionada con la evolucién del paciente. Mediante analisis univariante
de Cox se vi6 que la expresion del epitopo A10, en el momento del diagnodstico, al igual
que la escala de Gleason y el mercador sérico PSA, se comportaba como factor
prondstico independiente en relacion con la supervivencia global y el periodo de
tiempo libre de metastasis (p=0,002). En este caso, también comportandose como un
marcador de factor prondstico positivo. Ademas, observamos que existia una
correlacidn significativa (Rho de Spearman) entre la expresién del epitopo reconocido
por el A10, el grado de Gleason vy el nivel sérico de PSA, en el momento del diagndstico
(p=0,004). A mayor grado de expresion del epitopo A10, menor score de la escala de

Gleason y menores niveles de PSA sérica.
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Esto distingue A10 de la mayoria de los marcadores descritos en la actualidad,

generalmente asociados a peor prondstico.

Estudios preliminares indican que el mejor prondstico para los tumores Al10
reactivos, como en el caso del modelo experimental murino, puede depender de la
presencia de Nab que reaccionan con el epitopo A10. Esto estd apoyado tanto por
estudios previos nuestros (335), como de otros laboratorios (233, 347), que han
relacionado significativamente la presencia de Nab en ratones con la resistencia al

crecimiento de tumores inoculados en dosis umbrales.

Ademads, como se menciond anteriormente, varios autores han remarcado la

importancia de los NAb de clase IgM en la inmunovigilancia del cancer (227, 228, 348).

De forma interesante, recientemente se ha visto la presencia de NAb en la
mayoria de los sueros humanos, reactivos frente una gran cantidad de estructuras de
tipo carbohidratos, y entre ellos se encuentra los antigenos Tn, Sialil-Tn, Taa y los core

glicano 1 (TF), 3, 4y 6 (349).

Es importante remarcar que el core 6 (GIcNAcB(1-6)GalNAc) es la estructura
gue reconoce el anticuerpo monoclonal A10 en adenocarcinomas de colon humano
(340), ya que estos anticuerpos podrian estar relacionados, en mayor o menor medida,

con la evolucion de la enfermedad.

61






Il. HIPOTESIS






Hipotesis

HIPOTESIS

La hipdtesis de partida de esta tesis doctoral es que existen estructuras de
naturaleza carbohidrato, compartidas entre células del tumor murino de Ehrlich y
tumores humanos de origen epitelial, definidas por el anticuerpo monoclonal A10. Se
pretende demostrar que estas estructuras pueden ser dianas de anticuerpos naturales
o ser utilizadas para la induccion de anticuerpos especificos que permitan aumentar la

resistencia antitumoral.
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Objetivos

OBIJETIVOS

Valorar la presencia de anticuerpos naturales humanos de clase IgM reactivos
frente a los carbohidratos de membrana del tumor de Ehrlich (HC-ET), lineas
celulares y tumores humanos A10+.

Valorar la presencia de anticuerpos de clase IgM murinos, inducidos mediante
inmunizacion con células ET, reactivos frente a los HC-ET, lineas celulares y
tumores humanos A10+.

Evaluar una posible funcién bioldgica de estos anticuerpos de clase IgM.
Estudiar la capacidad de lineas tumorales humanas A10+ para generar
anticuerpos de clase IgM reactivos frente a lineas murinas A10+.

Optimizar la purificacion de los carbohidratos que liberan de forma espontanea
al medio extracelular los cultivos de células ET (HC-ET).

Definir la estructura y composicion de los carbohidratos A10+ (Cal0),

procedentes de las células ET.
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MATERIAL Y METODOS

1- REACTIVOS Y MEDIOS

El medio de cultivo RPMI-1640, piruvato sédico, suero de ternera fetal (FCS),
glutamina, tripsina, colorante vital Azul Tripan, tween-20, albimina bovina (BSA), OPD,
pristano, glicerol, PMSF, azida sédica, los anticuerpos conjugados (anti IgM-humana
Po, anti-lgM-murina-Po, anti IgM-humana-FITC y anti-lgM-murina-FITC), ioduro de
propidio (IP), Azul de Evans, MTT, dimetil sulféoxido (DMSO), borohidruro sdédico
(NaBH4), piridina, cloruro de hidroxilamina, BSTFA, las lectinas (MAA, DSL, LEA, SBA,
BSL, WFA, Con-A, SNA, PNA, LPA, HPA y WGA), MUC-1, ribonucleasa A y B, fetuina,
fibrindgeno los inhibidores metabdlicos de la glicosilacion y los kits con las enzima N-y
O-glicosidasas eran de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

La gentamicina afiadida a los cultivos era de la casa Normon (Tres Cantos,
Madrid, Espafia).

Las sales para preparar los tampones PBS (Na,HPo4, KH,PO,4 y NaCl), Tris-HCI,
carbonato/bicarbonato (Na,COs; y NaHCOs) y fosfato/citrato (acido citrico y Na,HPOy,),
NaOH, HCI, sulfato amdnico (NH4),S0O,, los solventes orgdnicos para la purificacidon de
los HC-ET (fenol, cloroformo y éter), metanol, anhidrido acético, agua oxigenada (H,O5)
eran de Panreac (Barcelona, Espafia).

La membrana de dialisis de celulosa usada era de Serva Electrophoresis
(Heildelberg, Alemania).

La conjugaciéon del AcMo A10 con la enzima peroxidasa se hizo usando el kit
Lynx-Rapid-HRP (ABD Serotec, Raleigh, NC, USA).

El reactivo de Bradford (Coomassie-blue G-250) y la gelatina eran de Biorad
(Hercules, CA, USA).

Los filtros de peonza de acetato de celulosa de 0,45 y 0,2 um empleados eran
de (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania) y los de filtros (1, 0,45 y 0,2 um) para el
soporte de embudo eran de Sartorius stedim biotech (Goettingen, Alemania).

El complemento de conejo empleado en los experimentos de citotoxicidad era

de la casa comercial Boehringer Ingelheim (Ingelheim am Rhein, Alemania).
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Los azucares utilizados en la cromatografia de gases y en los estudios de
inhibicion del AcMo A10 (arabinosa, xilosa, ribosa, fucosa, ramnosa, 2-desoxi-glucosa,
manosa, galactosa, glucosa, glucosamina, galactosamina, acido glucurdnico, acido
galacturdnico, inositol, mio-inositol, trehalosa, fructosa, sacarosa, lactosa, maltulosa,
maltosa, GIcNAc, GalNAc, quitotriosa ([GIcNAc-B(1-4)]3), lacto-N-triaosa (GIcNAc-B(1-
3)-Gal-B(1-4)-Glc), el core 3 de mucinas (GIcNAc-B(1-3)-GalNAc), NANA, sialilactosa y
melobiosa) eran de Carboshynth (Compton, Reino Unido).

La columna de cromatografia TR-CN100 era de Teknokroma (Sant Cugat del

Vallés, Barcelona, Espafia) y la HP5-MS de Agilent (Santa Clara, CA, USA).

2- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones hembra de 8 a 12 semanas. Las cepas C57BL/6J y Swiss
Hsd:ICR (CD-1) (Harlan Laboratories, Barcelona, Espafia) fueron suministradas por el
animalario de la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del Hospital Clinico San
Carlos. Para el crecimiento del tumor humano HT-29 y el hibridoma A10, se emplearon
ratones inmunodeficientes de la cepa RAG-2 (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA), estabulados en aisladores libres de patdgenos. Estos animales fueron obtenidos
del animalario del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (Universidad Auténoma
de Madrid). Los ratones fueron alimentados ad libitum y se acondicionaron,
cumpliendo la normativa vigente. Todos los estudios y procedimientos de esta tesis,
que implican el uso de animales, han sido aprobados previamente por el Comité de

Etica de Experimentacion Animal del Hospital Clinico San Carlos.

3- TUMOR DE EHRLICH
Se utiliza la linea hiperdiploide ET (272). Esta linea tiene ausencia de antigenos
H-2 (266) y capacidad de desarrollar un tumor, ascitico o sélido, en casi cualquier cepa
de ratén (267). Originalmente, se establecié en 1906 como un carcinoma mamario de
origen espontdneo en un ratén de genealogia desconocida (263). Desde entonces, se
ha mantenido en muchos laboratorios. En el caso de nuestro laboratorio, las células ET

se han mantenido tanto in vivo como in vitro.
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4-

3.1 Invivo

Como tumor ascitico de Ehrlich. El pase in vivo consiste en la inoculacién en
un raton, via intraperitoneal (ip), de un volumen de 250 uL de solucién salina
estéril que contiene 10’ células ET viables (>90% de viabilidad segun la prueba
de exclusién del Azul Tripdn). El tumor ascitico se desarrolla en 8-10 dias desde
el indculo inicial y las células ET se obtienen del fluido extraido en condiciones
estériles de la cavidad peritoneal de un ratdn, tras su previa eutanasia. Estas

células ET se usan para mantener la linea in vivo y como fuente de Cal0.

3.2 Invitro

Se cultivaron a una concentracién de 2-3x10° células ET/mL en medio de
cultivo RPMI 1640 al 10% de FCS, 1% de L-glutamina, 1% de gentamicina y 1%
de piruvato sédico. A una temperatura de 37°C y en una atmdsfera al 5% de

CO..

CULTIVOS CELULARES

Se trabajaron con varias lineas celulares murinas, humanas y con celulas de

bazo provenientes de ratones C57BL6/) y linfocitos de sangre periférica (PBL)

humanos. Las lineas celulares fueron (Tabla 4):

Tabla 4. Lineas celulares empleadas.

Linea celular Origen Descripcion
Ehrlich Murino Adenocarcinoma de origen mamario (263)
Sarcoma 180 (5180) Murino Sarcoma derivado de metastasis (350)
Células de bazo Murino Células de bazo de ratones C57BL/6J
B16 Murino Melanoma (351)
A10 Murino Hibridoma (335)
PBL Humano Células de sangre periférica
K562 Humano Eritroblastoma (352)
Raji Humano Linfoblastoma (353)
Colo 205 Humano Adenocarcinoma de colon (354)
Snu-cl Humano Adenocarcinoma de colon (355)
Colo 320 Humano Adenocarcinoma de colon (356)
HT-29 Humano Adenocarcinoma de colon (357)
H-1355 Humano Adenocarcinoma de pulmén (355)
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Todas las lineas celulares fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI 1640 al
10% de FCS, 1% de L-glutamina, 1% de gentamicina y 1% de piruvato sddico. A una
temperatura de 37°Cy en una atmésfera al 5 % de CO,. Las lineas celulares adherentes

fueron despegadas del frasco donde crecian utilizando la enzima tripsina.

5- OBTENCION DE CARBOHIDRATOS LIBERADOS POR LAS CELULAS ET (HC-ET)

Las células ET liberan al medio extracelular, de manera espontanea, las
estructuras carbohidratadas que reconocen la IgM del suero de los ratones
inmunizados contra las células ET (150) y el AcMo A10 (287). Gracias a esto, las
moléculas anteriormente mencionadas pudieron obtenerse a partir del sobrenadante
del cultivo de células ET. Células ET procedentes de pase in vivo se lavaron tres veces
con PBS, se contaron y se pusieron en cultivo en las siguientes condiciones: 0,5 x 10°
células/mL en medio de cultivo RPMI 1640 completo y libre de suero, a 37°Cy una
atmoédsfera al 5 % de CO,. Tras mantener las células ET en cultivo durante 3 dias se
separd el sobrenadante del componente celular mediante centrifugacién (2x3.000
rpm, 10 min) y se filtré hasta 0,2 um. Los sobrenadantes asi recogidos se conservaron

congelados a -80°C hasta su uso.

5.1 Método quimico con fenol-cloroformo

Una vez obtenido el sobrenadante de cultivo, se procedid a realizar la
separacion con los solventes orgdnicos. El proceso de extraccién constd de
varias fases: liofilizacion del sobrenadante y reconstitucion/concentracion con
H,O destilada, dialisis frente tampdén Tris 10 mM pH=7,2, liofilizacidn,
extraccién con fenol-cloroformo (50% de cada uno) + tampdn Tris 10 mM,
pH=7,5 (relacion 1:1), lavado con cloroformo, lavado con éter dietilico, dialisis

frente agua destilada y liofilizacién.

5.2 Ultrafiltracion tangencial
En este caso, los HC-ET se purificaron en base a su peso molecular. Para ello
se empled un sistema de ultrafiltracién tangencial Pall Life Sciences con un

casete Pall Omega de un tamafo de poro de 300 kDa, estableciendo un flujo de
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500 mL/min y una AP<20 psi. Utilizamos un volumen de 4 L del sobrenadante,
libre de células ET. En un primer paso, la muestra se concentra hasta un
volumen de 250 mL. Una vez concentrada, se procede a una diafiltracion en
presencia de NaCl 1M, pasando un total de 40 voliumenes de sal, y recuperando
la fraccidn de >300 kDa. En esta fraccidén se encuentran los HC-ET, y entre ellos
el Cal0. A continuacion se eliminan las sales haciendo pasar 20 voliumenes de
H,O destilada, hasta alcanzar una conductividad <100 puS. Finalmente el
volumen obtenido del retenido se filtra hasta 0,2 um, se liofiliza y almacena a

4°C hasta su uso.

6- CUANTIFICACION DEL Cal0

El Cal0 se cuantificd por medio de un ensayo ELISA tipo sandwich utilizando
placas de alta absorcién (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania). El AcMo A10 se
usa tanto de anticuerpo de captura como trazador (A10 previamente conjugado con
peroxidasa). La fase de tapizado se realiza a 4°C overnight, utilizando monoclonal A10
purificado a 5 pg/mL, en tampdn carbonato/bicarbonato 50 mM; pH 9,6. Tras lavar con
PBS-Tween 20 al 0,25%, las muestras diluidas en PBS-Tween 20 al 0,25%, son
incubadas overnight a 4°C. Al dia siguiente, y tras lavar la placa, se afiade una solucién
de A10 conjugado con peroxidasa diluido 1/500 en PBS-Tween 20 al 0,25% con suero
de ternera al 10%. La conjugacion del anticuerpo con la actividad enzimatica se realizd
utilizando el kit Lynx-Rapid-HRP (ABD Serotec, Raleigh, NC, USA). Tras una incubacion
de 2 h a 25°C, y 3 lavados, se afiade una solucion sustrato (0,3% H,0, 30 vol-0,02M
OPD, 0,1M tampén citrato; pH 5,5). La reaccién enzimatica se deja desarrollar 30 min 'y
se detiene con la adicion de una solucion de HCI 1N. Las OD se miden a 492 nm con un
equipo de espectrofotometria-colorimetria (Biotek Synergy Mx). La concentracion de
las muestras se cuantifica en unidades arbitrarias (UA/mL) extrapolando las OD
obtenidas a una curva de referencia que se establece con un patrén interno de Cal0

purificado utilizado como estandar.
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7- CUANTIFICACION DE PROTEINAS EN LOS HC-ET PURIFICADOS

El contenido proteico presente en la muestra de HC-ET purificada mediante
ultrafiltracion tangencial fue valorado mediante la utilizacion del colorante Coomassie
Brilliant Blue G-250. Para ello utilizamos el kit comercial de BioRad para la
cuantificacidon de proteinas que esta basado en el método Bradford. Tras preparar las
muestras y la curva estandar (albumina bovina — BSA), afiadimos 200 pL de la muestra
sobre 50 plL del reactivo de Bradford 5x, seglin procedimiento descrito por fabricante,
en placas de 96 pocillos (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania). Transcurridos 5
minutos y una vez que estabilizada la aparicién de color, se procede a realizar una
lectura de las muestras en el lector Biotek Synergy Mx, a una A de 595 nm. Como

muestra patron usamos una solucién de BSA a una concentracion conocida.

8- IRRADIACION DE LAS CELULAS TUMORALES
Las células ET procedian de pase in vivo mediante crecimiento ip. En el caso de
las células B16, se obtuvieron mediante cultivo in vitro. Tras centrifugar las células y
una vez lavadas 3 veces con PBS estéril, se prepararon un total de 10° células ET, a
razén de 2x10’ células/mL. La desvitalizacién de las células ET y B16 se realizé por

irradiacién, en la Fundacién Jiménez Diaz, con una dosis total de 100 Gy.

9- EXPERIMENTOS DE INMUNIZACION
Se inmunizaron una serie de animales C57BL/6J con las células ET o B16
desvitalizadas mediante irradiacion. Se les inoculd, por via ip, una dosis total de 10°
células. Se procedié a administrar un total de 5 dosis de células irradiadas, con un
intervalo de 14 dias entre cada dosis. En el caso de la inmunizacién con la linea
humana A10+ H-1355, se procedié a utilizar el mismo protocolo descrito para las
células ET y B16, empleando ratones Swiss Hsd:ICR (CD-1), pero sin la necesidad de la

desvitalizacidn. Al tratarse de células de origen humano no crecen pueden crecer en

ratones.
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10- OBTENCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL A10

Tras expandir el hibridoma A10 in vitro en medio completo RPMI, se crecié in
vivo en ratones inmunodeficientes RAG-2. Un total de 10° células del hibridoma fueron
expandidas ip en animales tratados con pristano (0,3 mL ip 7 dias antes), obteniéndose
10-14 dias después el sobrenadante de la tumoracidon ascitica como fuente de
anticuerpo monoclonal. Tras centrifugar, los sobrenadantes se filtraron a 0,45 pum.
Para purificar el monoclonal IgM, se hizo una precipitacion con (NH4),SO, al 40%. Tras
lavar con (NH,4),S0,4 al 50%, se dializé frente PBS 10 mM. A la muestra resultante se le
afiadio 0,1% de BSA como estabilizador, pues en ausencia de otras proteinas la IgM es

inestable y tiende a la agregacion, perdiendo su actividad como anticuerpo.

11- OBTENCION DEL SUERO DE LOS RATONES INMUNIZADOS

Una vez finalizados los protocolos de inmunizacién, los animales fueron
anestesiados mediante inyeccion intramuscular de 0,1 mlL/animal de la siguiente
mezcla: 2 mL de ketamina; 50 mg/mL, 0,3 ml de xilacina; 20 mg/mL, 2 mL de diazepam;
5 mg/mL, 1 mL de atropina; 1 mg/mL y 4.7 mL de suero fisioldgico. Se les mantuvo
dormidos con el uso de isoflurano 1%. Durante este tiempo, se les extrajo 0.7-1 mL de
sangre mediante puncién cardiaca. Tras la obtencion de la sangre, los animales fueron
convenientemente eutanasiados. La sangre se dejo coagular en contenedores
eppendorf, a 37°C durante 1 hora. Se centrifugd a 2.000 rpm, 10 minutos, 4°C y

recupero el suero. Los sueros fueron alicuotados y congelados a -80°C hasta su uso.

12- OBTENCION DE LOS SUEROS HUMANOS
Se obtuvieron un total de 82 sueros del Banco de Sangre del Hospital Clinico
San Carlos. Procedian de individuos sanos que acudieron a dicha unidad para realizar
una donacién voluntaria. Tras afiadir glicerol al 50%, PMSF 1 mM y azida sddica al 0,1%
final, se almacenaron a 4°C hasta su uso. Una pequefia fraccion de cada suero se
almacend congelada a -80°C, sin glicerol, PMSF, ni azida sddica para utilizar en los

experimentos de CDC.
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13- VALORACION DE LA IgM TOTAL SERICA EN LOS SUEROS HUMANOS
Se midieron los niveles de IgM totales presentes en los sueros procedentes de
los 82 individuos sanos a estudiar. La cuantificacidon de las inmunoglobulinas se realizé
en el Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico San Carlos mediante el uso de un

nefeldmetro Beckman-Coulter Immage.

14- OBTENCION DE LAS MUESTRAS TUMORALES HUMANAS
Las muestras de adenocarcinomas colorrectales humanos, asi como su tejido
sano adyacente fueron amablemente cedidas por el Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Clinico San Carlos. Dichas piezas tumorales se encontraban almacenadas
en el Banco de Tumores del Hospital, como parte de la red del Banco de Tumores del

Instituto de Salud Carlos IlI.

15- CRECIMIENTO DEL TUMOR XENOGENICO HT-29
Tras expandir la linea HT-29 in vitro en medio completo RPMI, se crecid in vivo
en ratones inmunodeficientes. Se crecid en forma de tumor xenogénico en ratones
RAG-2 (Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidad Autdnoma de Madrid)
Se inocularon 2x10° células en cada pata trasera. Tras esperar 30 dias se procedié a
eutanasiar al animal, se extrajeron las piezas del tumor HT-29 (1 cm de didmetro) y se

congelaron en nitrégeno liquido hasta su uso.

16- CORTES DE TEJIDO EN CRIOSTATO
El Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico San Carlos realizd los
cortes en criostato de los tejidos a estudiar. Las muestras procesadas fueron las piezas
del tumor xenogénico HT-29, los adenocarcinomas de colon humano del Banco de
Tumores y sus tejidos sanos adyacentes y el control de higado murino. Se realizaron
cortes con un grosor de 5 um vy los cristales con las muestras fueron almacenados a

una temperatura de -80°C.
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17- DETECCION DE ANTICUERPOS IgM REACTIVOS FRENTE AL Ca10

17.1 Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Se sensibilizaron placas de 96 pocillos (Costar, Cambridge, MA, USA) con
100 puL por pocillo de una soluciéon tamponada (PBS 10 mM) que contenia los
HC-ET a una concentracion de 25 ug/mL. Se incubaron toda la noche. Al dia
siguiente y tras lavar tres veces en citrato salino-Tween 20, se bloqued con
gelatina 0,3% en PBS 10 mM durante 1 hora a 37°C. Tras lavar tres veces en
citrato salino-Tween 20 se incubd con los sueros a una dilucidon 1/20 (sueros
humanos) o 1/50 (sueros murinos) en PBS-gelatina 0,3% durante dos horas a
temperatura ambiente. Para eliminar las moléculas que no se unieron al
antigeno se volvio a lavar tres veces en citrato salino-Tween 20. Para detectar la
IgM unida a los carbohidratos se incubd con una dilucion 1/2.000 en PBS-
gelatina 0,3% de anti IgM-humana o murina conjugada con Po durante 45
minutos. Finalmente se lavé en tampdn citrato salino-Tween 20. El color se
midio tras afiadir OPD/H,0, en tampdn citrato 1 M pH=5.5. La reaccidn se pard
con HCI IN. Por ultimo, se introdujo la muestra en un espectrofotdmetro
(Labsystems iEMC Reader MF) y se midid la absorbancia a 492 nm. En el caso de
los sueros humanos, se consideraron positivas las muestras cuya reactividad
fue mayor de 45 UA/mL (percentil 20). Se considerd este valor porque ningun
suero dio una sefial mayor cuando se realiz6 el ELISA sin sensibilizar la placa con
los HC-ET. La recta patrdon usada consistia en una mezcla de sueros humanos
con IgM reactiva frente a los HC-ET, valorada anteriormente. Cuando se
cuantificaron los sueros murinos, se utilizé como recta patréon el AcMo A10
purificado, a una concentracion conocida (valorado mediante Bradford —

Apartado 7).

17.2 Inmunoflorescencia indirecta (IFl)

La reactividad de los anticuerpos IgM naturales e inducidos especificos
frente las lineas celulares o frente los tumores, fue analizada mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl). Las células o los tejidos fueron probados

con 3 pg/mL del AcMo A10 purificado. Tras lavar con PBS se incubd con un
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anticuerpo anti-mouse IgM conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) a

una concentracion final de 20 pg/mL.

17.2.1 Citometria de flujo

Se trabajaron con las lineas celulares descritas en la Tabla 1, a excepcién
del hibridoma A10. Tras concentrar las células a razén de 5x10° cel/mL en PBS
10 mM, un volumen de 100 pL (5x10° células) se incubé con 100 pL de una
dilucion 1/25 en PBS 10 mM de los sueros humanos o murinos a probar
(dilucion final de los sueros, 1/50). Se incubd durante 1 hora a 4°C. Tras lavar
tres veces en PBS 10 mM las células se incubaron con una dilucién 1/20 de anti
IgM humana o murina conjugada con FITC y en presencia de 20 pug/mL de
ioduro de propidio (IP), para la evaluacion de la viabilidad celular, durante 1
hora a 4°C. Por ultimo, se lavaron tres veces en PBS 10 mM y se adquirié en un
citdmetro de flujo (Beckman-Coulter Epics XL). Se hicieron pasar 10.000
eventos antes de parar el andlisis. En el caso de los NAb, se consideraron
positivas aquellas muestras cuyo valor medio de florescencia era superior al
valor obtenido con el control isotipico. Este control fue una muestra de suero
proveniente de un enfermo diagnosticado de un mieloma IgM. Los valores de

fluorescencia presentados llevan restado el valor obtenido con este control.

17.2.2 Histologia en cortes en criostato

HT-29 es una linea celular humana de adenocarcinoma de colon. Esta
linea es positiva para el AcMo A10 cuando crece in vivo. Ademas, sabemos que
el 85% de los adenocarcinomas humanos de colon son positivos para este
monoclonal (340). Probamos el tejido tumoral xenogénico HT-29 y una serie de
tumores de colon humano, con los sueros humanos y los sueros de los ratones
inmunizados. En el caso de los NAb IgM y los tumores de colon humano, sélo
probamos cuatro sueros. Tres de ellos eran positivos frente al tejido HT-29 y
uno era negativo/baja reactividad. Como control de tejido no tumoral A10-,
utilizamos tejido hepatico murino (HT-29) o el propio tejido sano de colon del

paciente en cuestidon (adenocarcinomas colorrectales). En los tejidos epiteliales
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también se expresan los llamados antigenos de grupo sanguineo ABO. Para no
tener problemas con las isohemoaglutininas, soélo utilizamos tejidos
provenientes de individuos con grupo sanguineo A o 0 (los anticuerpos que
reconocen los grupos sanguineos son de clase IgM). Los sueros escogidos
pertenecian a individuos del grupo A. El Rh no nos importd por tratarse de un
antigeno reconocido por anticuerpos IgG y no IgM. Afadimos 50 uL en cada
corte de tejido de una diluciéon 1/10 de los sueros humanos, o 1/50 para los
sueros murinos, diluidos en PBS 10 mM. Incubamos durante 1 hora 30 minutos
a temperatura ambiente en atmdsfera himeda. Tras lavar con PBS, afiadimos
en el tejido 50 uL de una solucién que contenia el anticuerpo secundario. La
solucion estaba compuesta por dilucion 1/20 de anti IgM humana o murina
conjugada con FITC y Azul de Evans 1/100 en PBS 10 mM. Se incubo durante 1
hora a temperatura ambiente en atmésfera hiumeda. Por ultimo se lavé en PBS
10 mM y se mididé semicuantitativamente en un microscopio de fluorescencia

(Nikon ECLIPSE E400).

El criterio empleado para su valoracion fue el siguiente:
e - = No se observé fluorescencia.
e + = Se observo florescencia a 40x.
e ++ = Se observo fluorescencia a 40x y 20x.

e +++ = Se observo fluorescencia a 40x, 20x y 10x.

18- INHIBICION DE ANTICUERPOS IgM ESPECIFICOS

Como tejido humano A10+, usamos el tumor xenogénico HT-29. Como

inhibidor A10+ empleamos a las células ET y como inhibidor A10-, las células del tumor

B16. Se analizaron un total de 9 sueros murinos, procedentes del grupo de animales

inmunizados con células ET. Los sueros, diluidos 1/50 en PBS, fueron incubados toda la

noche, en agitacién, a 4°C, con una solucion de 10° células ET o B16. Al dia siguiente,

las muestras se centrifugaron a 2.000 rpm, durante 10 minutos. El pellet celular fue

desechado vy el sobrenadante se probd frente el tejido HT-29 en criostato siguiendo el

protocolo descrito en el Apartado 17.2.2 - Histologia en cortes en criostato.
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19- ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR COMPLEMENTO

Tras preparar el cultivo de células ET, se ajusté a una concentracion de 5x10°
células/mL. Se afiadieron un total 5x10* células por pocillo, en una microplaca de
cultivo (Costar, Cambridge, MA, USA), contenidas en 100 pL de medio RPMI completo.
Se afadié el suero humano o murino, a una dilucién final de 1/20 o 1/50,
respectivamente. Finalmente se afiadié complemento de conejo diluido 1/10 e incubd
toda la noche. Al dia siguiente, se afiadieron al cultivo 10 pL del reactivo MTT a una
concentraciéon de 5 mg/mL. Se incubaron las muestras durante 1 hora a 37°C.
Transcurrido ese tiempo se centrifugd la placa, se retiré el sobrenadante y los
complejos de formazan creados, junto con las células se disolvieron en 200 pL de
DMSO/pocillo. Por ultimo, se medié la densidad déptica a una A de 570 nm vy se calculé

la lisis producida con la férmula:

% lisis= (1' (Amuestra/Améx)) x 100

Donde la Amns s la obtenida en la muestra que no llevaba suero pero si
complemento de conejo, lo que representa la lisis minima producida de forma

especifica.

20- ANALISIS MOLECULAR POR CROMATROGRAFIA DE GASES

Esta técnica se usd para la determinacion de los carbohidratos, los acidos
grasos y los aminoacidos presentes en la muestra de HC-ET. Se prepararon soluciones
stock de los monosacaridos a 1 mg/mL, como estandares de monosacaridos para la
cromatografia: arabinosa, xilosa, ribosa, fucosa, ramnosa, 2-desoxi-glucosa, manosa,
galactosa, glucosa, glucosamina, galactosamina, acido glucurdnico, acido galacturdnico
y mio-inositol (Patrén interno). Para los monosacaridos neutros se usé la técnica de
acetatos de alditol. Para el analisis de los acidos grasos y los aminoacidos no neutros,
se uso la técnica de TMS-oximas. Ademas, se realizd un analisis de aminoacidos (en el

servicio del CIB-CSIC).
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20.1 Acetatos de alditol
Se toma 1 mL de la mezcla de patrones en agua y se afiade borohidruro

sédico (NaBH4) como agente reductor. Se deja la reaccién entre 2 y 24 horas y

se elimina el exceso de borohidruro por adicion de HCl concentrado. En este

proceso se produce efervescencia. Se evapora a sequedad. Se lava con metanol

(3 mL, 2 lavados), evaporando cada vez el rotavapor. Se afiaden 250 ulL de

piridina y 250 uL de anhidrido acético y se deja reaccionar a 100°C durante 1h.

Se evapora a sequedad. Se resuspende en cloroformo y se analiza mediante

CGL con helio (30 psi) como gas portador, inyectando 1 pL de muestra con

division de flujo (relacion 50:1).

Columnas:

- TR-CN100 (30m x 0,25 mm ID x 0,22 um espesor de la pelicula), y un detector
de ionizacion de llama (FID). Las condiciones de andlisis son: temperatura
inicial 210°C (3 min) seguido de una rampa de 15°C min-1 hasta una
temperatura final de 240 °C, que se mantiene durante 7 min.

- HP5-MS (30m x 0,25 mm ID x 0,22 um espesor de la pelicula), y un detector de
masas MSD. Las condiciones de analisis son: temperatura inicial 190°C (2 min),
rampa de 2°C min-1 hasta una temperatura final de 225°C.

El analisis cuantitativo de los azucares se llevo a cabo calculando los factores de

respuesta de los monosacaridos con respecto al inositol. Para el calculo de los

factores de respuesta se utilizaron mezclas de patrones en distinta

concentracion con una misma cantidad de inositol en todos ellos (358).

20.2 TMS-oximas

En una primera fase se procedié a la preparacién de los TMS-derivados.
Una vez se generaron, anadir a las muestras 1 mg de mio-inositol y 1,2 mg de
trehalosa como patrones internos para la cuantificacion de mono y disacaridos
respectivamente. Tras evaporar hasta sequedad, se anadieron 0,5 mL de una
solucién de cloruro de hidroxilamina en piridina al 2,5%, para formar las oximas

de los azucares a 70°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se
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afiadieron 0,3 mL de BSTFA para formar los derivados trimetilsililados a 80°C

durante 10 minutos (359).

El analisis de los monosacaridos se realizd por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS) en un equipo Agilent 5975C-7890A utilizando
una columna HP5-MS (30 m x 0,2 um x 0,25 mm) y un programa de
temperaturas que comienza a 180°C para subir a razén de 2°C/min hasta 280°C
(1 min) y luego hasta 290°C (15 min). El analisis cuantitativo se realizé por el
método del patron interno, utilizando para ello los compuestos mio-inositol y
trehalosa, que presentan un solo pico cromatografico que no interfiere con los

carbohidratos presentes en las muestras.

El analisis cuantitativo de los azucares se llevd a cabo calculando los
factores de respuesta de los monosacaridos con respecto al mio-inositol y de
los disacaridos con respecto a la trehalosa. Para el cdlculo de los factores de
respuesta se utilizaron mezclas de patrones en distinta concentracion,
obteniéndose los factores de respuesta 1,032; 1,240; 1,202; 0,939; 0,928; 1,015
y 1,074 para fructosa, galactosa, glucosa, sacarosa, lactosa, maltulosa y maltosa

respectivamente.

Para el analisis de los acidos grasos, una vez se obtuvieron los TMS-
derivados de los posibles acidos grasos, la muestra se resuspendié en
cloroformo. Posteriormente la fase organica fue inyectada en el GC-MS, para

evaluar la presencia de acidos grasos libres.

20.3 Analisis de aminoacidos

Se procede a hidrolizar la muestra con HCI 6N, durante 24h, en vacio, a
110°C. Posteriormente, la composicion de aminodacidos presente en el
hidrolizado es analizada de forma cuantitativa usando el analizador de
Biochrom 30. En este proceso, los aminoacidos son separados por medio de
una cromatografia de intercambio catiénico y luego son derivatizados con

ninhidrina.
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21- ENSAYO DE INTERACCION CON LECTINAS
Las diferentes fracciones del proceso de purificacion del Cal0 por ultrafiltracidon
tangencial (Apartado 5.2) fueron ensayadas frente un panel de lectinas para valorar las

estructuras sacaridas presentes en ellas. Las fracciones fueron las siguientes:

e Sobrenadante = Sobrenadante de cultivo sin fraccionar
e Filtrado | = Fraccidon <300 KDa de fase de concentracion
e Filtrado Il = Fraccién <300 KDa de fase de diafiltracion con NaCl 1M

e Retenido = Fracciéon >300 KDa

Para ello se utilizé un sistema de microarrays de lectinas (non-contanct arrayer;
Sprint, Arrayjet Ltd., Roslin, Scotland), adsorbiendo a la fase sélida las fracciones
obtenidas durante el proceso de purificacion. Tras el lavado y neutralizacion de los

pocillos se afiadieron las diferentes lectinas conjugadas con fluorocromos (Tabla 5).

Tabla 5. Panel de lectinas empleado y sus especificidades.

Lectina (acrénimo) Carbohidrato especifico (ligando)
MAA NeuAca(2-3)GalB(1-4)GIcNAc
DSL GIcNAc
LEA GlcNAc
SBA GalNAc
BSL Gal
WFA GalNAc
Con-A aMan
SNA NeuAca(2-6)Gal
PNA GalB(1-3)GalNAc
LPA Acido sialico
HPA GalNAca(1-3)GalNAc
WGA Acido sialico

Como muestras control utilizamos glicoproteinas cuyos epitopos de union y de
reconocimiento molecular estan perfectamente estudiados (Mucina 1, ribonucleasa A
y B, fetuina, fibrindgeno...). Para su deteccién se utilizé un equipo de microarrays

GenePix Pro 6.0 software (Molecular Devices).
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22- ENSAYOS DE INHIBICION DEL ACMO A10 CON AZUCARES

Se realizaron ensayos de ELISA de competicidon con azlcares en fase liquida con
objeto de valorar la pérdida de reactividad del AcMo A10 sobre el Cal0 adsorbido a la
superficie solida (placa de poliestireno de la casa Greiner bio-one, Frickenhausen,
Alemania). El AcMo A10 diluido a la concentracion de trabajo de ELISA (1/20.000) fue
preincubado con diferentes concentraciones de cada azucar (4 horas a 25°C) antes de
afadirlo a las placas tapizadas con el Cal0. Los azlcares que se probaron fueron los
siguientes: glucosa, galactosa, GIcNAc, GalNAc, quitotriosa ([GIcNAc-B(1-4)]3), lacto-N-
triaosa (GIcNAc-B(1-3)-Gal-B(1-4)-Glc), el core 3 de mucinas (GIcNAc-B(1-3)-GalNAc),
manosa, NANA, fucosa, lactosa, sialilactosa y melobiosa. La reactividad del A10 se
valoré utilizando un anticuerpo anti-mouse IgM (especifico para la cadena pesada p)
conjugado con peroxidasa diluido 1/10.000 en PBS-1% BSA (1 h a 25°C). Tras la
incubacién y posterior lavado, los pocillos fueron incubados con el sustrato de la

peroxidasa como se explica en el Apartado 17.1 — Enzimoinmunoensayo (ELISA).

Para el calculo de la inhibicién obtenida se utilizé la formula:

% Inhibicion = (1- (Amuestra/Amax)) X 100

Donde la An:x €s la obtenida en la muestra que no llevaba ninglin azlcar como
inhibidor, lo que el 0% de inhibicidn. Los resultados se expresan de forma cualitativa

en funcién del grado de inhibicién en comparacidén con el control sin inhibidor:

o -=><5%

o +=5-20%

o +=>20-40%
e ++=40-60%

o +++ = >60%
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23- ENSAYOS CON N- Y O-GLICOSIDASAS

Un total de 1 mg de material liofilizado se disuelve en 500 pL en agua mili-Q. En
el caso de la enzima O-glicosidasa, se cogen 130 plL de esta disolucion y se le afiade 150
pL del buffer de reaccion (5x), se ajusta el pH 5,0. Se deja incubar durante 1h a 37°C.
Posteriormente se le afiade 2 uL de O-glicosidasa. Para la reaccidén de la N-glicosidasa,
se anaden 25 pL de la solucidon desnaturalizante, se deja incubando a 100°C durante
10 min. Lo dejamos enfriar a temperatura ambiente y afiadimos 25 pL del buffer de
reaccion junto con 10 plL de la enzima N-glicosidasa. Una vez afadida las enzimas, se
deja incubar durante toda la noche (O-glicosidasa), o durante 3 horas (N-glicosidasa) a
37°C. Posteriormente, para desactivar la enzima, lo calentamos a 100°C durante 10-15
min. Dializamos por un centricon de 10 KDa (Millipore, Billerica, MA, USA) en PBS (1x).

Liofilizamos.

El material liofilizado y obtenido de la digestidn enzimatica se disuelve en 500
pL de agua deuterada para llevar a cabo experimento de RMN (espectros
monodimensionales de 'H) en un espectrémetro Bruker Avance de 500/600MHZ a

310K (37°C).

24- ENSAYOS CON INHIBIDORES METABOLICOS DE LA GLICOSISLACION
Se realizaron cultivos de células ET en presencia de inhibidores selectivos de
cada tipo de glicosilacion: tunicamicina (N-linked) o bencil-a-GalNAc (O-linked),
respectivamente. Las células ET fueron previamente tripsinizadas (0,35 mg/mL; 30 min
a 37°C). Una vez tripsinizadas y lavadas, se pusieron en cultivo durante toda la noche
en ausencia o presencia de bencil-a-GalNAc (2, 3 y 4 mM) o tunicamicina (5pug/mL). La
expresion del carbohidrato A10 en membrana se determiné por citometria de flujo

(ver Apartado 17.2.1 — Citometria de flujo).
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25- TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron con el programa informatico XLSTAT

(Addinsoft), usando los siguientes métodos de andlisis:

90

Coeficiente de correlaciéon de Spearman: en la valoracién de los NAb
humanos reactivos frente a los HC-ET y los niveles séricos de IgM humana.
También en la comparacion de la medida de los NAb reactivos frente a los
HC-ET (ELISA) y frente las lineas tumorales A10+ (citometria de flujo).

Test de Student: en la valoracion de la citotoxicidad mediada por
complemento frente células ET empleando sueros humanos.

Test de Kruskal-Wallis: En la valoracion de la reactividad de NAb humanos
(grupos de sueros de alta, media y baja reactividad) frente a células A10+ vy
A10-, los niveles de NAb reactivos frente a los HC-ET y el grupo sanguineo
del donante, los niveles de IgM especifica frente a los HC-ET y las distintas
lineas celulares en los distintos grupos de ratones, en el experimento de
citotoxicidad mediada por complemento frente células ET con sueros
murinos y en el estudio de generacién de anticuerpos IgM especificos con

células humanas A10+.

Valores de p<0,05 se consideraron significativos.
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Resultados

RESULTADOS

1- VALORACION DE ANTICUERPOS NATURALES (NAb) REACTIVOS FRENTE A
MOLECULAS A10+

1.1. Carbohidratos procedentes de células ET (HC-ET)

Se disefid un ensayo para poder valorar la presencia de IgM reactiva frente a los
HC-ET, en los sueros humanos. Para detectar estos NAb, utilizamos un tipo de ELISA
indirecto. Como recta patréon usamos una mezcla se sueros que habiamos analizado
previamente y que vimos que presentaban una alta reactividad frente a los HC-ET.
Dicha reactividad fue expresada en UA/mL (unidades arbitrarias por mL). La Figura 8
muestra la recta de regresidn empleada para el calculo de la reactividad de los sueros

analizados posteriormente.

7 =0.4056x+0,1297
ELISA HC-ET (NAb) ! R2= 0?(9924

3.0

oD
o

1.0

0.5 -

0,0 1,0 2,0 3,0 4.0 5,0 6,0 7,0
NAb (UA/mL)

Figura 8. Recta de regresion empleada para calcular los niveles de NAb reactivos frente a los
HC-ET en el suero de individuos sanos.
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Se analizaron una serie de 82 sueros humanos. Todos los sueros, se obtuvieron
del Banco de Sangre del Hospital Clinico San Carlos y procedian de individuos sanos.
Ademas, se valoré la IgM sérica total por nefelometria. Los valores obtenidos fueron

de 112+54 mg/dL y de 309+462 UA/mL, para la IgM total y los NAb, respectivamente

(Figura 9).
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Figura 9. Titulacion IgM total y de NADb frente a los HC-ET en el suero de individuos sanos.

Como primer dato, obtuvimos que la mayoria de los sueros humanos
presentaban reactividad de NAb frente a los HC-ET. Tras hacer un analisis de
percentiles, consideramos positivos los sueros cuya reactividad estaba por encima del
percentil 20 (42 UA/mL). Los resultados obtenidos indicaron que alrededor del 80%
(66/82) de los individuos testados presentaban anticuerpos naturales de clase IgM

reactivos, en menor o mayor medida, frente a los HC-ET (Figura 10).
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Reactividad de NAb frente a los HC-ET (UA/mL)
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Figura 10. Reactividad de NAb en los sueros de individuos sanos.

Ademas, encontramos una correlacion moderada entre los niveles séricos de
IgM vy los niveles de NAb reactivos frente a dichos carbohidratos (Rho de Spearman de

0,582; p<0,001) (Figura 11).
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Figura 11. Grafica de correlacion entre los niveles de IgM total y los NAb reactivos frente a los HC-ET.
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Los datos obtenidos de la titulacion de NAb reactivos frente a los HC-ET nos

permitieron establecer 4 grupos de sueros (Figura 12):

1) Sueros negativos: <42 UA/mL (n=16)

2) Sueros con reactividad baja: 42-200 UA/mL (n=33)

3) Sueros con reactividad media: 200-500 UA/mL (n=21)
4) Sueros con reactividad alta: >500 UA/mL (n=12)

Esta distribucidn nos seria de ayuda para realizar los siguientes estudios.

Reactividad NAb (UA/mL)
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Negativos <42 Reactividad baja Reactividad Reactividad alta
(42-200) media (200-500) (>500)
M Distribucién de muestras

Figura 12. Distribucidon de muestras por los niveles de NAb reactivos frente a los HC-ET.

Por otro lado, no se observd ninguna relacion entre el grado de reactividad de

los NAb frente a los HC-ET y el grupo sanguineo del donante (Tabla 6).
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Tabla 6. Relacién entre la reactividad de los NAb reactivos frente los HC-ET y el grupo
sanguineo del donante.

Grupo sanguineo

NAb A B AB 0
n=34 n=14 n=7 n=27
Reactividad NAb (UA/mL) 316 327 297 293
p* n.s. n.s. n.s. n.s.

Estadistica: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparacion multiple por pares de Dunn.
n.s.: no significativo.

1.2. Lineas celulares murinas

Tras los resultados obtenidos en el punto anterior, el siguiente paso fue valorar
la correlacion entre el titulo de NAb frente a HC-ET y su reactividad frente a lineas
tumorales murinas, con diferente grado de positividad con el AcMo A10. La descripcion

de las lineas celulares que se usaron se puede ver en la Tabla 7:

Tabla 7. Lineas celulares empleadas.

Linea celular Descripcion Resultado AcMo A10
(Mnl X)
Ehrlich Adenocarcinoma de origen mamario 973
Sarcoma 180 (S180) Sarcoma derivado de metastasis 116
B16 Melanoma 20

Se utilizaron los 82 sueros que habiamos titulado previamente por ELISA frente

a los HC-ET, agrupados segun su grado de reactividad.

La valoracién de la presencia de NAb reactivos frente a las lineas celulares
descritas se realizd mediante citometria de flujo. Como parametro a evaluar se utilizo

la media de la fluorescencia obtenida (Mnl X).

Como se puede ver en la Figura 13, los resultados que obtuvimos indicaron
claramente la existencia de NAb reactivos sdlo frente a las lineas celulares A10+ (ET y
$180). Ademads, esos NAb reactivos se encontraban presentes en los grupos de sueros

de reactividad media y reactividad alta y no en los sueros de reactividad baja. Los
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valores obtenidos, en el caso de las células ET, fueron de 25,2+14,3 y 45,4+25,6, para
los sueros de los grupos de reactividad media y alta respectivamente. En el caso del
Sarcoma 180, los resultados fueron de 33,1+7,8 y de 48,1+27,9, para estos mismos
grupos de sueros. La diferencia entre los valores de NAb reactivos obtenidos en los
grupos de reactividad baja y alta fue estadisticamente significativa, para las lineas

celulares S180 vy ET (p<0,001, en ambos casos).

No se se encontré reactividad IgM frente a la linea A10- (B16), ni en el caso del

grupo de sueros con reactividad mas alta.

60
p < 0,001

50 p< 0,001 48,1£27,9
3
= 45,4+25,6
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© 33,1+7,7
s
& 30 28,817,7
b 25,2+14,4
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b
2o

9,712,2 9,811,5 9,712,4
10
0
Reactividad baja Reactividad media Reactividad alta
M Células ET _I1Sarcoma 180 M Melanoma B16

Figura 13. Reactividad de NAb frente células A10+ y A10- en sueros humanos. Grupos de sueros de
alta, media y baja reactividad.

Estadistica: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparaciéon multiple por pares de Dunn.
Significacién comparando con grupo sueros humanos con reactividad IgM baja.

La Figura 14 representa el histograma de un suero negativo y otro con
reactividad alta y frente a la linea tumoral ET. Como se puede ver, la diferencia de

sefial entre los dos sueros es notable.
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Figura 14. Ejemplo de histogramas de reactividad de NAb en sueros humanos frente células ET medida por
citometria de flujo.

a) Inmunofluorescencia de un suero negativo frente a ET.
b) Inmunofluorescencia de un suero positivo frente a ET.

Con los datos de fluorescencia obtenidos y la reactividad encontrada por ELISA

se hizo un estudio de correlacién (Figura 15).

Como se observa en la Tabla 8, hubo una correlacién moderada entre los
anticuerpos IgM anti HC-ET valorados por ELISA y la citometria de flujo, en el caso de
las lineas celulares ET y $S180 (Rho de Spearman de 0,451; 0,532; p<0,001 en los dos
casos). Cuando se analizd la correlacion existente usando la linea tumoral B16, se
encontré un valor bajo sin significacion estadistica (Rho de Spearman de 0,213;

p=0,055).

99



Resultados

Correlacion NAb ET/NAb HC-ET
120
100
*
X g0
5 -
— L4 -
0% e ¢ _—
w .’ T
] + @ _/
5 a0 47 **
tes e
oy .
20 4 <
(3
0
0 500 1000 1500 2000
NAb HC-ET (UA/mL)

Correlacién NAb 5180/NAb HC-ET
R?=0,3055 /
160
2 =
140 R*=0,4025
. *
_ 120
3
- § 100
8 80
@ -
L 60 _—
< * - .
z are —% *
0 e 4 ¢ o
o
20
0
2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
NAb HC-ET (UA/mL)

Correlacién NAb B16/NAb HC-ET
16
+
1w % "
12 ¢ 0’ N * ¢
= *3Te & - —
€ 10 1:__,_———*———"_ *
2 s ¢ * +
(-]
a3 '.0 * *
£
=< 6 ¢
2 4 ¢
4
2
0
0 500 1000 1500 2000
NAb HC-ET (UA/mL)

R?=0,0235

2500 3000

Figura 15. Correlacion entre los NAb reactivos frente a los HC-ET y las lineas tumorales murinas.

Tabla 8. Correlacion entre los valores de NAb reactivos frente a los HC-ET (ELISA) y los NAb
contra las lineas tumorales (citometria) (Correlacion de Spearman).

ET
Variables NAb ELISA (UA/mL) NAb citometria (Mnl X)
NAb ELISA (UA/mL) 1 0,451
NAb citometria (Mnl X) 0,451 1
p-valores:
NAb ELISA (UA/mL) 0 <0,001
NAb citometria (Mnl X) <0,001 0
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$180
$180 Variables NAb ELISA (UA/mL) NAb citometria (Mnl X)
NAb ELISA (UA/mL) 1 0,532
NAb citometria (Mnl X) 0,532 1
p-valores:
NAb ELISA (UA/mL) 0 <0,001
NAb citometria (Mnl X) <0,001 0
B16
Variables NADb ELISA (UA/mL) NAb citometria (Mnl X)
NAb ELISA (UA/mL) 1 0,213
NAb citometria (Mnl X) 0,213 1
p-valores:
NAb ELISA (UA/mL) 0 0,055
NAb citometria (Mnl X) 0,055 0

1.3. Tumores humanos

Tras haber valorado la presencia de NAb de clase IgM, reactivos frente a los HC-
ET y haber confirmado su correlacién con lineas tumorales murinas segun la
positividad o negatividad frente el AcMo A10, a continuacién quisimos valorar lo

mismo frente a células tumorales humanas de origen colorrectal.
Para la realizacion de este estudio, utilizamos dos tipos de tumores:

1- Linea tumoral de colon humano HT-29, crecida “in vivo” en forma de tumor
xenogénico en ratones inmunodeficientes (RAG-2). HT-29 es una linea
tumoral de adenocarcinoma de colon humano positiva para el AcMo A10.

2- Piezas quirargicas/biopsias de tumores humanos (tejido tumoral y tejido
sano adyacente).

Tanto el tumor HT-29 como las piezas quirdrgicas de cdncer colorrectales,

fueron evaluados semi-cuantitativamente mediante ensayos de inmunofluorescencia

indirecta en cortes de tejido en criostato.
1.3.1. Tumor HT-29

En este estudio valoramos la reactividad de los sueros agrupados segin su

titulacion por ELISA frente a los HC-ET.

Se analizaron los 82 sueros valorados en los experimentos anteriores.
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Como control negativo se utilizé un tejido no tumoral A10- de procedencia

murina. En concreto cortes de higado de C57BL/6).

Los resultados obtenidos se pueden ver resumidos en la Tabla 9. En el caso del
grupo de sueros caracterizado por su baja reactividad frente a los HC-ET, el 18% de los
sueros fueron positivos. Para el grupo de reactividad media, el resultado fue del 62%.
En el grupo de alta reactividad obtuvimos un 92% de sueros positivos. Como se
observa en dicha tabla, habia correlacion entre la frecuencia de casos positivos en cada
grupo de sueros y la intensidad de sefal obtenida (p<0,01). En el caso del tejido

control A10- (tejido hepatico), todos los sueros fueron negativos.

Tabla 9. NAb reactivos frente el tumor HT-29 en suero de individuos sanos medida mediante
IFl en corte de criostato.

Sueros grupo Sueros grupo Sueros grupo
Tejido reactividad baja reactividad media reactividad alta
n=49 n=21 n=12
Tumor HT-29 (A10+++) 9/49 (18%) 13/21 (62%) 11/12 (92%)
9+ 1++ 6++
40- 12+ 5+
1-
Tejido hepético 0/49 (0%) 0/21 (0%) 0/12 (0%)
C57BL/6J (A10-) 49- 21- 12-

- Negativo.
+ Reactividad moderada.
++ Reactividad alta.

En la Figura 16 se muestran ejemplos de IFl frente al tumor HT-29 o al tejido
control con el AcMo A10, con un suero de reactividad alta y uno de reactividad baja.
Como se puede ver, la fluorescencia con el suero de reactividad alta y el AcMo A10 es
muy intensa frente a HT-29, en contraposicidén al suero de baja reactividad o cuando se

prueban frente al tejido control.
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C

Figura 16. NAb reactivos frente al tumor HT-29 en suero de individuos sanos medido mediante IFl en cortes de
tejido en criostato.

Imagenes captadas con un aumento 40X. El AcMo A10 se utilizé a una dilucién 1/200 y los sueros a una dilucién
1/20. IFI con FITC y contratincién con Azul de Evans.

A. Control - (Tejido hepatico murino con un suero del grupo de reactividad alta).

B. Control + (HT-29 con el AcMo A10).

C. Suero del grupo de reactividad baja con tejido HT-29 (-).

D. Suero del grupo de reactividad alta con tejido HT-29 (++).
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1.3.2. Tejido tumoral de biopsias/piezas quirurgicas de colon humano

Tras analizar los datos obtenidos en el punto anterior, quisimos confirmar esos
resultados usando tejido colorrectal tumoral humano. Con este fin, utilizamos tejido

proveniente de piezas quirdrgicas o biopsias.

Dentro de este panel de tumores se seleccionaron tejidos A10+ y tejidos A10-.
En el estudio incluimos 15 adenocarciomas de colon humano Al10+ y 6
adenocarcinomas A10-. Como control negativo, utilizamos el tejido normal de colon
proveniente del mismo paciente (tejido adyacente al tumor). Para evitar reactividades
contra grupos sanguineos se escogieron tumores procedentes de pacientes con grupo

sanguineo A 0 0 y sueros de individuos del grupo A.

Testamos 4 de los sueros analizados anteriormente, seleccionados por sus
niveles de NAb reactivos frente a los HC-ET. De estos sueros, uno tenia unos niveles
muy altos de NAb reactivos (2.500 UA/mL), dos presentaban niveles altos o moderados
(868 y 527, respectivamente) y el ultimo tenia un titulo bajo (153). La Tabla 10 resume

los resultados obtenidos con estos sueros en los experimentos anteriores.

Tabla 10. Resultados obtenidos anteriormente con los 4 sueros empleados en el estudio de
colon humano.

Resultados obtenidos Suerol Suero2 Suero3 Suero4
IgM total (mg/dL) 191 246 101 156
NAb reactivos HC-ET (UA/mL) 2.500 868 527 153
ET 97,87 39,34 48,58 16,10
NAb reactivos (MniX) $180 134,30 53,71 43,32 21,93

B16 13,47 12,27 9,43 10,02

IFI (HT-29) ++ ++ ++ -
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Los resultados obtenidos en el estudio con los adenocarcinomas de colon

humano se pueden ver de forma detallada en la Tabla 11. Los sueros 1 y 2, que

presentaban unos niveles de NAb reactivos contra los HC-ET altos, detectaban el 100%

de los tumores A10+. Por el contrario, el suero 4, que fue seleccionado como suero con

baja reactividad, sélo era capaz de reconocer un 7 % de los tumores positivos para el

AcMo A10. En el caso del suero con una reactividad intermedia el 27% de los tumores

A10+ fueron detectados. Sin embargo, estos sueros eran mayoritariamente negativos

cuando se incubaban con tumores de colon A10- y también con el tejido sano negativo

circundante al tumor.

Tabla 11. Resultados de NAb reactivos contra adenocarcinomas de colon en suero de

individuos sanos (IFl en corte en criostato).

Tumores A10+

Tumores A10-

Muestra n=15 n=6
Tejido tumoral  Tejidonormal  Tejido tumoral  Tejido normal
AcMo A10 15/15 (100%) 0/15 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
12++ 15- 6- 6-
3+
Suero 1 15/15 (100%) 0/15 (0%) 0/6 (0%) 1/6 (17%)
6++ 15- 6- 1+
9+ 5.
o, o, o, o
Suero 2 15/15 (100%) 2/15 (13%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
6++ 2+ 6- 6-
9+ 13-
[*) o, o o
Suero 3 4/15 (27%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/6 (17%)
4+ 15- 15- 1+
9- 5.
0, 0, o o
Suero 4 1/15 (7%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/6 (0%)
1+ 15- 15- 6-
14-
- Negativo.

+ Reactividad moderada.
++ Reactividad alta.
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La Figura 17 representa un ejemplo de IFl de un tumor A10+, otro A10- y tejido
sano circundante, con el AcMo A10 y los sueros 1 y 2 (S1 y S2). Los dos sueros
empleados sdélo reconocen el tumor A10+, siendo negativos los tejidos sanos
adyacentes, en todos los casos. Se puede ver que el patréon de reactividad, usando el

A10 vy los sueros es muy parecido, reconociendo fundamentalmente la zona glandular.

Tejido tumoral A10- Tejido tumoral A10+ Tejido normal

Al0

[¥2)
N

wn
=
o. U. >.

Figura 17. NADb reactivos contra adenocarcinomas de colon humano en suero de individuos sanos medida
mediante IFl en corte de criostato.

Imdagenes captadas con un aumento de 40X (tejido tumoral) y 100X (tejido normal adyacente). El
AcMo A10 se utilizé a una diluciéon 1/200 y los sueros (S1 y S2) a una dilucion 1/20. IFI con FITC y
contratincidn con Azul de Evans.

AcMo A10 con tejido tumoral A10-.

AcMo A10 con tejido tumoral A10+.

AcMo A10 con tejido de colon normal.

Suero 1 con tejido tumoral A10-.

Suero 1 con tejido tumoral A10+.

Suero 1 con tejido de colon normal.

Suero 2 con tejido tumoral A10-.

Suero 2 con tejido tumoral A10+.

Suero 2 con tejido de colon normal.
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En la Figura 18 se pude observar la correlacion existente entre el grado de
positividad de los diferentes tejidos frente el AcMo A10 y los niveles de NAb reactivos
frente a los tumores, presentes en los 4 sueros analizados. Como se puede ver, existe
una fuerte correlacién entre la positividad frente a este anticuerpo y la presencia de
IgM natural reactiva en los sueros. Estos niveles de NAb son mayores en los sueros
muy positivos frente a los HC-ET (sueros 1 y 2), menores en el suero con un titulo

moderado (suero 3), y practicamente nulos para el suero negativo (suero 4).
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Figura 18. Correlacion entre el
grado de reactividad del
AcMo A10y los niveles de
NAb reactivos presentes en 4
sueros de individuos sanos,
frente adenocarcinomas
colorrectales humanos.

Los sueros humanos fueros
seleccionados por su titulo de
NADb reactivos frente a los HC-
ET (Sueros 1-2: alto. Suero 3:
moderado. Suero 4: bajo). Los
tejidos empleados
corresponden con 15
adenocarcinomas
colorrectales humanos A10+, 6
tumores A10-, y sus
correspondientes tejidos
normales adyacentes.
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2- TITULACION DE ANTICUERPOS DE CLASE IgM ESPECIFICOS FRENTE A
MOLECULAS A10+, EN RATONES INMUNIZADOS CON CELULAS ET
Tras haber observado una correlacién entre los tumores humanos y el HC-ET a
nivel de su reactividad con el AcMo A10 o NAb, quisimos valorar la posibilidad de
confirmarla mediante la produccion de anticuerpos IgM especificos. Para ello,
inmunizamos ratones con células ET como fuente de HC-ET A10 reactivos. Como
controles negativos empleamos células A10- (B16), el vehiculo en el que iban

suspendidas las células (PBS) y suero de ratones no inmunizados.
2.1. Carbohidratos procedentes de células ET (HC-ET)

Una vez concluidos los protocolos de inmunizacion y tras obtener el suero de
los animales tratados, procedimos a titular la IgM especifica frente a los HC-ET. La
valoracion de estos anticuerpos se hizo mediante ELISA, utilizando una recta patréon
con el AcMo A10 y expresando los resultados en microgramos de IgM especifica por
mL. La Figura 19 muestra la recta de regresion empleada para el calculo de la

reactividad de los sueros analizados.

7 =0,0227x+0,0236
ELISA HC-ET (A10) ! R2= of;gzs

1.8

1.4

oD

1.0

0,8

10 20 30 40 50 60 70 80 90
A10 (ug/mL)

Figura 19. Recta de regresion empleada para calcular la reactividad de anticuerpos IgM especificos

frente a los HC-ET en el suero de ratones inmunizados. La recta se hizo con el AcMo A10.
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Los resultados obtenidos se pueden ver detallados en la Tabla 12 y la Figura 20.
Como era de esperar, los niveles de IgM especifica frente a los HC-ET se incrementaron
de manera significativa en los animales inmunizados con la células ET irradiadas,
respecto los animales no inmunizados (22,3+8,2 vs. 3,8+3,2 ug/mlL; p=0,003). No
sucedid lo mismo con los animales a los que se les inoculd PBS o la linea celular B16

(A10-).

Tabla 12. Titulacion IgM especifica frente a los HC-ET en ratones inmunizados con ET.

Ratones inoculados con

Valor Nada PBS B16 ET
n=5 n=5 n=5 n=18
Mediato 3,8+3,2 3,3+1,7 4,813,3 22,318,2
p* n.s. n.s. 0,003

*: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparacién multiple por pares de Dunn.
Significacion comparando con grupo de ratones no inmunizados.
n.s.: no significativo.

IgM especifica
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Figura 20. Titulacion IgM especifica frente a los HC-ET en sueros de animales inmunizados con células ET.
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2.2. Lineas celulares/células

El siguiente paso fue valorar la presencia de IgM especifica frente varias lineas
celulares tumorales y células no tumorales, con distinta expresion del epitopo
reconocido por el AcMo A10, mediante experimentos de citometria de flujo. Como
parametro, se evalué la media de la fluorescencia obtenida (Mnl X). Utilizamos los
sueros de los grupos de animales inmunizados con las células ET. Como controles,
usamos los sueros de los animales inmunizados con la linea B16, los no inmunizados y

los sueros de grupo al que se le inyectd PBS ip.

Con este experimento intentamos establecer una correlacién entre los valores
de estos estos anticuerpos inducidos y el grado de positividad de la linea celular frente

al AcMo A10.

Utilizamos una serie de lineas celulares murinas y humanas, tanto A10+ como
A10-. Dentro de la bateria de lineas celulares humanas, analizamos 3 lineas diferentes
de adenocarcinomas colorrectales, con diferente grado de expresién del epitopo

reconocido por el AcMo A10.

La descripcion de las células que empleamos y su reactividad con el AcMo A10

se puede ver en la Tabla 13:

Tabla 13. Lineas celulares/células empleadas y su reactividad con el AcMo A10.

, . . _— Resultado AcMo
Linea celular/células  Origen Descripcion

A10 (Mnl X)

Ehrlich Murino Adenocarcinoma de origen mamario 943,60
Sarcoma 180 (5180) Murino Sarcoma derivado de metastasis 49,20
Células de bazo Murino Células de bazo de ratones C57BL/6J 1,77
B16 Murino Melanoma 3,78
PBL Humano Células de sangre periférica 4,08
K562 Humano Eritroblastoma 4,61
Raji Humano Linfoblastoma 2,70
Colo 205 Humano Adenocarcinoma de colon 4,28
Snu-cl Humano Adenocarcinoma de colon 22,4
Colo 320 Humano Adenocarcinoma de colon 34,8
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2.2.1. Lineas murinas

Como se puede ver en la Figura 21, los resultados que obtuvimos indicaron que
solo los animales inmunizados presentaron un aumento de la IgM especifica. En el caso
de los ratones inmunizados con las células ET, se vio un incremento significativo de la
IgM especifica frente las lineas celulares A10+ (ET y S180), respecto los valores basales.
Los valores obtenidos, en el caso de las células ET, fueron de 657+243 y 2+0,4
(p<0,001). Cuando se analizé la IgM especifica frente al S180, los resultados fueron de
28,7+16,2 y de 3,4+0,4, para estos mismos grupos de sueros (p=0,002). Por otro lado,
los animales inmunizados con las células tumorales B16 presentaron un titulo alto de
IgM especifica frente estas células, comparando con los valores basales (51,8+10,4 vs.

2,3+0,1; p<0,001).

No se encontraron apenas niveles de IgM especifica frente aquellas lineas que

eran Al10-, ni en el caso de los animales control.
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Figura 21. Reactividad IgM especifica en sueros de ratones inmunizados. Lineas tumorales o células

murinas.

Estadistica: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparaciéon multiple por pares de Dunn.

Significacién comparando con grupo de ratones no inmunizados.
n.s.: no significativo.
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2.2.2. Lineas humanas mieloides

Cuando analizamos la IgM especifica frente células humanas, de estirpe
mieloide o linfoide (A10-), los niveles de anticuerpos de clase IgM especificos se
mantuvieron cerca de los valores basales que presentaban los ratones no inmunizados.
La Figura 22 detalla estos resultados. No se encontraron diferencias significativas entre
la IgM de los ratones inmunizados con las células ET y los controles, frente ninguna de

las células probadas.
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Figura 22. Reactividad IgM especifica en sueros de ratones inmunizados. Lineas tumorales o células
humanas mieloides.

Estadistica: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparacién multiple por pares de Dunn.
Significacién comparando con grupo de ratones no inmunizados.
n.s.: no significativo.
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2.2.3. Lineas de adenocarcinomas colorrectales humanos

Por dultimo, valoramos la presencia de IgM especifica frente varias lineas
celulares de adenocarcinomas cororrectales humanos. Como se puede ver en la Figura
23, sélo los animales inmunizados con las células ET presentaron un incremento
significativo de los valores de IgM especifica respecto los valores basales, y sélo frente
a las lineas celulares A10+. Este incremento fue de 13,2+1,9 vs. 2,1+0,4 (p<0,001) para
la linea Snu-c1 (AcMo A10=22,4). En el caso de la linea Colo-320 (AcMo A10=34,8), los
resultados fueron de 15,9+7,1 vs. 4+0,5, (p<0,001). No se observé ningin aumento de

los niveles de IgM especifica contra la linea Colo-205, que era A10- (AcMo A10=4,28).
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Figura 23. Reactividad IgM especifica en sueros de ratones inmunizados. Lineas celulares de
adenocarcinomas de colon humano.

Estadistica: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparacion multiple por pares de Dunn.

Significacién comparando con grupo de ratones no inmunizados.
n.s.: no significativo
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2.3. Tumores humanos

Por ultimo, se valord si los sueros de los animales inmunizados presentaban
IgM especifica frente al tejido tumoral de colon humano y si esta reactividad

correlacionaba con la expresién del epitopo reconocido por el AcMo A10.

Para la realizacion de este estudio, y como en el caso de los NAb, utilizamos dos

tipos de tejido tumoral colorrectal:

1- Linea tumoral de colon humano HT-29, crecida “in vivo” en forma de tumor
xenogénico.
2- Piezas quirurgicas/biopsias de tumores de colorrectales humanos (tejido
tumoral y tejido sano adyacente).
Ademas, realizamos un ensayo de adsorcién, intentando bloquear la IgM
especifica presente en los sueros de los animales inmunizados. Para ello, empleamos

las células ET como fuente de Cal0.

Tanto el tumor HT-29 como las piezas quirdrgicas de cdncer colorrectales,
fueron evaluados semi-cuantitativamente mediante ensayos de inmunofluorescencia

en cortes en criostato.

2.3.1. Tumor HT-29

Se valoraron los sueros de los animales inmunizados utilizados en los
experimentos anteriores. Como control negativo se utilizaron los sueros de los grupos

de ratones no inmunizados y de los ratones a los que se les inoculd PBS.

La Tabla 14 resume los resultados obtenidos. Los sueros de los ratones
inmunizados con las células ET fueron mayoritariamente positivos (94,44%). Ademas,
los sueros control de los ratones no inmunizados y de los animales a los que se les

administré PBS no presentaron IgM especifica frente al tumor HT-29.
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Tabla 14. IgM especifica frente el tumor HT-29 en suero de ratones inmunizados medida
mediante IFl en corte de criostato.

Tejido No inmunizados PBS Inmunizados con ET
n=5 n=5 n=18
m—m ]29 0/5 (0%) 0/5 (0%) 17/18 (94,44%)
5- 5- 5+++
6++
6+
1-
- Negativo.

+ Reactividad baja.
++ Reactividad moderada.
+++ Reactividad alta.

La Figura 24 representa varios ejemplos de IFl usando el tumor HT-29 con el
AcMo A10, un suero de un ratdén no inmunizado, un suero de un ratén al que se le
inoculé PBS y un suero de un animal inmunizado con las células ET. Como se puede
ver, la fluorescencia con el animal inmunizado es muy intensa si se compara con los

sueros control.
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Figura 24. IgM especifica frente el tumor HT-29 en suero de ratones inmunizados medida mediante IFI
en corte en criostato.

Imégenes captadas con un aumento 200X. El A10 se utilizé a una dilucién 1/200 y los sueros a
una dilucién 1/50. IFI con FITC y contratincidn con Azul de Evans.

A.

B.
C.
D
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Control - (HT-29 con suero de raton no inmunizado).
Control + (HT-29 con el AcMo A10).

Suero de animal inoculado con PBS con tejido HT-29 (-).
Suero de animal inmunizado 10’ células ET (++).
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2.3.2. Tejido tumoral de biopsias/piezas quirurgicas de colon humano

Tras analizar los datos obtenidos en el punto anterior, quisimos ampliar el
estudio utilizando tejido colorrectal tumoral humano. Como en el caso de los NAb,

usamos tejido proveniente de piezas quirurgicas o biopsias.

En el estudio se incluyeron 15 adenocarcinomas colorrectales. De ellos, 14 eran
A10+ y 1 era A10-. Como control negativo, se utilizd el tejido normal de colon

proveniente del mismo paciente (tejido adyacente al tumor).

Analizamos la IgM especifica presente en el suero de 8 ratones del grupo
inmunizado con células ET, 2 a los que se les inoculd PBS y 2 ratones control sin

inmunizar.

En la Tabla 12 se puede ver un resumen de los resultados obtenidos con estos
sueros. La mayoria de los sueros de los animales inmunizados con las células ET (78%)
presentaron IgM especifica frente a los tumores colorrectales, con diferente grado de
intensidad. Por otro lado, algunos de los animales inoculados con PBS (7/30) también
presentaron reactividad IgM, aunque con una sefial baja. Todos los sueros de los
animales control no inmunizados fueron negativos, cuando se incubaron con los

tejidos tumorales.

Cuando se valord la IgM especifica frente el tejido sano adyacente, solo alguno
de los sueros del grupo de los animales inmunizados con las células ET, presentaron
reactividad (30/120). Como se puede ver en la Tabla 15, el porcentaje de muestras
positivas obtenidas, fue muy parecido al porcentaje de tejidos aparentemente sanos,
que a su vez eran A10+. Todos los sueros control analizados fueron negativos frente al

tejido normal de colon.
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Tabla 15. Resumen de resultados de IgM especifica frente adenocarcinomas de colon
humano en el suero de ratones, medida mediante IFl en corte en criostato.

Suero de ratones inmunizados

Tejido AcMo A10 n.i. PBS ET
n=30 n=30 n=120
Adenocarcinoma  14/15 (93%) 0/30 (0%) 7/30 (23%) 94/120 (78%)
de colon 14+ 30- 7+ 13+++
1- 23- 30++
51+
26-
Colon sano 4/15 (27%) 0/30 (0%) 0/30 (0%) 30/120 (25%)
4+ 30- 30- 1++
9- 29+
90-

n.i.: ratéon no inmunizado.
- Negativo.

+ Reactividad baja.

++ Reactividad moderada.
+++ Reactividad alta.

En las Figuras 25 y 26 se representa un ejemplo de IFl de un tumor de colon
A10+ y su tejido normal adyacente, incubados con el AcMo A10 y con cada uno de los

grupos de animales estudiados.

En la Figura 27 se pude observar la correlacién existente entre el grado de
positividad de los diferentes tejidos frente el AcMo A10 y los niveles de IgM especifica
presente en un suero elegido al azar de cada uno de los grupos analizados. Como se
puede ver, existe una fuerte correlacion entre la positividad frente a este anticuerpo
monoclonal y la presencia de IgM especifica en los sueros. Estos niveles de IgM son
altos en el suero del animal inmunizado con las células ET y practicamente nulos en los

sueros de los animales control no inmunizado o tratados con PBS.
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C

Figura 25. IgM especifica frente adenocarcinomas de colon humano en suero de ratones. IFl en corte en
criostato. Tejido tumoral.

Imagenes captadas con un aumento de 200X. El AcMo A10 se utilizé a una dilucién 1/200 y los sueros a
una dilucidn 1/50. IFI con FITC y contratincidn con Azul de Evans.

A. Suero de ratén no inmunizado (-).

B. AcMo A10 (++).

C. Suero de animal inoculado con PBS (-).

D. Suero de animal inmunizado 10’ células ET (++).
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Figura 26. IgM especifica frente adenocarcinomas de colon humano en suero de ratones. IFl en corte de
criostato. Tejido sano adyacente.

Imagenes captadas con un aumento de 100X. El A10 se utilizé a una dilucién 1/200 y los sueros a una
dilucién 1/50. IFI con FITC y contratincion con Azul de Evans.

A. Suero de ratén no inmunizado (-).

B. AcMo A10 (-).

C. Suero de animal inoculado con PBS (-).

D. Suero de animal inmunizado 10’ células ET (-).
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Figura 27. Correlacion entre el
grado de reactividad con el
AcMo A10y el grado de
reactividad IgM frente
adenocarcinomas
colorrectales humanos, en los
sueros de los ratones
inmunizados (IFl en corte de
criostato).

Los sueros murinos empleados
corresponden con un caso al azar
de cada uno de los grupos de
animales estudiados: ratones
normales no inmunizados,
inoculados con PBS e inmunizados
con células ET. Los tejidos
testados fueron 15
adenocarcinomas colorrectales
humanos y sus correspondientes
tejidos normales adyacentes.
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2.3.4. Inhibicion de la reactividad IgM especifica

Con objeto de verificar la especificidad de los anticuerpos presentes en el suero
de los animales inmunizados frente las células ET, y poder demostrar que el/los
epitopo/s reconocidos por ellos, se encuentran tanto en células murinas, como en

células humanas, disefiamos un ensayo de inhibicion.

Como tejido humano A10+, usamos el tumor xenogénico de colon HT-29. Como
inhibidor A10+ empleamos a las células ET y como inhibidor A10-, las células del tumor
B16. Se analizaron un total de 9 sueros murinos, procedentes del grupo de animales

inmunizados con células ET.

La Tabla 16 detalla los resultados obtenidos. Todos los sueros eran positivos
con el tumor de HT-29. Cuando estos sueros se preincubaban con las células ET, la
reactividad IgM especifica frente este tumor desaparecia completamente. Sin
embargo, cuando la linea celular que se empleaba era la B16 no se perdia la

reactividad IgM, en ninguna de las muestras.

Tabla 16. Resultados de inhibicion de IgM especifica frente el tumor HT-29 presente en el
suero de ratones inmunizados con células ET, medida mediante IFl en corte de criostato.

Muestra adsorbida con

Muestra sin adsorber

Muestra h=9 Células ET Células B16
n=9 n=9
Control - - - -
AcMo A10 +++ - +++
Sueros ratones ET (9) 9/9 (100%) 0/9 (0%) 9/9 (100%)
1+++ 9- 1+++
5++ 5++
3+ 3+
- Negativo.

+ Reactividad baja.
++ Reactividad moderada.
+++ Reactividad alta.
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En la Figura 28 se puede observar la inhibicidn del AcMo A10, junto con un ejemplo de

suero de animal inmunizado con las células ET e inhibido con células ET o B16.

Sin
inhibir

Inhibido
con ET

Inhibido
con B16

Al10 Raton inmunizado con ET

Figura 28. IgM especifica frente el tumor HT-29 en el suero de ratones. IFl en corte de criostato.
Experimentos de inhibicién.

Imagenes captadas con un aumento 200X. El A10 se utilizé a una dilucién 1/200 y los sueros a una
dilucién 1/50. IFI con FITC y contratincion con Azul de Evans.

A.

mmoow®

AcMo A10 sin inhibir (++).

Suero de animal inmunizado 10’ células ET sin inhibir (++).

AcMo A10 inhibido con células ET (-).

Suero de animal inmunizado 10’ células ET e inhibido con células ET (-).
AcMo A10 inhibido con células B16 (++).

Suero de animal inmunizado 10 células ET e inhibido con células B16 (+4).
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3- EFECTO BIOLOGICO DE LOS ANTICUERPOS DE CLASE IgM
3.1. Efecto citotdxico de los NAb humanos

Tras confirmar la existencia de NAb reactivos frente a los HC-ET, en el suero de
individuos sanos, quisimos valorar si podian tener algun efecto bioldgico frente las
células tumorales, como puede ser la aparicion de fendmenos de citotoxicidad

dependiente de complemento (CDC).

Para la consecucidn de este objetivo, seleccionamos una serie de 15 sueros con
reactividad de NAb baja y 15 con reactividad media/alta frente a los HC-ET. Tras
optimizar una técnica para medir el posible efecto citotdxico de los sueros (ensayo
colorimétrico del MTT), valoramos in vitro dicho efecto, utilizando estos sueros
humanos, complemento de conejo y células A10+. Las células que empleamos fueron

las ET.

En el apartado de Material y Métodos se describe la férmula que aplicamos

para el calculo del efecto citotdxico.

Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Figura 29. Los sueros
con reactividad media/alta presentaron una capacidad de lisis significativamente
mayor que los sueros con un reactividad baja (33,4+8,9 vs.16,5+13,5, respectivamente;

p<0,001).
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Figura 29. Citotoxicidad mediada por complemento de sueros humanos frente células ET.
Grupos de media/alta y baja reactividad.

3.2. Efecto citotdxico de los anticuerpos presentes en los sueros de los ratones

inmunizados

Ademas, se valoro si los sueros de los animales inmunizados con las células ET
irradiadas, tenian un efecto citotdxico mayor que los sueros de los otros grupos de

animales empleados.

Los sueros que se analizaron fueron: animales control sin inmunizar, control
inoculado con PBS, inmunizados con células B16 e inmunizados con ET. El efecto
citotoxico fue valorado in vitro (MTT), utilizando los sueros de los ratones,
complemento de conejo y células A10+. Las células utilizadas fueron las del tumor

murino de Ehrlich.

La Figura 30 representa los resultados obtenidos. Dichos resultados nos

indicaron que los sueros tenian capacidad para lisar, en presencia de complemento, las
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células ET. Los sueros de los ratones inmunizados con las células ET, presentaron una
capacidad de lisis significativamente mayor que los sueros de los ratones sin inmunizar
(67,518 vs.15,7+4,7 respectivamente; p=0,002). Cuando se compard con los sueros de
los animales inmunizados con las células B16 se obtuvo también una diferencia
significativa (67,5+18 vs.15,5+6,4; p=0,003), quedando descartado un posible efecto

citotoxico inespecifico.

100 —+
90 —+ p=0,002
80 —+ =
70 —+ +
“ 60 +
K% 0 p=0,003
X
R ST
1= 23 449 5 15,516,4 +
30 + Ratones no P
inmunizados Ratones B16(—_‘,7’ 5+18
20 — ¥ T Ratones ET
=+ =+
10 — + Ratones PBS l_
0

Figura 30. Citotoxicidad mediada por complemento frente células ET usando los sueros de los ratones
inmunizados.

Estadistica: Prueba de Kruskal-Wallis usando comparaciéon multiple por pares de Dunn.

Significacién comparando con grupo de ratones no inmunizados o inmunizados con células B16.
n.s.: no significativo.
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4- TITULACION DE ANTICUERPOS DE CLASE IgM ESPECIFICOS FRENTE CELULAS ET
EN RATONES INMUNIZADOS CON CELULAS TUMORALES HUMANAS A10+

Se estudié si era posible inmunizar a ratones con una linea tumoral A10+
humana y generar una respuesta de anticuerpos de clase IgM especificos frente células

murinas A10+.

Inmunizamos un grupo de ratones con la linea tumorales de pulmén humana H-
1355, que es A10+. Como control positivo inmunizamos a varios animales con las
células ET. Como control negativo se utilizd un grupo de ratones inmunizados con

células B16 y otro de animales no inmunizados.

La descripcion de las lineas tumorales utilizadas se puede ver detallada en la

Tabla 17.

Tabla 17. Lineas celulares empleadas en las inmunizaciones.

, . _— Resultado AcMo
Linea celular Origen Descripcion

A10 (Mnl X)
H-1355 Humano Adenocarcinoma de pulmdn 296,4
Ehrlich Murino Adenocarcinoma de origen mamario 369,8
B16 Murino Melanoma 3,8

Tras finalizar los protocolos de inmunizacion se cuantifico la 1gM especifica
frente las lineas tumorales empleadas. Como se puede ver en la Figura 31, los animales
inmunizados con la linea tumoral H-1355 experimentaron un incremento significativo
de la IgM especifica frente a la linea celular ET y contra ella misma, respecto los
animales sin inmunizar. A su vez, los animales inmunizados con las células ET
presentaron un aumento de la IgM especifica frente ella misma y contra las células H-
1355. Por el contrario, en los animales inmunizados con las células B16 no se encontré

aumento de la IgM especifica frente las otras lineas tumorales.

Como esperabamos, la inmunizacién con células A10+ humanas induce un
incremento de los niveles de IgM especifica frente a las células tumorales A10+

murinas, y vicecersa.

129



Resultados

300 400 * .
171,8451,8 Ratones ET
Ratones ET 350 *
250
235,2+105,4
- * I + o
= E=3 Ratones
E 1 E 250 H-1355
= + T < 291,6+33 4 5
é 150 Ratones é 200
8 1 H-1355 F
o
3 216,8+49,8 %0
S 100 =
B0 Ratones B16 20
Rat 100 Ratones B16 '
atones no
50 - inmunizados © 4,312,2 7426
+ Ratones no 12,
4'4i1'7 6,5£3 inmunizados
0 — == 0 - —e
a) H-1355 b) ET
100
90 %
80
= 70 - +
€
2 60
: |
= 50 +
o Ratones B16
§ a0 - 178,7+44.8
% 1/ 186,5¢70,9
% 4,3+17 208,2+£53,6 Rt
T atones
=
< SSil=S
0 1
c) B16

Figura 31. Reactividad IgM en sueros de ratones inmunizados. Células humanas y murinas A10+.

* Diferencia estadisticamente significativa: p>0,05.
Prueba de Kruskal-Wallis usando comparacién multiple por pares de Dunn.
Significacidn comparando con grupo de ratones no inmunizados.
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5- PURIFICACION DE LOS CARBOHIDRATOS LIBERADOS AL MEDIO CELULAR POR
EL ET (HC-ET)
Con objeto de poder caracterizar el HC-ET reconocido por el AcMo A10, que

denominamos Cal0, se disefid y optimizd una técnica, alternativa a la empleada
anteriormente, que nos permitiera la obtencién de una mayor cantidad de estos
carbohidratos. Como fuente, utilizamos aquellos que son liberados de forma

espontanea al medio extracelular en los cultivos ET.

Como procedimiento de purificacion utilizamos un método exclusivamente
fisico (ultrafiltracidon tangencial), aprovechando el alto peso molecular que tiene el
Cal0. Tras probar varios protocolos, el que dio mejor resultado fue aquel que se

encuentra descrito en el apartado de Material y Métodos.

Para la caracterizacion del Cal0 y para estudiar la consistencia del método,
purificamos un total de 5 lotes de HC-ET. Se procedié a medir las proteinas presentes
en la muestra, para comprobar que habiamos conseguido eliminarlas. Ademas, para
confirmar que habiamos retenido el Cal0 realizamos una cuantificacién mediante un
ELISA tipo sandwich, usando el AcMo A10. Como recta patrén de Cal0 usamos un lote

gue habia sido purificado con el método anterior del fenol-cloroformo.

Como se pueden ver en la Tabla 18, los valores finales de proteina obtenidos

fueron de 2,87+2,44 mg y los de Ca10 fueron de 4,08x10°+0,67x10° UA.

Tabla 18. Cuantificacion de proteina total y de Cal0 en la muestra antes y después del

proceso de purificacion mediante ultrafiltracién tangencial.

Lotesnd_: Cal0 Proteina (mg) Cal0 (UA)
Mediato inicial 296,68+125,43 6,86x10%+2,23x10°
Mediato final 2,87+2,44 4,08x10°+0,67x10°

La Figura 32 representa el rendimiento obtenido, en términos de proteina y

actividad Cal0. Los valores fueron 0,95+0,62% y 63,92+21,16%, respectivamente. En
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otras palabras, la cantidad de proteinas que conseguimos eliminar se acercé al 99% y

la cantidad de Cal0 que conservamos fue del 64%, respecto a la cantidad inicial.
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Figura 32. Rendimiento de la purificacion del Cal0 mediante ultrafiltracion tangencial.

En la Tabla 19, se describe el analisis de la actividad especifica de uno de los lotes
escogidos al azar (Lote 4). Mediante el proceso de ultrafiltracidon tangencial fuimos capaces
de incrementar 86 veces la actividad especifica del Cal0, desde las 5,9 UA/ug de liofilizado
inicial hasta las 508,9 UA/ug de liofilizado final. Tomando como criterio las UA por unidad de
masa proteica (medida por Bradford), esta actividad se ve incrementada 173 veces, desde

las 25,5 UA/ug inicial hasta las 4403,8 UA/ug final.

Tabla 19. Purificacion de Ca10 mediante ultrafiltracidn tangencial. Actividad especifica.

Actividad Actividad

Volumen Masa Masa . . rer cer
Calo muestra liofilizada proteina Actividad especifica especifica
(mL) (1g) (1g) total (UA) (UA/ug (UA/ug
masa total)  proteina)
Inicial 4000 2,36x10°  548,31x10° 14x10° 5,9 25,5
Final 250 13,5x10° 1,56x10° 6,87x10° 508,9 4403,8
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6- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS HC-ET
Tras ver la correlacion existente entre la reactividad IgM (natural o inducida)
frente los HC-ET, y el grado de positividad frente el AcMo A10, quisimos hacer una
caracterizacion mas detallada de estos carbohidratos de superficie. Entre ellos se

encuentra la molécula reconocida por el AcMo A10 en el ET (Cal0).

Una vez obtenida la fraccion mayor de 300 KDa, enriquecida en Calo, el

siguiente paso fue su caracterizacion molecular. Para ello, realizamos los siguientes

estudios:

Caracterizacion inicial

Interaccion con lectinas de plantas y con oligosacdridos

Inhibicidn de la reactividad del AcMo A10 con azucares

Estudios de ruptura del enlace glicosidico

Estudios con inhibidores metabdlicos de la N y O-glicosilacion

6.1. Caracterizacion inicial

Se realiz6 un analisis preliminar del HC-ET para obtener una informacion general
de su composicidon. La caracterizacidon de la muestra se hizo mediante cromatografia de
gases y resonancia magnética nuclear, segun se describe en el apartado de Material y
Métodos. La caracterizacién de los monosacaridos presentes en la muestras nos indicé

gue los residuos que la componen son principalmente galactosa, glucosa, glucosamina y

manosa (Tabla 20).

Tabla 20. Monosacaridos presentes en la muestra enriquecida en los HC-ET.

Monosacarido Porcentaje (%)

Galactosa 15,03

Glucosa 14,74
Glucosamina 9,85
Galactosamina 0,45
Manosa 4,83
Ramnosa 0,80
Arabinosa 0,52
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Haciendo un analisis de metilacién pudimos ver que las uniones de los
monosacaridos que comprenden la parte oligosacaridica de la muestra, en los
extremos no reductores, eran en su mayoria [-3)-Galp-(1-], [-4)-GlcpNH,-(1-] y [-4)-

Glcp-(1-] (Tabla 21).

Tabla 21. Monosacdridos presentes en los extremos no reductores de la muestra enriquecida en
los HC-ET.

Monosacarido Porcentaje (%)
-Hexp-(1- (Glc/Man) 10,69
-Galp-(1- 12,53
-4)-Glcp-(1- 11,23
-3)-Galp-(1- 29,80
-6)-Galp-(1- 2,59
-3,6)-Manp-(1- 6,29
-3,6)-Galp-(1- 8,68
-4)-GlcpNH,-(1- 18,19

El componente de naturaleza proteico contenido en la muestra era bajo, con una

mayor proporcién de los aminodcidos glutamina, asparagina y leucina (Tabla 22).

Tabla 22. Aminoacidos presentes en la muestra enriquecida en los HC-ET.

Aminoacido Masa (ng) Porcentaje (%)
Asp 2.674,77 10,53
Thr 1.481,26 5,83
Ser 1.875,13 7,39
Glu 3.698,85 14,57
Gly 1.189,86 4,69
Ala 1.435,69 5,65
Cys 222,33 0,88
Val 1.558,68 6,14
Met 699,05 2,75

lle 1.439,59 5,67
Leu 2.656,85 10,46
Tyr 943,20 3,71
Phe 1.521,86 5,99
His 677,27 2,67
Lys 1.987,45 7,83
Arg 1.328,28 5,23
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No se encontraron niveles significativos de acidos grasos en la muestra.

De esta forma, se pudo concluir que nuestra muestra presentaba una alta
proporcién de componente sacarido, con bajo contenido en proteinas y nula presencia de
acidos grasos (Tabla 23). Los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) nos
confirmaron estos resultados. Se observé una alta heterogeneidad del material de la
muestra, encontrando dos claros componentes, localizados en las regiones de los

carbohidratos y de las proteinas.

Tabla 23. Composicion de la fraccién enriquecida en los HC-ET.

Componente Porcentaje (%)

Carbohidrato 88,2
Proteina 11,7
Lipidos <01

6.2. Interaccidén con lectinas de plantas e inhibicidn con oligosacaridos

Se analizd el sobrenadante de cultivo celular y las fracciones obtenidas durante
el proceso de purificacion de los HC-ET (>300 KDa y <300 KDa). Para ello se utilizd una
técnica de microarrays de lectinas, con distintas especificidades. Como muestras
control utilizamos glicoproteinas cuyos epitopos de unién y de reconocimiento
molecular estan perfectamente estudiados (Mucina 1, ribonucleasa A y B, fetuina,
fibrindgeno...). El sobrenadante de cultivo y todas las fracciones obtenidas fueron
preparadas para ser impresas en la membrana de nitrocelulosa (soporte/porta donde

se lleva a cabo la incubacién), a diferentes concentraciones.

Para conocer y tener informacidon acerca de la composicidon de las diferentes
fracciones, las membranas de nitrocelulosa con las muestras impresas fueron
incubadas con diferentes lectinas de plantas (SBA, LEA, DSL, ConA, WFA, etc). Se
hicieron dos experimentos en paralelo, uno para ver la unién de las fracciones con las
diferentes lectinas y otro de inhibicion, afiadiendo al mismo tiempo que las lectinas el

azucar o ligando especifico que reconoce cada una de ellas.
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Como se puede ver en la Tabla 24, las lectinas que reconocen GIcNAc (DSL y
LEA) interaccionaron con los HC-ET, tanto en el sobrenadante completo como en la
fraccion del retenido (>300 KDa). Ademas, esta interaccion era fuerte, ya que en
presencia del inhibidor (GlcNac) se mantuvo la union (Figura 34). Por otro lado, el resto
de las lectinas utilizadas tenian escasa reactividad, lo que sugiere que estos residuos de

azucares no estan presentes en la muestra.

Tabla 24. Resultados de la reactividad frente los HC-ET usando a un panel de lectinas.

Lectina (acrénimo) Carbohidrato especifico (ligando) Reactividad con Cal0
MAA NeuAca(2-3)GalB(1-4)GIcNAc Baja
DSL GIcNAc Alta
LEA GIcNACc Alta
SBA GalNAc Baja
BSL Gal Baja
WFA GalNAc Baja
Con-A aMan Baja
SNA NeuAca(2-6)Gal Baja
PNA GalB(1-3)GalNAc Baja
LPA Acido sialico Baja
HPA GalNAca(1-3)GalNAc Baja
WGA Acido sialico Baja

En la Figura 33 se representa la interaccion con las lectinas LEA y Con-A. Como
se puede ver, la lectina LEA sdlo reconoce su ligando en el sobrenadante de cultivo y
en la fraccion >300 KDa (HC-ET purificado), con y sin inhibidor. Sin embargo, la lectina
Con-A sélo se une al sobrenadante. Ademads, en presencia de manosa (inhibidor)
desaparece su union, teniendo la lectina mas afinidad por la manosa que por el
sobrenadante. Por otro lado, el grado de reconocimiento es dependiente de la
concentracion de los HC-ET fijado a la membrana. Estos resultados nos indicaron que la
estructura reconocida por la lectina LEA, sdlo estd presente en la fraccidn de alto peso

molecular.
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Figura 33. Representacion grafica de las lectinas LEA y Con A y su unién con las diferentes
fracciones en el proceso de purificacion del carbohidrato Cal0.

Las lectinas LEA y Con-A se probaron con cada fraccion, en ausencia y presencia de su
inhibidor/ligando natural (GlcNac y manosa, respectivamente).
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6.3. Inhibicion de la reactividad A10 en presencia de azticares especificos

Al igual que en el experimento anterior, las muestras con las distintas
fracciones fueron impresas en la membrana de nitrocelulosa. Se estudid la uniéon del
AcMo A10 a estas fracciones. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con el
AcMo A10 y con diferentes azucares (de diferente tamafio y complejidad), para hacer
ensayos de competicion. Como se observa en la Figura 34, existe una unién especifica
del AcMo A10 con el sobrenadante completo y la fraccion del retenido (>300 KDa), y

no con las otras fracciones.

Ademas, en presencia de algunos de los azucares, se produce una inhibicion de

la unidén entre las fracciones y el anticuerpo.
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Figura 34. Resultados de la inhibicién de la union del AcMo A10 a los extractos en presencia de azlcares
especificos.
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En la Tabla 25 se puede ver como la quitotriosa, la lacto-N-triaosa y el core 3
glicano de mucinas inhiben la unidon del AcMo A10 al Cal0 purificado (++; entre un 40y
60% de inhibicion sobre el control sin inhibir). Por el contrario, el resto de los azlcares

testados no producian inhibicién o era muy débil.

Tabla 25. Resultados de los ensayos de inhibicion del AcMo A10 con diferentes azticares.

AzuUcar Grado de inhibicion

Glucosa +

Galactosa -

GIcNACc -

GalNAc -

Quitotriosa ([GIcNAc-B(1-4)]s) ++
Lacto-N-triaosa (GIcNAc-B(1-3)-Gal-B(1-4)-Glc) ++
Core 3 de mucinas (GlcNAc-B(1-3)-GalNAc) +
Manosa -

NANA -

Fucosa -

Lactosa -

Sialilactosa -

Melobiosa -

6.4. Ruptura del enlace glicosidico (carbohidrato-proteina)

Se utilizaron varios tratamientos para intentar romper el enlace glicosidico
presente entre la parte proteica y la parte oligosacaridica. Se llevaron a cabo dos tipos
de abordaje, uno quimico mediante el uso de NaOH y otro enzimatico, usando N-/O-

glicosidasas. Para valorar la ruptura de este enlace utilizamos técnicas de RMN.

El tratamiento quimico con NaOH, produjo la ruptura del enlace proteina-
carbohidrato. En la Figura 35, se puede apreciar la aparicién de un nuevo proton en la
zona anomérica del espectro de la muestra tratada (linea roja), que se corresponde
con la ruptura del enlace glicosidico, en comparacidn con una muestra control sin

tratar (linea azul).
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Figura 35. Estudio por RMN de los HC-ET purificados tras tratar la muestra con NaOH

Espectros monodimensionales adquiridos con un iman de 500MHz, donde se representan los desplazamientos
quimicos de los protones de la muestra en una sola dimensidn.

Por otra parte, los resultados obtenidos tras los tratamientos enzimaticos
mostraron la ruptura proteina-carbohidrato sdlo cuando se utilizaron las N-glicosidasas
(Figura 36A). Se puede observar, al igual que con el tratamiento quimico, la aparicién
de un nuevo protén anomérico en la muestra tratada (linea azul), respecto la muestra
control (linea roja). Por el contrario, no se encontraron diferencias en caso del

tratamiento con O-glicosidasas, comparado con la muestra control (Figura 36B).

Los resultados indicaron que la muestra contenia mayoritariamente enlaces N-

glicosidicos.
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Figura 36. Estudio por RMN de los HC-ET purificados tras tratar la muestra con endo-glicosidasas.
Espectros monodimensionales adquiridos con un iman de 500MHz, donde se representan los

desplazamientos quimicos de los protones de la muestra en una sola dimension.
A: Tratamiento con N-glicosidasas y B: tratamiento con O-glicosidasas.
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6.5. Ensayos con inhibidores metabdlicos de la N y O-glicosilacion

Por ultimo, y tras los resultados obtenidos en los experimentos anteriores,
guisimos confirmar la presencia de N-glicoconjugados en la estructura del Cal0. Para
ello, se realizaron varios experimentos de inhibicidn metabdlica de la N- y O-
glicosilacion. Para la inhibicion de la N-glicosilacidon utilizamos la molécula tunicamicina

y para la O-glicosilacidn, el compuesto bencil-a-GalNAc.

Antes del tratamiento con los inhibidores, las células ET fueron tripsinizadas,
con el objetivo de eliminar todo el Cal0 de la superficie celular. Como puede verse en
la Figura 37, la tripsinizacion de las células ET elimina de forma notable la presencia de

las moléculas Cal0 en su superficie.

N2 de células

50

Células ET tripsinizadas

38

25

13

10° 10* 102 103 104
Nivel de expresion del carbohidrato A10 en la superficie celular

Figura 37. Efecto de la tripsinizacion sobre la expresion del Cal0 en la superficie de las células ET.

El cultivo de células ET fue tratado con tripsina (0,35 mg/mL) durante 30 min a 37°.

Tras la tripsinizacion, se afiadieron a los cultivos los inhibidores tunicamicina o
bencil-a-GalNAc y se incubd toda la noche. A la mafiana siguiente, se recogieron las
células y se valoré la expresion del Cal0 en su superficie celular. Como puede verse en

la Figura 38, el tratamiento con tunicamicina inhibid la expresién del carbohidrato
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Cal0, comparado con el cultivo control sin tratar. Sin embargo, con la molécula bencil-

a-GalNAc, se produjo una recuperaciéon de la expresién del Cal0, durante el tiempo

que estuvo de incubacién (Figura 39). Los resultados obtenidos confirmaron que la

molécula reconocida por el AcMo A10 es dependiente de N-glicosilacion y no de O-

glicosilacion.
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Figura 38. Inhibicion de la N-glicosilacion mediante tratamiento con tunicamicina.

El cultivo de células ET fue tratado con tripsina (0,35 mg/mL) durante 30 min a 37°. Posteriormente
fueron tratadas con 5 pg/mL de tunicamicina y cultivadas durante toda la noche. Se muestran los
resultados de tres experimentos independientes (n = 3).

* p<0,05.
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Figura 39. Inhibicion de la O-glicosilacion mediante tratamiento con bencil-a-GalNAc .

El cultivo de células ET fue tratado con tripsina (0,35 mg/mL) durante 30 min a 37°. Posteriormente
fueron tratadas con bencil-a-GalNAc (4 mM) y cultivadas durante toda la noche. Se muestran los
resultados de tres experimentos independientes (n = 3).

* p<0,05.
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DISCUSION

El estudio de la respuesta antitumoral que se produce tras la inmunizacion con células
ET desvitalizadas, permitié a nuestro grupo establecer que la respuesta que se genera
es fundamentalmente de anticuerpos de clase IgM especificos frente a carbohidratos
del tumor (272). Este incremento de IgM esta relacionado con la proteccion frente a
un inéculo posterior de células vivas (272). Ademas, sabemos que existen cepas de
ratones incapaces de generar esta respuesta de clase IgM, y por tanto de quedar

inmunizadas y protegidas (272).

En otros sistemas experimentales, se ha descrito la falta de respuesta a la
inmunizacion frente antigeno de naturaleza carbohidrato en las cepas que no tienen
anticuerpos naturales (NAb) contra los azucares estudiados (179). En este contexto,
sabemos que existen, en ratones no inmunizados, NAb contra componentes
expresados en la superficie de ET, que son de clase IgM, como la mayoria de los NAb
(165, 167, 168, 230), y que estan dirigidos fundamentalmente frente a determinantes
carbohidratos. El titulo de NAb frente a carbohidratos de superficie de las células ET es
variable entre diferentes cepas de ratones, habiendo una correlacidn inversa entre su
titulo y la resistencia a la formacién de tumores tras la inoculacién de dosis umbrales

de células ET (336).

La proteccion frente al crecimiento del tumor ET es posible transferirla de un
animal a otro. Se puede transferir utilizando los anticuerpos policlonales de clase IgM
presente en los ratones inmunizados con el ET (272). Ademas, se puede reproducir el
comportamiento de esta IgM mediante el uso de un anticuerpo monoclonal (A10) de
clase IgM dirigido contra un carbohidrato de la superficie de las células ET (287, 335).
Existen varios estudios realizados por otros grupos, en los que se observd la presencia
de NAb humanos de clase IgM reactivos frente a determinantes de tipo carbohidrato
presentes en el ET (288, 360). La reactividad de esos anticuerpos era frente a grupos
de tipo galactosa (288). Estos anticuerpos se podian encontrar en personas sanas, sin
ninguna patologia aparente y sus niveles eran variables entre individuos. También se
encontraron en pacientes con patologias crénicas no malignas y en pacientes con

cancer. Se vio que los niveles de IgM reactiva eran significativamente menores en los
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pacientes con cancer que en los individuos sanos o con enfermedades crénicas no
malignas. Pero lo mas interesante de este estudio, es que estos sueros eran capaces de
lisar el tumor ET mediante un mecanismo dependiente de complemento, y que esta
capacidad litica era dependiente de los niveles de anticuerpos. A mayor titulo de NAb
de clase IgM, mayor capacidad para lisar las células tumorales ET, de tal forma que se
encontrd que la capacidad de lisar las células neopldsicas ET estaba muy reducida en

los pacientes con céncer.

Nuestros resultados confirman la presencia en humanos de NAb de clase IgM
frente a carbohidratos de la superficie de las células ET. Aproximadamente el 80% de
sueros de donantes sanos presentaban anticuerpos IgM especificos frente a estos
carbohidratos, por encima del punto de corte establecido (Figura 12). Ademas,
encontramos una cierta correlacion entre los niveles séricos de IgM total y los niveles
de NAb reactivos frente a dichos carbohidratos (r=0,582; p<0,001). Es decir, que a
mayores niveles de IgM sérica, mayores niveles de NAb reactivos. Por otro lado, no se
observd ninguna relacion entre el grado de reactividad de la IgM especifica frente a los
HC-ET y el grupo sanguineo (ABO) del donante, por lo que los NAb dirigidos frente a
HC-ET no eran asimilables a las isohemaglutininas séricas (Tabla 6). Esto es interesante
ya que en las células transformadas aparecen estructuras de tipo carbohidrato
relacionadas con los grupos sanguineos, como epitopos cripticos reconocidos por

anticuerpos a raiz de una glicosilacion incompleta (361, 362).

Los NAb presentes en los sueros humanos, eran capaces de reconocer la
superficie de las células murinas A10+, no encontrandose IgM especifica frente
aquellas células que eran negativas para el AcMo A10 (Figura 13). Ademas, hubo una
correlacién moderada entre los anticuerpos anti HC-ET y los presentes frente a la

superficie de las células A10+, (r=0,451; 0,532; p<0,001 en ambos casos) (Tabla 8).

Los resultados que obtuvimos con los tumores humanos fueron similares a los
descritos con las lineas celulares murinas. Muchos de los sueros humanos presentaban
NAb reactivos frente al tumor HT-29, existiendo una correlacidén positiva entre esta
reactividad y la encontrada frente a los HC-ET (Tabla 9). Observamos un mayor nimero

de positivos, y con un titulo mas elevado, en el grupo de sueros con alta reactividad,
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comparando con los de reactividad moderada o baja (92% vs. 62% vs. 18%,
respectivamente). En el caso de las biopsias o piezas quirurgicas humanas, los sueros
mas positivos frente los HC-ET presentaban mas reactividad de NAb frente al tumor
(Tabla 11). Esta reactividad de NAb solo aparecia frente a los tumores A10+, y ademas,
la intensidad de sefial obtenida correlacionaba con el titulo de NAb frente a los HC-ET y
con la sefial con el AcMo A10 frente al tejido (Figura 18). Cuando se analizaron los
tejidos sanos, encontramos alguna muestra positiva con los sueros, lo que
probablemente se debid al reconocimiento de una estructura no relacionada con la

estructura reconocida por el AcMo A10.

La correlacion observada entre el grado de reactividad frente a los HC-ET v las
células o tumores A10+, nos indica que estos NAb reactivos deben estdn dirigidos
frente a una estructura o epitopo asociado al reconocido por el AcMo A10. La
naturaleza policlonal y polireactiva de los NAb (363-365), sugeriria una mayor
crosreactividad de estos anticuerpos, pero los resultados indican una sorprendente
restriccion en su reactividad frente al epitopo A10. Ademas, los NAb humanos parecen
reaccionar contra este epitopo, tanto en muestras tumorales murinas como en
humanas. Este hecho no es sin embargo de extrafiar, ya que los NAb se han descrito
reconociendo carbohidratos presentes en estructuras compartidas por diferentes

tejidos y especies (366-368), como puede ser nuestro caso.

En los estudios pioneros de Avrameas se analizaron de forma exhaustiva las
reactividades de los NAb frente una gran cantidad de moléculas, muchas de ellos de
naturaleza carbohidrato (369-371). Es un hecho bien conocido que en todos los
tumores, a través de fendmenos de glicosilacion incompleta o aberrante, aparecen
nuevas estructuras de tipo carbohidrato (372). Varios autores han descrito en
humanos la presencia de anticuerpos IgM, con la capacidad de reconocer antigenos
tumorales, entre los que se encuentran estas estructuras de tipo sacarido (259, 289,
290, 307, 339, 373-378). En los ultimos afios, Bovin y colaboradores describieron NAb
de clase IgM en casi la totalidad de los individuos sanos analizados, con reactividad

frente una enorme cantidad de estructuras sacaridas, incluidos estos carbohidratos
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tumorales. Entre estas estructuras estan los cores glicanos de mucinas (cores-1, 3, 4 y

6), el antigeno T, TF, Tn, Lewis, LacdiNAc, etc (349).

Se ha visto que la aparicidon de estos epitopos tumorales esta relacionada con la
inhibicidn o progresidon del proceso tumoral, la invasion y la aparicion de metastasis
(379-383). Hay un gran numero de estudios que relacionan la aparicién de estas
nuevas estructuras (como los antigenos T, Tn vy sialil Tn), con el prondstico y la
evolucidn de la enfermedad, asocidndose la mayoria de las veces a una peor evolucién
(384-387). Ademas, se sabe que estas nuevas estructuras pueden ser dianas de
anticuerpos, existiendo una relacidon entre la presencia de estos NAb reactivos, en
varios tipos de canceres, y la evolucion del paciente (229, 388). En humanos, segun los
resultados obtenidos por nuestro grupo, la diana reconocida por el AcMo A10 parece
ser el core-6 de MUC-1 tumoral (340), estructura frente a la que actualmente hay

descritos NAb en individuos sanos (349).

Es importante resefiar que nuestro grupo ha estudiado, en los ultimos afios, la
relacidon existente entre la expresion del epitopo reconocido por el AcMo A10 en
cancer humano, la evolucion de la enfermedad y su prondstico. Durante este tiempo

hemos visto una estrecha relacion en cancer colorrectal y de prostata.

En tumores de colon, tanto el intervalo libre de enfermedad, como la
supervivencia global se ven favorecidos por la expresion del epitopo A10 en el tumor,
comportandose como un marcador de factor prondstico positivo independiente, lo
qgue implica que su expresidn no esta asociada a factores prondstico convencionales
(estadio, grado de diferenciacién y tipo histoldgico). En este sentido, la ausencia de
expresion de A10 define un RR=3,4 (p=0,02) para fallecer por la enfermedad en la serie

de pacientes estudiados (datos no publicados).

En el caso de los adenocarcinomas de prostata, su expresion en el momento del
diagndstico esta relacionada con la evolucidén del paciente, comportandose también
como un marcador de factor prondstico positivo independiente, en relacidon con la
supervivencia global y el periodo de tiempo libre de metastasis (p=0,002) Ademas,

existe una correlacidn significativa entre la expresion del epitopo A10, el grado de
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Gleason y el nivel sérico de PSA, en el momento del diagnéstico (p=0,004). A mayor
grado de expresion del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal A10, menor

score de la escala de Gleason y menores niveles de PSA sérica (datos no publicados).

Es posible que este mejor prondstico pueda asociarse a la presencia de NAb
frente a los tumores A10 reactivos, como en el caso del modelo experimental murino
(272). De hecho, analizando una serie de 195 sueros de pacientes con
adenocarcinomas colorrectales, 258 sueros de pacientes con adenocarcinomas de
prostata y 115 sueros de donantes sanos, se evidencia una reduccién significativa de
los niveles de NAb reactivos frente a los HC-ET, en los individuos con cancer respecto

los controles sanos (datos no mostrados).

Ello puede obedecer a la presencia de carbohidratos tumorales circulantes con
capacidad para adsorber los anticuerpos IgM séricos, como nuestro grupo demostrd
en ratones portadores del tumor subcutaneo ET (150). En este sentido, hemos
comprobado que es posible medir la molécula diana del AcMo A10 en el suero
humano que denominamos Cal0. Los primeros datos que tenemos parecen indicar
gue sus niveles séricos son significativamente mayores en pacientes con cancer y que
estos niveles parecen estar relacionados con la evolucién de la enfermedad,
encontrandose mas elevados en patologia mas avanzadas. Este mismo resultado ya se
habia descrito en el caso de pacientes con mielomas o con tumores ginecoldgicos
(endometrio y ovario). En el caso de los mielomas, observaron que en el suero de estos
pacientes se producia un aumento de la molécula MUC-1 soluble y una disminucion de
los anticuerpos especificos frente a ella (389). En el estudio con pacientes con
neoplasias de endometrio y ovario, vieron una disminucion de los NAb reactivos frente
al antigeno T y un aumento de su expresion, respecto los individuos sanos (373). De
todas formas, necesitamos profundizar mas en el significado de esta disminucion
aparente de los NAb reactivos en el suero de los pacientes, respecto los controles

sanos, para confirmar este supuesto.

Tras demostrar la presencia de NAb humanos reactivos frente a tumores A10+,
y viendo la posible importancia que estos pueden tener respecto a la evolucion de los

tumores humanos de colon y prdstata, quisimos valorar su funcidn efectora, desde el
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punto de vista de la inhibiciéon del crecimiento tumoral. Diferentes estudios han
descrito la capacidad de los NAb para eliminar células tumorales (390-393). En
neuroblastoma, varios trabajos demostraron que los NAb IgM eran capaces de
eliminar las células tumorales a través de un mecanismo en el que el sistema del
complemento estaba implicado (394, 395). Por otro lado, Vollmers y colaboradores
encontraron NAb que eran capaces de eliminar células tumorales mediante un
mecanismo directo de apoptosis (258, 260, 396). Dado que la IgM tiene una gran
capacidad para fijar la molécula del complemento C1q y promover la activacion de este
sistema y la posterior lisis de la célula tumoral, valoramos si los NAb encontrados en
los sueros humanos era capaces de lisar las células ET a través de esta via. Los
resultados obtenidos demostraron que los sueros humanos procedentes de individuos
sanos tenian capacidad para lisar las células ET, por un mecanismo dependiente de
complemento (Figura 29), confirmando datos previos (394, 395). Como cabia esperar,
a mayor titulo de NAb reactivos frente a los HC-ET, mayor porcentaje de lisis de las
células tumorales. Los sueros con un titulo de NAb alto/medio frente los HC-ET
tuvieron una capacidad para lisar las células ET significativamente mayor que los

sueros que presentaron unos niveles bajos de IgM reactiva (33,4% vs. 16,5% de lisis).

Aunque estos resultados corroboran el potencial de los NAb que reaccionan
frente a carbohidratos asociados a tumores en los mecanismos de resistencia
antitumoral, mas estudios son necesarios para evaluar su verdadero papel en los
mecanismos de inmunovigilancia del cancer (227, 228, 348). Ademas de su funcién
efectora directa a través de la lisis por complemento o inducciéon de apoptosis (257,
258, 260, 396), podrian estar implicados en modificar el comportamiento bioldgico de
las células tumorales circulantes por su interaccién con moléculas de naturaleza
carbohidrato implicadas en fenédmenos de adhesién vascular (397). La lisis mediada por
complemento es compatible con otros mecanismos de forma no excluyente, dado que
aunque la IgM es un isotipo fundamentalmente intravascular y posee la mayor
capacidad para la fijacion del complemento (107), existen trabajos donde no esta claro
el papel de este sistema, y si a la presencia de NAb especificos frente las células
tumorales (398-400). Por ejemplo los NAb podrian desempenar una funcidn,

promoviendo un efecto citostatico por medio de los macréfagos, mediante un
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mecanismo tipo lectina en el que los NAb actien de puente entre ambos tipos de
células (256). También podrian desempefiar alguna funcion interfiriendo con los
mecanismos de adhesion de la célula tumoral, inhibiendo o dificultando el anclaje de
las células tumorales circulante al endotelio vascular, y por tanto, frenando o
inhibiendo la posible migracién de células tumorales con capacidad para generar
metastasis, a posibles nichos donde anidaran y crecieran formando nuevos tumores

solidos (388, 397).

En todo caso, la gran capacidad litica del complemento a través de su fijacion a
la IgM podria ser un mecanismo para la eliminacién de células metastasicas circulantes

(107).

Teniendo en cuenta la reactividad compartida entre tumores murinos y
humanos a través del AcMo A10 y la estrecha correlacion encontrada entre la
reactividad de los NAb humanos con estos tumores en funcidon de la expresion del
epitopo A10, se hicieron experimentos de inmunizacion para valorar si esta
reactividad se mantenia con los anticuerpos especificos inducidos. De esta forma,
podriamos saber si un inmundégeno de origen murino con expresién de CA10, p.ej.,
células ET, podria ser capaz de generar una respuesta especifica de anticuerpos frente

a tumores humanos A10+.

Este hecho no solo confirmaria la presencia de epitopos comunes en ambos
tipos de tumores, sino que abriria la posibilidad de utilizar una fuente xenogénica para
una posible vacuna antitumoral. Como se presentd en la seccion de Resultados, la
inmunizacion produjo un incremento significativo de la IgM especifica frente a los HC-

ET en los animales inmunizados con las células ET, respecto los controles.

Al analizar la IgM especifica presente en los animales inmunizados con las
células ET con mas detalle, observamos que también se habia incrementado
significativamente frente aquellas lineas celulares murinas y humanas que eran

positivas para el AcMo A10.

Esta inmunizacién también produjo un aumento de la IgM especifica en los

animales tratados con el ET, frente a los tumores de colon humano A10+ (HT-29 y
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biopsias/piezas quirurgicas) y no frente a los tejidos control de colon sano. En el caso
de dos tejidos control, encontramos algun suero positivo en los animales inmunizados
con las células ET (con un titulo bajo). Estos dos tejidos sanos eran también positivos
frente al AcMo A10, por lo que no es de extrafiar esta positividad con algun suero. Hay
que recordar que el A10 marca la zona de transicidon temprana entre tejido benigno y

maligno en cédncer de colon (340).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos con los sueros humanos y nos
indican que la IgM inducida en los animales, tras la inmunizacion con la linea ET, debe
estar reconociendo, en gran medida, la misma estructura que reconoce el AcMo A10 o

algo asociado, tanto en células humanas como murinas.

Los resultados obtenidos confirmaron que los sueros de los animales
inmunizados con las células ET son capaces de reconocer a los adenocarcinomas de
colon humano A10+ y que la intensidad de la sefial obtenida correlacionaba con el
grado de positividad para el AcMo A10, siendo mayoritariamente negativos para los
tejidos sanos de colon A10-. Ademas, en el tejido HT-29 y en las piezas o biopsias de
colon, el patron de reconocimiento fue similar al del AcMo A10, detectando

fundamentalmente la zona glandular del tejido.

Los experimentos de inhibicidn con los sueros positivos frente a los tumores
humanos A10+ y las células ET (como fuente de HC-ET) confirmaron la existencia de
estructuras relacionadas presentes en ambos tipos de tumores. Esta estructura comun,
probablemente de tipo carbohidrato, esta definida por el AcMo A10. La existencia de
estructuras presentes en muestras de distinto origen tisular, e incluso de distintas

especies, ya fue descrita para epitopos diana de NAb (366-368).

Varios estudios realizados con vacunas que utilizan carbohidratos tumorales
han visto la implicacion de procesos de CDC, como mecanismo efector antitumoral
(331, 401, 402). Con objeto de saber si los anticuerpos inducidos que habiamos
obtenido, tenian capacidad para lisar células tumorales A10+, desarrollamos el mismo
experimento que hicimos con los NAb humanos. Los resultados del experimento de

CDC nos indicaron que estos anticuerpos inducidos, como era de esperar, tenian la
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capacidad de lisar las células ET cuando se afiadia al cultivo complemento de conejo
(Figura 30). El grupo de sueros procedentes de los ratones inmunizados con las células
ET producian una lisis significativamente mayor que el grupo de sueros procedentes de
ratones control no inmunizados (67,5% vs. 15,7%). Cuando se comparé con los sueros
de los animales inmunizados con las células B16 se obtuvo también una diferencia
significativa (67,5% vs. 15,5%), lo que descarté un posible efecto citotdxico
inespecifico. Los mismos mecanismos de accidén anti-tumorales mencionados
anteriormente con los NAb, ademas de la CDC, podrian intervenir en el caso de los

anticuerpos de clase IgM inducidos mediante inmunizacién (257, 258, 260, 396).

Por ultimo, y como prueba de concepto, quisimos estudiar si la inmunizacién
con una linea tumoral humana A10+ inducia una respuesta de anticuerpos de clase
IgM especificos frente al Ehrlich. Una vez terminados los protocolos de inmunizacion,
observamos que los niveles de IgM especifica se habian incrementado de forma
notable frente las lineas tumorales A10+, al igual que sucede cuando se inmuniza con

la célula ET desvitalizadas (272).

Dada la importancia que parece tener la estructura reconocida por el AcMo
A10, quisimos realizar una caracterizacion preliminar de la misma y de la molécula
murina que la contiene (Cal0). Para ello, disenamos un nuevo método que nos
permitiera obtener una cantidad de Cal0 mayor que la obtenida con el anterior
método empleado (fenol-cloroformo). Los datos previos que conociamos de la
molécula diana del AcMo A10, nos indicaban que es un polianién con un peso
molecular aparente elevado (335). Ademas, sabemos que el epitopo reconocido por
este anticuerpo es de naturaleza carbohidrato al ser sensible al tratamiento con
periodato sddico (335). En el caso de los tumores humanos, y de forma mas concreta
en los adenocarcinomas de colon, sabemos que el A10 reconoce el core-6 glicano
(GIcNAcB(1-6)GalNAc) presente en la molécula MUC-1 tumoral (340). Dicha molécula
es una glicoproteina transmembrana de tipo | de alto peso molecular (mas de 400 kDa)

(403).

Aprovechando el conocimiento adquirido sobre las caracteristicas de esta

molécula y dado que presenta un alto peso molecular, empleamos una estrategia de
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separacion por tamafio de exclusion. Para ello usamos un método de ultrafiltracion
tangencial con un tamafio de punto de corte de 300 KDa. El método planificado nos
permitio la purificacion del Cal0 de manera satisfactoria. La cantidad de proteinas
irrelevantes que conseguimos eliminar se acercé al 99% respecto la cantidad inicial,
mientras que conservamos la mayoria del Cal0 de la muestra de partida. Estos datos
nos indicaron que el tamafio del Cal0 era, en gran medida, superior a 300 KDa. Hay
que tener en cuenta que dentro de la fraccion de carbohidratos purificados, se

encuentra el Cal0, pero desconocemos su porcentaje en el conjunto de ellos.

La caracterizacion inicial de la muestra, realizada mediante cromatografia de
gases y resonancia magnética nuclear, nos indicd6 una alta proporcion de
carbohidratos, donde los residuos de galactosa, glucosa, glucosamina y manosa eran el
componente mayoritario. Ademas, el material de naturaleza proteico era bajo, con una
mayor proporcién de los aminodcidos glutamina, asparagina y leucina. No se
encontraron niveles significativos de acidos grasos. De forma resumida, se pudo
concluir que la fraccién HC-ET presentaban una alta proporcién de componentes de
naturaleza sacdrida, con bajo contenido en proteinas y nula presencia de dacidos

grasos.

Con la técnica de microarrays de lectinas vimos que el componente GIcNAc era
muy importante, ya que sélo las lectinas LEA (Lycopersicon esculentum agglutinin) y
DSL (Datura stramonium lectin), especificas de GIcNAc, mostraron una reactividad alta
frente a los HC-ET. Ademas, el AcMo A10 parece tener una alta especificidad frente las
siguientes estructuras: quitotriosa ([GIcNAc-B(1-4)], lacto-N-triaosa (GIcNAc-B(1-3)-Gal-
B(1-4)-Glc) y el core-3 de mucinas (GIcNAc-B(1-3)-GalNAc). Cuando estudiamos la
molécula humana diana del AcMo A10 en tumores humanos vimos la implicacion de
un core glicano de mucinas. Los estudios de inhibicién con los cores de mucinas 1, 2, 3
y 6 nos indicaron que este ultimo (GIcNAcB(1-6)GalNAc) esta implicado, en gran
medida, en el reconocimiento del AcMo A10 en tejido de colon (340). Los resultados
obtenidos con la molécula humana y murina, indican la importancia de la estructura

sacarida (GIcNAcB(1-x)GalNAc).
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Con respecto a la lacto-N-triaosa (GIcNAc-B(1-3)-Gal-B(1-4)-Glc) hay que
recordar un caso clinico descrito por Kabat en 1982 (404), de un paciente que
presentaba un adenocarcinoma de pulmén al que ademas se le diagnosticd una
gammapatia monoclonal IgM, con remisién de su adenocarcinoma. La remisién se
asocié a la presencia de este monoclonal especifico frente a la molécula lacto-N-

tetraosa, que estaba presente en la superficie de las células del cancer de pulmén.

Por ultimo, quisimos saber qué tipo de glicosilacién presentaba el CalO0. La
mayoria de los azlcares presentes en proteinas de membrana, o secretadas se pueden
clasificar en dos grandes grupos, en funcién de su unién a la fraccidn polipeptidica: N-y
O-glicosilacion. Varios trabajos publicados describen la presencia de azlcares unidos a
través de tanto O- como N-glicosilaciones en moléculas presentes en las células ET
(286, 405-407). Por otro lado, las glicosilaciones que se encuentran con mayor

frecuencia en canceres ginecoldgicos, mama y ovario, son N-glicosilaciones (408).

Los resultados obtenidos tras los tratamientos con las N- y O-glicosidasas y con
los inhibidores metabdlicos de la glicosilacién nos indicaron una fuerte presencia de N-
glicosilacion en la muestra de HC-ET. Por tanto, parece que el epitopo reconocido por
el A10 presente en el HC-ET depende de este tipo de enlace glicosidico. En el caso de la
molécula humana presente en adenocarcinomas de colon, vimos que este epitopo es
resistente a la accidn de exoglicosidasas y a la oxidacidn por periodato, pero es
sensible a la degradacion de Smith y a la eliminacidén-beta, lo que sugeria la implicacion
de carbohidratos unidos mediante O-glicosilacion en posiciones reductoras no

terminales (340).

A raiz de los resultados obtenidos con la molécula humana reconocida por el
AcMo A10 (MUC-1), era facil presuponer que en el caso de la molécula murina, iba a
ser también un O-glicoconjugado. Sin embargo, los datos obtenidos en el tumor
murino indicaron que la molécula diana del A10 se modifica mediante N-glicosilacién.
No es de extrafiar este resultado ya que en cadncer de mama y ovario, esta union es

mas importante que la O-glicosilacidn (408).
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Los datos obtenidos en estos experimentos son consecuentes con la bibliografia
existente. El tumor de Ehrlich, no hay que olvidar que es un tumor mamario de origen
espontdneo. En tumores ginecoldgicos (mama y ovario), las modificaciones o cambios
en la glicosilacién mds importante se hallan en los azlcares unidos a través de N-
glicosilacion, presentes en sus glicoproteinas (408). Ademads, esta descrito que a los
residuos GIcNAc terminales no reductores que forman parte de N-, O-glicanos o
glicolipidos se pueden afadir otros azucares, formando repeticiones de poly-LacNAc,
mediante la acciéon de las enzimas de las familias f1,3GnT y B1,4GalT (409). Las
estructuras poly-LacNAc frecuentemente se modifican, dando lugar a antigenos
asociados a tumores de naturaleza carbohidrato, como por ejemplo el antigeno SLew”
(410). Por otro lado, a las repeticiones lineales de poly-LacNAc se les pueden unir
residuos B1,6GIcNAc, fendmeno catalizado por las enzimas de la familia IGnT (411),
seguido de la accion de B1,3GnT y B1,4GalT, creando estructuras ramificadas. Como
hecho curioso, se ha descrito que las enzimas B1,3GnT y B1,4GalT e IGnT estan
implicadas en la regulacion del crecimiento de varios tumores. Por ejemplo, se ha visto
que la expresion génica de alguno de los miembros de la familia B1,4GalT, como la
enzima y B1,4GalT1-3, aumenta de forma significativa en el tejido tumoral mamario,

comparado con el tejido de mama sano (412).

Por tanto, y en resumen, los resultados nos confirman una importante
presencia en los HC-ET de residuos de GIcNAc y galactosa. Ademas, el epitopo
reconocido por el AcMoA10 esta formado por los azucares GIcNAc, GalNAc, Glc y Gal;
mediante uniones 1,3 y PB1,4, a través de N-glicoconjugados. Todas estas
caracteristicas son tipicas de las estructuras sacaridas presentes en los tejidos
tumorales mamarios (408). Con los datos que tenemos, podemos afirmar que aunque
la estructura reconocida por el AcMo A10 no parece ser la misma en el tejido murino y
en el tejido humano, si parece que tienen caracteristicas comunes. En ambos casos, los
residuos de GIcNAc y GalNAc parecen jugar un papel fundamental. Estos carbohidratos
se unen entre si mediante enlaces B(1-3) y B(1-4) en ratones; y B(1-6) en tumores

humanos.
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En el caso de los adenocarcinomas de colon humanos, los resultados que
teniamos nos indicaban que el epitopo reconocido por el AcMo A10 se encontraba en
las molécula MUC-1 tumoral y probablemente también en otras mucinas, a excepcién
de MUC-2 (340). En el caso murino todavia tenemos que determinar de qué molécula
se trata, ya que es algo que no podemos conocer con los experimentos que hemos
realizado hasta el momento. Sabemos que este epitopo se encuentra localizado en la
parte sacarida de una glicoproteina de alto peso molecular (como en el caso humano),
gue podria ser incluso una mucina, ya que estas glicoproteinas ademas de presentar
una enorme fraccidon sacarida unida mediante O-glicosilacién, también presentan
azucares unidos por medio de N-glicoconjugados (413). De todas formas, no seria
extrano que las moléculas humana y murina reconocidas por el AcMo A10 fueran
diferentes, si consideramos que probablemente se trate de una diana de NAb, como
sabemos por los experimentos realizados en esta misma tesis; y que el A10
probablemente derive de un LB productor de este tipo de anticuerpos. Los NAb de
clase IgM presentan reactividad frente estructuras o patrones que pueden estar
presentes en distintas moléculas de incluso distintas especies (366-368), como podria

ser el caso.

En el futuro, con el conocimiento adquirido y cuando hayamos caracterizado de
forma mas detallada el epitopo carbohidrato A10 murino, podriamos intentar utilizarlo
como fuente de carbohidratos para construir una vacuna antitumoral, como se esta
haciendo con otras estructuras tumorales de tipo sacarido (331-334). Dicha vacuna
estaria indicada para el tratamiento de neoplasias humanas positivas para el AcMo
A10. Pero esta respuesta solo se genera de forma eficaz en animales que posean, de
forma previa a la inmunizacién, unos niveles minimos de NAb reactivos (7). De esta
forma, posiblemente la vacuna estaria sdlo indicada en individuos que presentaran
unos ciertos niveles de NAb reactivos frente al Cal0. Ademas, la presencia de estos
anticuerpos naturales posiblemente refleje una falta de toleracia frente a este
antigeno tumoral. Este hecho es un fendmeno beneficioso desde el punto de vista de
una respuesta inmunoldgica, ya que uno de los grandes problemas de Ila
inmunoterapuia contra el cancer es el encontrar antigenos que sean lo

suficientemente inmunogénicos como para poder inducir una respuesta inmunitaria
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eficaz. En nuestro caso, parece que la falta de toleancia frente al Cal0 es una ventaja
frente a otras aproximaciones o vacunas antitumorales. Por otro lado, seria
indispensable que el tumor del paciente fuera A10+. Estas dos premisas harian de esta
vacunacion un tratamiento individualizado, en el que se tendria que cumplir tanto que
el tumor fuera A10+, como que el paciente presentara unos niveles minimos de NAb
reactivos, para que la vacunacion fuera capaz de generar una respuesta inmunitaria
con la generacion de anticuerpos especificos. Dado que el AcMo A10 es capaz de
reconocer adenocarcinomas humanos de distinto origen (colon, prostata, pulmodn,
estdmago) una vacuna basada en el CalO podria estar dirigida frente a un nimero

amplio de tumores.
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1-

CONCLUSIONES

La mayoria de los sueros humanos (80%) contienen anticuerpos naturales
(NAb) de clase IgM reactivos frente a los HC-ET. Los niveles de estos
anticuerpos dependen de cada individuo y son variables, no existiendo ninguna

relacién con los antigenos de grupo sanguineo.

Existe una correlaciéon directa entre la reactividad de los NAb humanos vy el
AcMo A10 frente a los HC-ET, lineas tumorales murinas, asi como frente a
tumores humanos, lo que sugiere que las estructuras carbohidrato reconocidas
por los NAb humanos y el AcMo A10 estan relacionadas.

Los sueros de los animales inmunizados con las células ET desvitalizadas
contienen un titulo alto de IgM especifica frente a los HC-ET y son capaces de
reconocer células y tumores A10+, tanto murinos como humanos, pero no
aquellos tejidos que son negativos para este anticuerpo. Ademas, la reactividad
IgM frente los tumores humanos A10+ desaparece si los sueros son pre-
incubados con las células ET. Estos resultados apoyan la relacién estructural
entre los HC-ET A10+ y los presentes en las células tumorales humanas.

Los NAb humanos e inducidos murinos, de clase IgM, son capaces de lisar las
células tumorales ET (in vitro) mediante un mecanismo de citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC).

Los animales inmunizados con lineas tumorales humanas A10+ pero no A10-,
generan una respuesta IgM frente a las células ET.

Se ha optimizado un proceso de purificacion de los carbohidratos de la
superficie celular de las células de Ehrlich (HC-ET) reactivos con el AcMo A10 a
partir de sobrenadantes de cultivo de las células ET.

Los HC-ET purificados mediante ultrafiltracion tangencial presentan una
composicion mayoritaria de material glucidico (88,2%) con un alto contenido en
galactosa, glucosa, glucosamina y manosa, frente una minoria proteica (11,7%).

El porcentaje de lipidos presente en la muestra es irrelavante (<0,1%).
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8- Experimentos de inhibicién con azlcares sugieren la implicacion de estructuras
con GIcNAc-B(1-3) y GIcNAc-B(1-4) en el epitopo carbohidrato reconocido por
el AcMo A10.

9- Dicho epitopo carbohidrato en el HC-ET estad ligado a una estructura N-
glicosilada.

10- Estos resultados nos permiten proponer a los HC-ET y mas particularmente al
carbohidrato definido por el AcMo A10 (Cal0O) para el disefio de nuevas

vacunas antineoplasicas para tumores humanos A10+.
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SUMMARY

STUDY OF NATURAL AND INDUCED IgM ANTIBODY REACTIVITY
AGAINST THE TUMOUR-ASSOCIATED CARBOHYDRATE DEFINED
BY mAb A10

INTRODUCTION

Cancer is a generic term for a large group of diseases that can affect any part of the
body. It also includes malignant tumours, or malignancies. A principal feature of the
cancer process is the rapid growth of abnormal cells, extending beyond its usual limits

and invading adjoining parts of the body or spreading to other organs.

The malignant transformation of epithelial cells leads to changes in the
glycosylation pattern of membrane glycolipids and glycoproteins with the appearance

of new epitopes, which can be recognized by monoclonal antibodies (mAb).

The mAb A10 (IgMk) was generated against cell surface carbohydrates of the
murine Ehrlich tumour (HC-ET) and selected for its ability to inhibit in vivo tumour
growth. This antibody defines a carbohydrate epitope associated with a glycoprotein

expressed on the membrane of Ehrlich tumour cells (Ca10).

In human tissues, A10 recognizes a carbohydrate epitope associated with
glandular epithelial tumours (adenocarcinomas), showing a very low reactivity against
normal cells. The A10 human epitope is associated with GIcNAc carbohydrate
structures contained in mucin cores, especially the MUC-1 core-6 glycan (GIcNAcB(1-

6)GalNAc).

Mice immunized with irradiated Ehrlich tumour cells generate an IgM antibody
response against their cell surface carbohydrates (HC-ET) that protects them against
the growth of this tumour. Furthermore, natural resistance to this tumour correlates
with the levels of natural antibodies (NAb) against the HC-ET. In humans, NAb reactive

against mucin core glycans and Ehrlich tumour cells have also been described.
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OBIJETIVES

- To evaluate the human natural IgM reactivity against the HC-ET cancer cell lines and
A10+ human tumour tissues.

- To evaluate the presence of induced murine IgM antibodies obtained by
immunization with ET cells and reactive against the HC-ET cancer cell lines and A10+
human tumour tissues.

- To evaluate a possible cytotoxic function of these IgM class antibodies.

- To study the capacity of A10+ human tumour cell lines to induce IgM antibodies
reactive against A10+ mouse tumour cells (ET).

- To optimize the HC-ET purification process from ET cells.

- To describe the structure and composition of the Cal0 obtained from ET cells.

RESULTS AND DISCUSSION

1- Natural antibodies (NAb) reactive against A10+ molecules

Total IgM and NAb levels against the HC-ET, tumour cell lines and human colon cancer
tissues were analysed in 82 human sera. IgM and Nab levels against HC-ET were
112454 mg/dL and 309+462 AU/mL, respectively. A positive correlation between both
antibody levels was found (r=0.582; p<0.001). According to the Nab reactivity, 4 groups
of sera were established: a) negative sera: <42 AU/mL; b) low reactivity: 42-200
AU/mL; c) medium reactivity: 200-500 AU/mL d) and high reactivity >500 AU/mL. No
significant correlation between NAb reactivity against the HC-ET and the serum ABO
blood group was observed.

Medium and high reactivity groups showed NAb only against A10+ cell lines
(25.2+14.3 and 45.4425.6 for ET; 33.1+7.8 and 48.1+27.9 for S180). NAb levels of the
high reactivity group were statistically significant greater compared with the low group
(p<0.001; in ET and S180). There was a moderate correlation between the NAb against
the HC-ET and the ET and S180 cell lines (r=0.451; r=0.532; p<0.001 in both cases).

Testing the 82 human sera and HT-29 human colon tissue, the percentage of
positive samples were 18%, 62 and 92% considering the low, medium and high
reactivity groups, respectively. A significant correlation between the frequency of

positivities in each group and the signal intensity obtained was found (p<0.01). All the
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sera were negative with the control tissue (liver). Four sera, with different levels of
Nab against the HC-ET were tested with the human colon cancer biopsies. The 2 sera
that showed high levels detected 100% of A10+ tumours. The intermediate serum 27%
and the low reactivity one was only able to recognize 7% of A10+ tumours. However,

the sera were mostly negative when incubated with A10- tumours and healthy tissues.
2- Specific IgM antibodies against A10+ molecules in mice immunized with ET

Mice were immunized with ET cells in order to induce a specific IgM response against
the HC-ET. Afterwards, specific IgM against the HC-ET tumour cell lines and human
colorectal cancer tissues were evaluated. Mice immunized with the A10- B16 murine

melanoma, as well as, PBS treated and non-immunized mice were used as controls.

Specific 1gM levels against HC-ET were significantly increased only in the
animals immunized with ET devitalized cells, compared with the non-immunized

animals (22.3+8.2 vs. 3.8+3.2 pug/mL; p=0.003).

Mice immunized with ET cells showed a statistically significant increase in
specific IgM against murine and human A10+ cell lines, compared to non-immunized
control. The values obtained were 6574243 vs. 2+0.4 (p<0.001) and 28.7+16.2 vs.
3.4+0.4 (p=0.002) for ET and S180, respectively. In addition, specific IgM levels were
13.2+1.9 vs. 2.140.4 (p<0.001) and 15.9£7.1 vs. 4£0.5 (p<0.001) for the SNU-C1 (mAb
A10=22.4) and Colo-320 (mAb A10=34.8) human colon cell lines, respectively.

Regarding the HT-29 human colon cancer tissue, the sera from the mice
immunized with ET cells were positive to a large extent (94.44%). In addition, control
sera showed no specific IgM. In human colorectal biopsies, 78% of samples analysed
were positive using the sera of ET cells immunized mice. Some of the samples (23.33%)
also showed IgM reactivity in mice treated with PBS, although with low intensity. All
the sera of non-immunized animals were negative. No specific IgM against A10-

adjacent healthy tissues was found.
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Furthermore, IgM reactivity against the HT-29 tumour contained in the sera of
mice immunized with ET cells could be adsorbed when they were pre-incubated with

ET cells. However, the B16 melanoma cell line did not inhibit this IgM reactivity.
3- Biological effect of the IgM class antibodies

Human sera of the medium and high reactivity groups (Nab) showed a significantly
higher complement-mediated lysis activity compared with the sera of the low
reactivity group (33.4+ 8.9 vs. 16.5£13.5, respectively; p<0.001). Furthermore, sera
from mice immunized with ET cells had a significantly greater complement-mediated
lysis activity than the sera of non-immunized, or B16 immunized controls (67.5+18 vs.

15.7+4.7 vs. 15.5£6.4; p<0.01).

4- Specific IgM antibodies against ET in mice immunized with A10+ human cells

Animals immunized with the human lung tumour cell line H-1355 showed a statistically
significant increase in specific IgM against ET cells than non-immunized or B16

immunized controls (235.2+105.4 vs. 4.3+2.2 vs. 7+2.6).
5- ET membrane carbohydrates purification (HC-ET)

A tangential flow ultrafiltration process allowed us to increase 86 times the specific
activity of the Cal0 molecule, increasing from 5.9 AU/ug to 508.9 AU/ug of lyophilized
sample. Using as a reference criteria the UA per unit of protein weight (measured by
the Bradford method), this activity was increased 173 times, going from 25.5 AU/ug to
4403.8 initial UA/ug. Moreover, 99% of the irrelevant proteins contained in the sample

were removed.
6- Molecular characterization of the HC-ET

The main monosaccharides contained in the HC-ET were galactose, glucose,
glucosamine and mannose. Monosaccharides unions comprising the oligosaccharide
part of the sample at the non-reducing ends were basically [-3)-Galp-(1-], [-4)-
GlcpNH2-(1-] and [-4)-Glcp-(1-]. The protein component contained in the sample was
low, with a higher proportion of the amino acids glutamine, asparagine and leucine. No

significant levels of fatty acids were found in the samples.
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The lectins specific for GIcNAc (DSL and LEA) interacted with the HC-ET, both,
the no fractioned sample as weel as the >300 kDa fraction. Furthermore, this
interaction was strong, since in the presence of GIcNAc as an inhibitor, the binding was

retained.

The mAb A10 binding was inhibited using sugars with different molecular
weight sizes and degrees of complexity. We found that chitotriose, lacto-N-triaose and

the mucin core-3 glycan inhibited the binding of mAb A10 to purified Cal0.

The studies of N-, O-glycosidases and metabolic inhibitors of glycosylation

indicate that the epitope recognized by mAb A10 depends on N-glycosylation.

CONCLUSIONS

- Most of the human sera (80%) contain natural antibodies (NAb) reactive against HC-
ET. No relationship with blood group antigens was found.

- There is a direct correlation between the human NAb levels and the mAb A10
reactivity against HC-ET, murine tumour cell lines and human tumours, suggesting
that the carbohydrate structures recognized by NAb and mAb A10 are closely
related.

- The sera of mice immunized with ET devitalized cells contained high titers of specific
IgM antibodies against the HC-ET murine and human A10+ tumour cells, and A10+
human cancer tissues but not against A10- samples. In addition, the IgM reactivity
against A10+ human tumours disappeared if the sera were pre-incubated with ET
cells. These results support the structural relationship between the murine Cal0
and the epitope present in A10+ human tumour cells.

- Human NAb and murine induced IgM antibodies are able to kill ET cells (in vitro)
through a complement dependent cytotoxicity (CDC).

- Animals immunized with an A10+ human tumour cell line induce an IgM response to
the murine ET cells.

- An optimal HC-ET purification process has been optimized.
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The HC-ET purified sample mainly contains carbohydrate molecules (88.2%) with

high levels of galactose, glucose, glucosamine and mannose and low percentages of

proteins (11.7%). The lipid content was irrelevant (<0.1%).

- mAb A10 sugar inhibition studies suggest the involvement of GIcNAc-f(1-3) and
GIcNAc-B(1-4) carbohydrate structures in the epitope recognized by mAb A10.

- The A10 carbohydrate epitope is related with a N-glycosylated structure.

- These results allow us to propose the HC-ET and particularly the Cal0 for the design

of an anticancer vaccine for A10+ human tumours.
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