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RESUMEN

Este trabajo de Tesis se ha basado en la produccion de anticuerpos monoclonales
(AMC) dirigidos contra las células troncales de carcinoma mamario humano, la
caracterizacion e identificaciéon de los antigenos (Ag) reconocidos por los mismos y la
evaluacion de la posible utilidad diagnéstica y terapéutica de dichos AMCs. Para su
obtencidn, se inmunizaron ratones Balb/c con células provenientes de un paciente con
un carcinoma de mama agresivo y altamente indiferenciado, negativo para la
expresion de ER y PgR, estrategia seguida con la idea de minimizar la produccién de
AMCs dirigidos contra Ags asociados a la diferenciacién celular.

De los hibridomas obtenidos fue seleccionado el AMC FC-2.15, de isotipo IgM, el cual
reacciona con la mayoria de los carcinomas mamarios humanos, independientemente
de su tipo histolégico y grado de diferenciacién, reconociendo en los mismos al 80 %
de las células tumorales y al 90 % de las células proliferantes del tumor, entre las que
se encuentran las células troncales. EI AMC FC-2.15 reconoce otras neoplasias, como
carcinoma de colon y leucemia mieloide crénica y presenta escasa reactividad con la
mayoria de los tejidos normales, siendo la principal reaccién cruzada con los

leucocitos polimorfonucleares (PMN).

En cuanto al Ag FC-2.15, la caracterizaciéon bioquimica inicial indicé un Ag de
naturaleza glicoproteica, residiendo el epitope en la parte hidrocarbonada del mismo.
Posteriores experimentos demostraron que el AMC FC-2.15 reconoce especificamente
al trisacéarido Lewis® o CD15, terminalmente expuesto. Esta conclusion estd basada
tanto en el reconocimiento especifico del AMC FC-2.15 por diferentes estructuras
conteniendo Lewis* como en la inhibicién observada en un ELISA realizado utilizando
un AMC comercial anti-CD15 como inhibidor. Asimismo, se determiné que el AMC FC-
2.15 no presenta reaccién cruzada con el tetrasacarido sialil Lewis*, ni con su isémero
Lewis?, asi como tampoco con antigenos de grupo sanguineo A o B

La reactividad del AMC FC-2.15 en los diferentes tejidos FC-2.15 -positivos fue
analizada por Western Blot sobre extractos de membrana y caracterizada
determinando el efecto de digestiones enzimaticas (con PNGasaF y Neuraminidasa)
en la persistencia del Ag. Los resultados obtenidos revelaron que Lewis* puede estar
formando parte tanto de N-glicoproteinas como de O-mucinas. Segun el tipo celular
estudiado, Lewis* esta presente en N-glicoproteinas exclusivamente (bandas de 250,



185 y 105 kDa en muestras de PMN y leucemia), predominantemente en N-
glicoproteinas (bandas de 155 y 135 kDa, acompafadas con mucinas de mayor peso
molecular, en células de carcinoma de colon T-84) o predominantemente en O-
mucinas (células de carcinoma de mama MCF-7). También puede variar la cantidad de
lactosaminoglicanos portando sialil Lewis*, desde la ausencia (MCF-7), pasando por
una baja proporcion respecto de los Lewis*-lactosaminoglicanos (PMN) hasta llegar a

un gran predominio de los mismos en leucemias y T-84.

Puede concluirse, por lo tanto, que PMN normales y diferentes células tumorales
pueden expresar residuos Lewis* y sialil Lewis* en muy diferente proporcién y unidos a
diferentes proteinas, aunque la relevancia de Lewis* en condiciones normales y
patolégicas tiene que ser aun establecida.

En cuanto a las propiedades funcionales del AMC FC-2.15, numerosos experimentos
se han realizado en esta Tesis tendientes a caracterizar la interaccion del AMC FC-
2.15 con PMN y con MCF-7, tanto in vitro como en un sistema ex vivo de circulacion
sanguinea (SEVCS).

Ensayos de aglutinacién han demostrado que el AMC FC-2.15 induce la agregacién
homotipica de PMN in vitro y forma agregados heterotipicos entre PMN y células
tumorales Lewis*-positivas. Ensayos de liberacion de [*'Cr] han revelado que el AMC
FC-2.15 ejerce un fuerte efecto citotoxico sobre los PMN y células MCF-7 por fijacién
de complemento humano. Posteriormente, con la idea de aproximar a las condiciones
en las que el AMC FC-2.15 interacciona in vivo, el ensayo de liberacién de [*'Cr] fue
realizado en sangre entera en circulacibn en un SEVCS. Contrariamente a lo
esperado, el AMC FC-2.15 aglutina, pero no lisa, a los PMN mientras que la lisis de
MCF-7 en dicho sistema es practicamente normal.

Estas observaciones permitieron plantear la posibilidad de que en el SEVCS los PMN
serian inducidos a agregarse mas rapidamente por la suma de dos mecanismos
distintos: el AMC FC-2.15 que activa a los PMN y el flujo aplicado. En la medida que
los agregados van siendo formados, habria un impedimento estérico progresivo para
el acceso de los factores del sistema de complemento a la porcidbn Fc del AMC FC-
2.15 y por ende los grumos de PMN formados no serian lisados.

Los experimentos realizados posteriormente validaron esta hipdtesis puesto que
demostraron que el AMC FC-2.15 no lisa agregados homotipicos de PMN preformados
en ensayos in vitro por un lado y que el AMC FC-2.15 es capaz de lisar a los PMN en



el SEVCS, cuando la aglutinacién de los mismos se impide por pretratamiento con
colchicina, por otro.

La lisis de MCF-7 en el SEVCS tendria lugar de todas formas debido a su incompleta
agregacion con los PMN.

Puede concluirse entonces que la falta de lisis de los PMN por el AMC FC-2.15 en
circulacion y, que por el contrario, las células tumorales Lewis*-positivas sean
eficientemente lisadas, son dos caracteristicas importantes que avalan el uso del AMC
FC-2.15 en el tratamiento de tumores Lewis*-positivos, sin riesgo de producir una lisis

masiva de los PMN circulantes.
Los resultados presentados indican que el AMC FC-2.15 podria ser util en la
inmunoterapia pasiva de pacientes con carcinomas Lewis*-positivos, sin necesidad de

conjugarlo con drogas ni toxinas.

Palabras claves: anticuerpo monoclonal FC-2.15; Lewis*; carcinomas, leucocitos
polimorfonucleares; inmunoterapia; neutropenia.
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ABSTRACT

In order to produce monoclonal antibodies (mAb) against antigens (Ags) expressed by
breast carcinoma stem cells, nude mice were immunized with tumor epithelial cells
from a human undifferentiated primary breast carcinoma. This strategy was followed in
order to minimize the production of mAb directed against differentiation-associated

Ags.

A mAb designated FC-2.15 (IgM) was selected. FC-2.15 reacts with the majority of
human breast primary tumors, independently of their histology and hormone receptor
content. Moreover, FC-2.15 reacts with 80% of total breast malignant tumor cells and
with 90% of proliferanting tumor cells. It recognizes other neoplasia such us colon
carcinoma and chronic myeloid leukemia and, among the normal tissues examined,
strong cross reactivity was found principally with peripheral granulocytes (PMN).

Biochemical studies indicate that FC-2.15 recognizes the carbohydrate moiety of
different glycoproteins. Anaysis of epitope specificity has demonstrated that FC-2.15
specifically recognizes terminally exposed Lewis™ (Lex) (CD15) trisaccharide, but not
sialyl Lex, Lewis®, trifucosylated Lewis’, blood group Ags A and B, globo H and

gangliosides.

FC-2.15 reactivity with different FC-2.15-positive tissues was analyzed by Western blot

and characterized by enzymatic digestions (PNGaseF and Neuraminidase). In PMN,
myeloid leukemic cells and colon carcinoma T-84 cells, Lewis* was found to be almost
exclusively N-linked to the protein core, whereas in breast carcinoma MCF-7 cells,
Lewis* appears to be mostly O-linked. Treatment with Neuraminidase increased
detection by FC-2.15 in normal PMN, myeloid leukemic cells and T-84 cells but not in
MCF-7 cells.



It may be concluded that normal PMN and different tumor cells may express Lex and
sialyl Lex residues in quite different proportions and be bound to different proteins. The
relevance of Lex in normal and pathological conditions remains to be established.

Several experiments were performed in order to characterize the interaction of FC-
2.15 with PMN and MCF-7 cells both in vitro and in ex vivo circulating blood (EVCB),
as an approach to in vivo conditions.

In vitro, the binding of Lex-epitopes by FC-2.15 induces PMN homotypic aggregation.
When PMN and Lex-positive MCF-7 cells are co-incubated, FC-2.15 induces
heterotypic aggregation. In *'Cr-release assays employing human complement, FC-
2.15 exerts a rapid and strong cytotoxic effect against PMN. However, when the effect
of FC-2.15 was tested in EVCB, no lytic activity against PMN was detected, whereas
MCEF-7 cells were still lysed. Blood smears demonstrated that FC-2.15 induced PMN
agglutination and heterotypic aggregates when MCF-7 cells were present.

A pre-treatment of PMN with colchicine impaired PMN agglutination both in vitro and in
EVCB. In the latter conditions FC-2.15 lytic activity was restored, suggesting that PMN
homotypic aggregation by FC-2.15, but not lysis is dependent of microtubules integrity
and that PMN agglutination hinders their lysis. Moreover, when the °'Cr-release assays
were performed following agglutination, FC-2.15-cytotoxicity was restricted to isolated
PMN.

It may be concluded the lack of PMN lysis by FC-2.15 in circulation is reassuring, and
since Lex-positive tumor cells are efficiently lysed, FC-2.15 could be useful to eliminate

circulating Lex-positive tumor cells.
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INTRODUCCION GENERAL

I. Cancer

El desarrollo tumoral es el resultado de multiples alteraciones genéticas que conducen
a la proliferacion descontrolada de las células neoplasicas y la capacidad de invadir
tejidos adyacentes y colonizar otros érganos [Stetler-Stevenson WG y col. 1993; Klein
G y Klein E, 1985; Vogelstein B y Kinzler KW, 1993; Hoskins K y Weber BL, 1994,
Fearon ER y Vogelstein B, 1990].

Las alteraciones genéticas mencionadas incluyen tanto la activacién de proto-
oncogenes (genes regulatorios involucrados en el control de la proliferacion cuya
expresion estimula un incremento en el numero de células) a oncogenes, como la
pérdida o inactivacion de anti-oncogenes o genes supresores de tumor (genes cuyos
productos contribuyen a disminuir el namero de células). Dichas alteraciones o
mutaciones pueden ocurrir en un orden aleatorio siendo la tumorigenicidad resultante

la suma de las mismas [Stetler-Stevenson WG y col. 1993].

El crecimiento y renovacibn normal de los tejidos de un organismo esta
homeostaticamente controlado, manteniéndose los diversos tipos celulares ya
diferenciados en cantidad y posiciones relativas correctas. Si una célula pierde el
control de la proliferacion originara por lo tanto un tumor o neoplasia.

¢ Si las células neoplasicas permanecen agrupadas en una unica masa tumoral en su
lugar de origen, sin invadir tejidos adyacentes, se considera que el tumor es benigno.
Estos tumores son generalmente de crecimiento lento, pudiendo alcanzar volimenes
muy grandes y el tejido normal circundante esta siempre bien demarcado. No suelen
representar un peligro para la vida del paciente obteniéndose generalmente una
completa cura por remocion quirurgica del tumor.

e En los tumores malignos o cancerosos, en cambio, sus células tienen la capacidad
de invadir los tejidos adyacentes, ingresar al espacio vascular o linfatico, y migrar

hacia otros 6rganos donde proliferan formando un tumor secundario o metastasis.

Cuando las neoplasias malignas surgen a partir del tejido epitelial son llamadas
carcinomas. Estos representan mas del 90 % de los canceres humanos, siendo los

mas frecuentes los de pulmén, mama y colon. El resto de las neoplasias incluyen las



de origen mesenquimatico (hueso, musculo, vasos sanguineos, fibroblastos),
denominadas sarcomas; las derivadas de células hematopoyéticas, llamadas

leucemias y linfomas y los tumores originados en tejido nervioso.

I-1. Progresién tumoral

Distintas observaciones han demostrado que una Unica mutacién no es suficiente para
el desarrollo de un tumor maligno, sino que la transformacion neoplasica es un
proceso con multiples etapas e involucra una acumulacién de diversos cambios
secuenciales [Nowell PC, 1976, Vogelstein B y Kinzler KW, 1993, Fearon ER y
Vogelstein B, 1990; Hoskins K y Weber BL, 1994]. Si bien una primera célula sufriria
alguna mutacion somatica que le confiera una ventaja en el crecimiento iniciandose asi
la transformacion, la progenie de ésta debe experimentar posteriores cambios —
probablemente varias mutaciones adicionales — para que se desarrolle un cancer. Este
proceso, conocido como progresion tumoral, viene acompanado por profundos
cambios del estroma que incluyen la produccién de una matriz extracelular alterada e
intensa angiogénesis [Glukhova M y col. 1995].

Para metastatizar, las células cancerosas deben, secuencialmente, desprenderse del
nido tumoral y movilizarse a través del estroma hasta alcanzar vasos sanguineos o
linfaticos, proceso llamado intravasacién. Una vez que entran en el torrente
circulatorio, las células cancerosas que escapan a la vigilancia inmune, deben pasar
nuevamente a través del endotelio (extravasacion) e interaccionar tanto con las células
del 6rgano blanco como con la matriz extracelular para implantarse y proliferar
formando un nuevo foco metastasico. Asi, la progresién tumoral comprende una
secuencia de interacciones célula — célula y célula — matriz extracelular.
[Glukhova M y col. 1995].

La membrana basal separa los tejidos epiteliales del estroma adyacente formando una
barrera que bloquea el pasaje de células y macromoléculas [Albini A y col. 1987]. Esta
compuesta predominantemente por una gran glicoproteina multifuncional llamada
laminina, colageno IV y el proteoglicano heparan sulfato, de forma tal que Ia
penetracion de células tumorales a través de la misma no es fendmeno sencillo e
involucra diferentes eventos: la unién de la célula tumoral a la membrana basal via
receptores de superficie celular [Rao CN y col. 1983; Malinoff HL y Wicha MS, 1983],
la secrecién de enzimas por el tumor para causar su degradacién [Kramer RH y Vogel



KJ, 1984; Turpeenniemi-Hujanen T y col. 1986] y la migracién de la célula en el tejido
blanco llevada a cabo en respuesta a un estimulo quimiotactico especifico [McCarthy
JB y col. 19885].

Es actualmente aceptado que este comportamiento invasivo es también compartido
por un numero de tipos celulares normales y ocurre, en grado limitado, en condiciones
fisiologicas [Mareel MM y col. 1990]. Por ejemplo, las células endoteliales deben
invadir la membrana basal y el estroma intersticial durante la angiogénesis y los
trofoblastos invaden el estroma endometrial y los vasos sanguineos para establecer

contacto con la circulacion materna durante el desarrollo de la placenta hemocorial.

Es mas, se considera que el proceso de metastasis tumoral es reminiscente del
proceso de adhesion leucocitaria en lo sitios de inflamacién [Fukuda M, 1996].
Brevemente, en un estado no-estimulado los granulocitos circulan rapidamente por los
vasos sanguineos. Cuando las células endoteliales son activadas por agentes
inflamatorios, las moléculas de adhesién E- y P-selectinas son transportadas a la
superficie celular y establecen contacto (via el ligando sialil-Lewis®) con los
granulocitos, resultando en el enlentecimiento del movimiento de los mismos a lo largo
de la pared endotelial o “efecto rolling”. Esto permite que los leucocitos tengan
suficiente acceso a los quimioatractantes de las células endoteliales, los cuales activan
(via proteina G) las B.-integrinas de la superficie de los granulocitos estableciendo una
firme unién al endotelio (via el ligando ICAM-1). Esta firme unién conduce finalmente a
la extravasacion a través de la interacciéon homofilica de PECAM-1 [Springer TA, 1994,
Fukuda M, 1996]. Del mecanismo explicado, se infiere que la interaccion E-selectinas
- sialil-Lewis™ juega un rol fundamental en el comienzo de la inflamacién, resultando en

el reclutamiento de los leucocitos en los sitios de injuria.

Apoyando la antedicho, se ha descripto la presencia de determinantes sialil-Lewis™ en
la superficie de células tumorales [Fukushima K y col. 1984; Kim YS y col. 1988;
Ogawa J y col. 1996, Yamaguchi A y col. 1998], se ha probado que actian como
ligandos de las E-selectinas de las células endoteliales [Rice GE y Bevilacqua MP,
1989; Hession C y col. 1990], se los ha relacionado con el potencial metastasico de
dichas células [Saitoh O y col. 1992; Nakamori S y col. 1997; Okazaki K y col. 1998;
Martin-Satue M y col. 1998] y se ha determinado que mayores niveles de expresion de
sialil-Lewis™ en la superficie de tumores correlacionan con peor pronéstico para los

pacientes [Nakamori S y col. 1993; Shimodaira K y col. 1997].



I-2. Moléculas de adhesién involucradas en la progresién tumoral

Las moléculas de membrana plasmatica que median la adhesién célula — célula o
célula - matriz extracelular son de fundamental importancia en procesos de
embriogénesis, en el control de la hemostasis, en la circulacién de linfocitos y en el
comportamiento metastasico de células malignas [Rosales C y col. 1995].

Durante la cascada metastasica, las células tumorales deben presentar una adhesion
célula — célula y célula — matriz tanto disminuida como aumentada, dependiendo de la
etapa del proceso [Stetler-Stevenson WG y col. 1993]. El escape de células
neoplasicas a partir del tumor primario requiere una disminucién en la adhesividad de
estas células, tanto con otras células tumorales como con la matriz del estroma. Sin
embargo, la interaccién de las células tumorales con el 6rgano blanco, que resulta en
patrones de metastasis especificos del tumor, requiere de mecanismos de adhesion
entre las células neoplasicas y el estroma de dicho érgano.

Varias familias de receptores de adhesién han sido identificadas y caracterizadas:
éstas incluyen las integrinas, las caderinas, las selectinas y miembros de la
superfamilia de las Inmunoglobulinas. El rol de estas moléculas en los procesos de
crecimiento tumoral, invasion y metastasis se encuentra todavia en activa

investigacion.

o Integrinas: [Revisiones en: Rosales C y col. 1995; Juliano RL y Varner JA, 1993;
Glukhova M y col. 1995]
Las integrinas son una familia de glicoproteinas de superficie celular que actian
principalmente como receptores para proteinas de matriz extracelular, aunque algunas
integrinas pueden reconocer proteinas de membrana y estan involucradas en las
interacciones célula — célula. Cada integrina es un heterodimero que contiene una
subunidad a y una (3, ambas glicoproteinas de transmembrana. Han sido identificadas
quince subunidades a y ocho 0 mas subunidades (3, las cuales pueden asociarse para
formar al menos 21 integrinas distintas conocidas. Una subunidad 3 puede asociarse a
varias subunidades a y una subunidad o con mas de una . Ademas, la mayoria de
las integrinas interaccionan con mas de un ligando y un mismo ligando puede ser
reconocido por varias integrinas. Las células a menudo poseen multiples integrinas
capaces de interaccionar con una dada proteina de matriz, asi que la expresion de

integrinas resulta aparentemente redundante.



La mayoria de los ligandos son proteinas de matriz extracelular, entre los que se
encuentran fibronectina (reconocido por asB,), colageno y laminina, aunque algunas
integrinas pueden reconocer proteinas de membrana, como las caderinas y algunos
miembros de la familia de las Ig (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1) y mediar de este
modo la interaccion directa célula — célula [Ver Anexo II: Integrinas y sus ligandos].

Los cationes divalentes son esenciales para la funcién del receptor y necesarios para
la asociacién a-p de algunas integrinas. Estas proteinas pueden presentarse en dos
estados: activado o desactivado, los cuales se diferencian por un cambio
conformacional, por lo que las células pueden regular su adhesividad a diferentes

sustratos regulando tanto el nivel de expresién como la activacién de estas moléculas.

Es importante mencionar que las funciones de las integrinas no estan restrictas a la
adhesién, sino que constituyen verdaderos receptores que median procesos de
transduccién de sefales que influyen tanto el control del crecimiento celular como la

expresion génica.

Los tejidos diferenciados normales expresan un conjunto caracteristico de integrinas y
puesto que las alteraciones en la expresidén de integrinas observadas en cancer son
tejido-especificos [Glukhova M y col. 1995], nos centraremos en esta Introduccién en
los datos disponibles para carcinomas. De los mismos puede concluirse
principalmente: 1) una tendencia a la “hipo-regulaciéon” de las integrinas
usualmente expresadas en el tejido de origen y 2) falta de organizacién espacial
de las integrinas expresadas [Juliano RL y Varner JA, 1993].

En epitelios normales, las integrinas que unen colageno IV, laminina u otros
componentes de la membrana basal estan expresadas principalmente en la superficie
basolateral, en proximidad a la membrana basal. Contrariamente, en carcinomas el
rearreglo espacial de estas integrinas es mas desordenado con una distribucion
intracelular difusa y menos abundante. Estos cambios se correlacionan con una
desorganizaciéon de la estructura de la membrana basal en si misma [Juliano RL y
Varner JA, 1993].

En cuanto a los reportes de niveles reducidos de expresion de integrinas en
carcinomas, las principales obervaciones fueron con las subunidades as, a3 y o
[Juliano RL y Varner JA, 1993]. Ademas, en carcinoma mamario invasivo, los
constituyentes citoplasmaticos tales como vinculina, a-actinina, talina y ppFAK'®

fueron indetectables o expresados en muy bajos niveles, sugiriendo que las



interacciones entre integrinas y el citoesqueleto estan impedidas [Glukhova M y col.
1995].

o Caderinas: [Revisiones en: Glukhova M y col. 1995, Rosales C. y col. 1995;
Takeichi M, 1993]

Las caderinas pertenecen a una familia de receptores de adhesion dependiente de
calcio involucrados en la adhesién homotipica célula — célula. La estructura de una
caderina tipica consiste de un dominio amino-terminal externo compuesto por 5
repeticiones en tanden, un unico segmento transmembrana y un dominio carboxilo-
terminal citoplasmatico de aproximadamente 150 residuos. La repeticién en tandem
amino-terminal posee el sitio de binding mientras que las otras repeticiones contienen
los sitios putativos de unién al calcio. Generalmente interaccionan en forma
intercitoplasmatica (a través del dominio carboxilo-terminal) con un conjunto de
proteinas, conocidas como cateninas, que a su vez interaccionan con el citoesqueleto
[Hynes RO, 1994].

Las caderinas juegan un rol critico en la determinacidén de la organizaciéon del tejido y
son especialmente importantes en algunas facetas de la morfogénesis durante el
desarrollo. En tejidos adultos, la pérdida de expresion de caderinas en tejidos
epiteliales es asociada con un fenotipo maligno y mas invasivo [Rosales C y col. 1995]
Experimentos in vitro revelaron que las células que no expresan caderinas o donde las
mismas estan inhibidas son mas invasivas que células con actividad de caderinas
normal [Frixen UH y col. 1991; Vleminckx K y col. 1991; Chen WC y Obrink B, 1991].
Es mas, la introduccién de E-caderina en lineas celulares invasivas reduce o elimina la
invasividad in vitro [Hedrick L y col. 1993].

La expresién de caderinas ha sido estudiada en varios canceres humanos, como
carcinoma gastrico, hepatoma, carcinoma prostatico, cancer de mama y otros
[Takeichi M, 1993]. Se puede describir una tendencia de los tumores con morfologia
epitelial o mas diferenciados, que poseen bajo potencial metastasico, a mantener altos
niveles de caderinas mientras que tumores pobremente diferenciados, altamente
invasivos o carcinomas metastasicos expresan niveles de caderinas muy reducidos.
En este Ultimo caso, si los niveles de caderinas son detectables, se observa un patrén
de distribucion difusa e irregular indicando adhesiones célula — célula desorganizadas.
Sin embargo, la pérdida de E-caderina esta relacionada con las primeras etapas del
desarrollo tumoral [Stetler-Stevenson WG y col. 1993]. La reduccién en el nivel de las

caderinas pueden aumentar la infiltracién de células tumorales en ganglios linfaticos




como en tejidos vecinos pero esta actividad no siempre confiere potencial de

metastatizar a distancia a dichas células [Takeichi M, 1993].

o Selectinas

Las selectinas comprenden una familia recientemente descubierta de receptores de
adhesion tipo lectinas [Lasky LA, 1992]. La estructura de una selectina incluye un
dominio N-terminal homélogo a las lectinas animales calcio-dependientes o CRD
(Carbohydrate- Recognition Domain) seguido de un dominio de tipo EGF (Epidermal
Growth Factor), una secuencia repetitiva consenso (cuyo numero varia en las distintas
selectinas), un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica corta [Bevilacqua
MP, 1993]. La familia de las selectinas estd compuesta por tres proteinas que median
interacciones heterotipicas a través del reconocimiento dependiente de calcio de
glicanos sialilados [Rosales C y col. 1995]: E-selectina, expresada en células
endoteliales en respuesta a citoquinas inflamatorias; P-selectina, presente en forma
latente en granulos de células endoteliales y cuerpos de Weibel-Palade de plaquetas y
rapidamente translocada a la superficie post-activacion celular, y L-selectina,
constitutivamente expresada por leucocitos [Ver Anexo lll: Estructura y funcién de las

selectinas].

Las tres selectinas pueden unir lactosaminoglicanos fucosilados y sialilados,
particularmente el motivo sialil Lewis* [Ver Anexo IV: Férmula y biosintesis de
antigenos del grupo Lewis], el cual estd presente tanto en glicolipidos como
glicoproteinas (N-glicoproteinas y mucinas). Otros ligandos tales como el CD15 o
Lewis* y formas sulfatadas de Lewis* también presentan actividad de binding de
selectinas, pero el significado fisiolégico de estas interacciones debe aun ser
investigado [Lasky LA, 1995].

Las selectinas, en especial E-selectina, estan recibiendo especial atencién en estudios
de progresion tumoral y metastasis. Normalmente expresada en células endoteliales
post-estimulacién de las mismas por agentes inflamatorios, interviene en la primera
etapa de la inflamacién uniendo el motivo sialil Lewis™ presente en la superficie de los
leucocitos y dando como resultado el enlentecimiento del movimiento de los mismos a
lo largo de la pared endotelial o “efecto rolling”. Esto permite que los leucocitos tengan
suficiente acceso a los factores quimiotacticos y se activen conduciendo a la firme
union a endotelio (via interaccion integrinas-moléculas de la superfamilia de
Inmunoglobulinas) y extravasacion [Revisiones en: Lasky LA. 1992; Lasky LA 1995,
Zimmerman GA y col. 1992, Springer TA, 1994].



Determinantes glicosidicos del tipo sialil Lewis* se expresan en forma constitutiva en la
superficie de los leucocitos polimorfonucleares (tanto en glicolipidos como en
glicoproteinas) y células sanguineas del linaje mieloide [Phillips ML y col. 1990]. Pero
entre las alteraciones en los patrones de glicosilacién observadas en diversos tumores
(principalmente carcinoma de colon, mama y pulmén y en algunas leucemias) se ha
descripto la presencia de determinantes sialil-Lewis® en la superficie de células
neoplasicas [Fukushima K y col. 1984; Kim YS y col. 1988; Ogawa J y col. 1996;
Majuri ML y col. 1995, Hanish F-G y col. 1992; Yamaguchi A y col. 1998].

Numerosos reportes han determinado que el Sialil Lewis™ expresado en tumores actia
como ligando de las E-selectinas de las células endoteliales [Rice GE y Bevilacqua
MP, 1989; Walz G y col. 1990; Hession C y col. 1990; Yago K y col. 1993], permitiendo
la adhesidén de las células tumorales a endotelio activado. Consecuentemente, la
expresion de sialil Lewis* se ha relacionado con el potencial metastasico de dichas
células [Saitoh O y col. 1992, Nakamori S y col. 1997; Okazaki K y col. 1998; Martin-
Satue M y col. 1998] y las observaciones clinicas han determinado que mayores
niveles de expresion de sialil-Lewis* en la superficie de tumores correlacionan con
peor pronostico para los pacientes con carcinoma de mama, colon o pulmén [Ogawa J
y col. 1996; Nakamori S y col. 1993; Shimodaira K y col. 1997].

e Superfamilia de las inmunoglobulinas
Diversos receptores de adhesion celular son incluidos en esta superfamilia de

Inmunoglobulinas (Ig). Las proteinas agrupadas en esta familia poseen uno o mas
dominios de plegamiento tipo inmunoglobulina, el que consiste de una estructura
compacta de 60 — 100 aminoacidos formada por dos hojas B, cada una compuesta a
su vez por 3 — 5 cadenas [ antiparalelas, y estabilizada por aminoacidos hidrofébicos y
puentes disulfuro intercatenarios que forman un vuelta de 55 a 75 residuos. Ademas
de este dominio extracelular, los miembros de esta familia también poseen un Gnico

dominio transmembrana y una cola citoplasmatica corta [Rosales C y col. 1995].

La mayoria de los miembros de esta familia estan involucrados en eventos de
adhesién celular y son denominados CAMs (Cellular Adhesion Molecules). Estas
moléculas participan en reconocimientos homofilicos o heterofilicos, dependiendo del
tipo de CAM. Por ejemplo, los linfocitos T expresan una gran variedad de receptores
pertenecientes a esta familia, como CD2, CD4 o CD8, ICAM-1, ICAM-2 y el receptor
de células T (TCR), los cuales juegan importantes roles en el reconocimiento del
antigeno, funciones T-citotdxicas y recirculacion de linfocitos [Dustin ML y Springer TA,
1991]. El CD2 de células T interacciona con LFA-3 (otro miembro de esta familia)



presente en las células blanco; el TCR interacciona con moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad clase Il (MHC Il), también miembros de esta familia; mientras
que las ICAMs expresadas en células endoteliales son reconocidas por las [3,-

integrinas de los leucocitos [Rosales C y col. 1995].

Dado el rol de las CAMs en las interacciones célula — célula, es muy factible que
alteraciones en las funciones de estas moléculas estén involucradas en la progresion
tumoral. De hecho, la expresidn de distintos miembros de esta superfamilia, como ser
ICAM-1 [Johnson JP y col. 1989; Harning R y col. 1991, Banks RE y col 1993], MUCA1
[Regimbald LH y col. 1996; Hilkens J y col. 1995], VCAM-1 [Taichman DB y col. 1991,
Gearing AJH y Newman W, 1993], PECAM1 [Tang DG y col. 1993] y CEA [Zhou H y
col. 1993; Fearon ER y Vogelstein B, 1990] han sido correlacionadas con la progresion

tumoral.

ICAM-1 es una proteina transmembrana de 80 - 114 kDa con 5 dominios de Ig
extracelulares. Esta glicoproteina es expresada por diversos tipos celulares, como
linfocitos B y T, fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales, y el nivel de
expresidn en estas células puede ser aumentado por mediadores inflamatorios, como
IL-1, TNF-a e interferdn-y [Springer TA, 1990]. Los ligandos para ICAM-1 son las [3,-
integrinas, como a,B;, presentes en neutréfilos, monocitos, linfocitos y células NK
(Natural Killer), y amB, expresada por neutréfilos, monocitos y células NK [Bevilacqua
MP, 1993]. La interaccion de ICAM-1, presente en las células endoteliales, con (3,-
integrinas, presentes en los granulocitos, es responsable de la adhesién firme de

neutréfilos a endotelio vascular en sitios de inflamacion [Springer TA, 1990].

Se ha descripto que ICAM-1 es liberado por melanomas y células de carcinoma de
ovario [Giavazzi R y col. 1992] y se han correlacionado los niveles circulantes de
ICAM-1 con metastasis hepaticas en una variedad de tumores y con la progresion de
la enfermedad en melanoma [Johnson JP y col. 1989; Harning R y col. 1991, Banks
RE y col. 1993].

La mucina MUC1 es una glicoproteina de transmembrana expresada en epitelio de
mama normal. Sin embargo, se ha descripto que mas del 90 % de los carcinomas
mamarios presentan mayores niveles de expresion de una forma sub-glicosilada
[Regimbald LH y col. 1996]. La expresidbn de MUC-1 en carcinomas ha sido

relacionada con la progresion tumoral ya que, por un lado, en carcinoma colonico



MUC1 adquiere determinantes sialil Lewis* y sialil Lewis®, los que intervienen en la
unién a E-selectinas [Zhang K y col. 1994] y por otro, debido al menor grado de
glicosilacion de MUC1 observado en carcinomas mamarios, quedan expuestos
epitopes cripticos del “core” proteico que actitan como ligando de ICAM-1 del
endotelio, potenciando asi la adhesion de las células tumorales al mismo [Regimbald
LH y col. 1996].

VCAM-1 (también denominada INCAM-110), proteina transmembrana de 110 kDa que
posee 6 dominios de g, es expresada por endotelio vascular activado con IL-1 o TNF-
a y es responsable, a través de su interaccion con VLA-4 (integrina a4f,) [Riegg C y
col. 1992] de la adhesion de linfocitos y monocitos al endotelio vascular y su posterior
extravasacion en sitios de inflamacion. Se han descripto niveles aumentados de
expresion de VCAM-1 y VCAM-1 circulante en carcinoma de ovario, de vejiga y renal y
en linfoma no Hodgkin [Gearing AJH y Newman W, 1993].

PECAM-1 es una glicoproteina de transmembrana de aproximadamente 130 kDa con
seis dominios de Ig. La proteina estd compuesta por un dominio extracelular de 574
aminoacidos, una regién transmembrana simple de 19 residuos hidrofébicos y un
dominio citoplasmatico de 118 aminoacidos. En el dominio extracelular existen 9 sitios
de N-glicosilacién y los hidratos de carbono constituyen el 40 % de la masa de la
glicoproteina. PECAM-1 es expresado por plaquetas, células endoteliales, monocitos,
neutréfilos y linfocitos T CD8+ [DelLiser HM y col. 1994, Newman PJ, 1994], y es
responsable de adhesidn celular de tipo homofilico y heterofilico. La expresién de
PECAM-1 por células endoteliales se encuentra regionalizada y concentrada en las
uniones gap, sugiriendo que la interacciébn homofilica puede tener un rol en la
adhesién entre células endoteliales [Albelda SL y col. 1991]. Dicho rol fue confirmado
por Fawcett J. y col. [Fawcett J y col. 1995], quien mediante PECAM-1 soluble y
fragmentos Fab de anticuerpos anti PECAM-1 inhibié el crecimiento de células
endoteliales in vitro y logré disociar tanto los contactos interendoteliales como la
integridad de la monocapa durante su formacién. PECAM-1 cumple un papel crucial en
el proceso de migracién de leucocitos a través del endotelio vascular. Anticuerpos anti-
PECAM-1 o PECAM-1 soluble bloquean la migracién de monocitos y neutréfilos a
través de monocapas de células endoteliales in vitro sin bloquear la quimiotaxis ni la
adhesién [Muller WA y col. 1993]. Ademas, anticuerpos anti-PECAM-1 bloquean la
infiltracion de neutréfilos en sitios de inflamacién in vivo [Vaporciyan AA y col. 1993].
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La presencia de PECAM-1 en tumores soélidos ha sido descripta y se lo ha involucrado
en la adhesién de células tumorales a endotelio [Tang DG y col. 1993].

El estudio de la expresién y funcion de las moléculas de adhesiéon ha ampliado
de manera significativa el conocimiento sobre los mecanismos de adhesion
célula — célula y célula — matriz extracelular. Dicho conocimiento resulta
fundamental para la comprension y estudio de los procesos de progresion

tumoral.

Il. Cancer de mama

El carcinoma mamario invasivo es el tipo de cancer mas comun entre las mujeres,
afectando en la actualidad aproximadamente una mujer de cada nueve [Lippman ME,
1993]. Luego del carcinoma pulmonar, es también el mas letal [Marshall E, 1993]. A
pesar de los importantes avances realizados en los Ultimos afios en la deteccion y
tratamiento del carcinoma de mama localizado, poco se ha progresado en el manejo
terapéutico de la enfermedad cuando ésta es detectada en estadios avanzados. Los
mecanismos basicos involucrados en la iniciacion y desarrollo del cancer de mama

humano y su progresion maligna, son hasta el momento pobremente comprendidos.

Diversos factores de riesgo fueron identificados, incluyendo: historia menstrual y
reproductiva (menarca a edad temprana, menopausia tardia, edad avanzada al
nacimiento del primer hijo), historia familiar de carcinoma mamario, tratamientos
hormonales, exposicién a radiacion, etc. Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2
han sido asociadas a susceptibilidad hereditaria a cancer de mama. Sin embargo,
aproximadamente 70 % de las mujeres que desarrollan esta enfermedad no poseen
factores de riesgo identificables [Harris JR, 1993; Kelsey JL, 1996].

Por otra parte, existe gran diversidad en el comportamiento de los carcinomas
mamarios, observandose patrones de evoluciéon muy diferentes: cuando la enfermedad
se manifiesta como carcinoma invasivo, algunas veces metastatiza rapidamente
mientras que otras pasan de 10 a 30 afos antes de que la metastasis prolifere [Smith
HS y col. 1984]. Muchos canceres humanos presentan una evolucidén mas uniforme,
por ejemplo en el carcinoma de pulmén a células pequefias, sin quimioterapia

aproximadamente 70 % de los pacientes con enfermedad en estadio | mueren en un
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ano y menos del 10 % sobreviven luego de dos afios [Smith HS y col. 1984]. Sin
embargo, el carcinoma de mama se comporta en forma mas variable; mientras que
ciertos tumores alcanzan gran tamafo en la mama sin invasién vascular ni linfatica, en
otros casos aparecen metastasis a distancia antes que se produzca un importante

crecimiento del tumor primario.

Muy poco se sabe de las diferencias intrinsecas de las células de cancer de mama
que puedan explicar por si mismas este diverso comportamiento, pero los reportes
concuerdan en que los tumores con mayor aneuploidia y niveles de ploidia aberrantes
tienden a ser mas indiferenciados, receptor-estrogénico negativos e indican peor

pronostico para la paciente [Bichel P y col. 1982].

La determinacién del estadio clinico de los pacientes segun la extension de la
enfermedad, el analisis histopatoloégico de los tumores, asi como la deteccion de
receptores de estrébgeno y progesterona en el tumor, constituyen indicadores
pronésticos tradicionales y representan uno de los métodos mas confiables disponibles
hasta el momento para predecir la evolucién de la enfermedad. No obstante, es
frecuentemente observado que pacientes correspondientes a un mismo estadio
clinico, con igual diagnéstico histopatolégico y contenido de receptores hormonales,
evolucionan en forma diferente. Es por esto que grandes esfuerzos en la investigacion
en cancer mamario estan destinados a la busqueda de nuevos indicadores que
permitan predecir con mayor certeza la marcha de la enfermedadm, y en lo posible
provean informaciéon acerca de la capacidad del tumor de responder a determinadas

terapias antineoplasicas.

Existe actualmente una gran variedad de drogas para el tratamiento del cancer
mamario, incluyendo agentes citotéxicos, hormonales, modificadores de la respuesta
biolégica, etc. La clinica oncolégica cuenta con una amplia gama de tratamientos
disponibles: distintos esquemas quimioterapicos, diversas modalidades de
hormonoterapia, asi como regimenes que contienen combinaciones de agentes que
pueden actuar sinergisticamente sobre las células tumorales. No obstante, a pesar de
esta creciente complejidad en las terapias del cancer mamario, la sobrevida de las
pacientes con enfermedad metastasica no ha mejorado consistentemente en las
Glitimas décadas [Marshall E, 1993], evidenciando la necesidad de profundizar las
investigaciones sobre la biologia del cancer de mama y desarrollar nuevos enfoques

terapéuticos.
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ll-1. Heterogeneidad celular

En los carcinomas mamarios numerosos trabajos reportaron la coexistencia de
subpoblaciones celulares que difieren en sus propiedades. Esta diversidad celular ha
podido observarse cuando se analizaron muestras obtenidas a partir de tumores
humanos con respecto a distintos parametros, tales como: expresion de antigenos
tumorales, capacidad proliferativa, presencia de receptores hormonales, sensibilidad a
distintos tratamientos, ploidia, rearreglos cromosémicos, mutaciones que activan o
inactivan genes especificos, etc. [Meyer JS y Wittliff JL, 1991, Podhajcer OL y col.
1986; Szollosi J y col. 1995; Teixeira MR y col. 1995; Pavelic ZP y col. 1992, Fujii H y
col. 1996 (1); Chen LC y col. 1992; Ro J y col. 1990]. Esta heterogeneidad celular
intratumoral es en gran medida responsable de los fracasos en las terapias

antineoplasicas.

La mayoria de los tumores surgen en tejidos en los que la renovaciéon celular es
permanente. En estos tejidos las células funcionales, diferenciadas, normalmente se
van perdiendo y son reemplazadas por la proliferacion de células mas primitivas.
Algunos ejemplos de tejidos basados en la renovacion celular han sido muy bien
descriptos, como médula ésea, epidermis, mucosa intestinal o epitelio seminifero. Sin
embargo, aunque en ciertos casos la renovacion no resulte tan evidente, todos los
epitelios mantienen su estado estacionario en esta forma, si bien sus tasas
proliferativas difieren ampliamente entre ellos dependiendo de las pérdidas celulares
[Potten CJ y col. 1979].

Estos tejidos contienen células primitivas, indiferenciadas, denominadas células
troncales con capacidad de auto-renovacién, manteniendo asi constante su propia
poblacién, y con capacidad de originar una progenie de células que alcanzaran la
diferenciacion funcional, compensando las pérdidas fisiolégicas [Buick RN, 1984, Buick
RN y Pollak MN, 1984]. De esta forma se establece en la poblacién celular total una
jerarquia donde las células presentan propiedades que van cambiando gradualmente
en forma unidireccional. Asi, a medida que las células avanzan en esta jerarquia iran
perdiendo progresivamente la capacidad proliferativa y adquiriendo caracteristicas de
diferenciacion asociadas con la funciéon especifica del tejido [Buick RN, 1984; Buick
RN y Pollak MN, 1984]. Por lo tanto, en tejidos normales en renovacion pueden

distinguirse tres categorias celulares principales:

13



1-

2-

células troncales, con el maximo potencial proliferativo, indiferenciadas, con

capacidad de auto-renovarse y de dar origen a toda la descendencia celular;

células transicionales en vias de diferenciacion, con capacidad proliferativa limitada
dependiendo de su posicién relativa en la jerarquia;

células diferenciadas o terminales, no proliferantes.

Estas dos uitimas subpoblaciones predominan en niumero ampliamente respecto de
las células troncales. En estos tejidos el estado estacionario es mantenido por un
balance estrictamente controlado entre proliferacion, diferenciacion, muerte y

renovacion celular a partir de células troncales.

Distintas evidencias senalan que en los tumores malignos esta jerarquia celular
continia funcionando y que las neoplasias se originarian a partir de un evento
carcinogénico a nivel de las células troncales del tejido [Mackillop WJ y col. 1983;
Buick RN, 1984; Buick RN y Pollak MN, 1984]. Este evento alteraria los controles
naturales que rigen los mecanismos por los cuales una célula troncal opta por auto-
renovarse o entrar en proceso de diferenciacion. El incremento de la poblacién celular
podria ocurrir por exceso de proliferacion, bloqueo de la diferenciacién celular,
inadecuada remocion de células por el proceso normal de pérdida celular, o un
desbalance entre los eventos de auto-renovacion y expansion clonal en la poblacién
de células troncales [Buick RN y Pollak MN, 1984; Mackillop WJ y col. 1983, Selby P y
col. 1983].

Al respecto, trabajos previos de nuestro laboratorio realizados sobre muestras de
carcinomas primarios de mama humanos y la linea celular de carcinoma mamario
humano MCF-7 permitieron el aislamiento de distintos tipos celulares que difieren en
su indice de proliferacion y expresion de marcadores tumorales [Podhajcer OL y col.
1986; Resnicoff M y col. 1987]. En dichos trabajos fue posible identificar células con
caracteristicas correspondientes a las tres sub-poblaciones mencionadas: troncales,

transicionales y diferenciadas.

El concepto de que las células tumorales son heterogéneas con respecto a su
potencial proliferativo y que existe una subpoblacién de células troncales con
capacidad de proliferacion ilimitada, que puede originar todas las
subpoblaciones restantes, tiene fundamental relevancia en el tratamiento del

cancer: Siendo las células troncales las responsables del crecimiento tumoral,
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deberian ser el blanco esencial de las terapias antineopldsicas para lograr la

erradicacion del tumor.

lll. Antigenos asociados a tumor

Como hemos discutido en la primer seccién, numerosas alteraciones ocurren en las
células tumorales durante la progresiéon neoplasica, originando la expresion anormal
de diversos genes. Esto se manifiesta tanto por la aparicién de productos mutados,
como por la desregulacion de la expresion de genes normales, expresion de genes en
etapas del desarrollo inadecuadas, etc. Las células cancerosas presentaran entonces
moléculas normalmente ausentes, o existentes en bajas concentraciones, en células
normales. La identificacion de estos productos puede resultar de gran valor en la

clinica oncolégica ya que representan “marcadores tumorales”.

Los “marcadores tumorales” son moléculas de muy diversas clases, presentes
en el tejido tumoral o en fluidos corporales de pacientes con cancer, cuya
deteccion resulta de utilidad para establecer o precisar el diagnéstico, como
indicador pronéstico de la evolucion de la enfermedad, o para orientar o

monitorear terapias.

Esta definicién incluye entonces una gran cantidad de moléculas “asociadas al tumor”,
ya sean propias de un tipo de tumor o de un estadio particular, o indicadoras de ciertas
caracteristicas como agresividad, potencial metastasico, sensibilidad o resistencia a
determinados tratamientos, etc. Estas moléculas pueden estar presentes en la
membrana de células tumorales, intracelularmente, en la matriz extracelular, o ser
liberadas a sangre u otros fluidos corporales. Debido a la distinta naturaleza quimica y
localizaciéon de los marcadores tumorales, las técnicas de deteccion seran también
muy diversas, incluyendo métodos bioquimicos, inmunolégicos, histoquimicos,

moleculares, etc.

Una gran proporcién de estas moléculas han sido identificadas mediante el uso de
técnicas inmunolégicas. En muchos casos fueron detectadas a través de anticuerpos
xenogeneicos, es decir producidos en otras especies animales, luego de la
inmunizacién con células de un tumor. De ahi que estos marcadores sean
frecuentemente llamados “antigenos tumorales”, a pesar de que en la gran mayoria

de los casos no despiertan una respuesta inmune especifica en el paciente.
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Siendo los marcadores tumorales moléculas de naturaleza tan heterogénea, resulta
dificil establecer una clasificacion estricta de los mismos. Sin embargo, no es el
objetivo presentar aqui una revision de los multiples marcadores tumorales, sino
describir brevemente ciertos grupos de particular relevancia, especialmente en
carcinomas mamarios, y ejemplificar como éstos pueden contribuir en el diagnéstico,

pronostico y/o terapia del cancer.

o Antigenos oncofetales :

Se han denominado asi a moléculas que normaimente se expresan en determinados
tejidos durante el desarrollo fetal, dejan de expresarse (o lo hacen en cantidades
minimas) en tejidos del adulto, y son re-expresadas en células cancerosas. Dado que
estos marcadores son moléculas normales en estadios fetales, no resultan
inmunogénicas cuando reaparecen en el tumor, pero pueden ser marcadores de

importancia para el diagnéstico y seguimiento de tumores.

El “antigeno carcinoembrionario” (CEA) fue de los primeros en describirse [Gold P y
Freedman SO, 1965 (1); (2)]. Se expresa normalmente durante los dos primeros
trimestres de gestacién en mucosa del tracto gastrointestinal y es re-expresado en
diversos carcinomas (gastrointestinales, mama, pulmén, etc.) [Thompson JA y col.
1991, Robbins PF y col. 1993]. EI CEA es una glicoproteina presente en la membrana
plasmatica, que también se libera al fluido extracelular, siendo habitualmente
detectada en el suero de pacientes con carcinomas. Actualmente representa uno de

los marcadores tumorales de mayor importancia clinica:

- Dado que la concentracion de CEA en el suero correlaciona con el estadio de la
enfermedad y particularmente con la masa tumoral, es ampliamente utilizado como
marcador para diagnostico y seguimiento de los pacientes con cancer [Wagener C y
col. 1981, Go VLW y Zamcheck N, 1982; Seregni E y col. 1992; Bravo Al y col. 1985].

- AMC anti-CEA son utilizados exitosamente para radioinmunolocalizaciéon de tumores
que expresan CEA (CEA-positivos) [Hertel A y col. 1990; Goldenberg DM y col. 1990].

- Recientemente se han comenzado a desarrollar métodos de detecciébn de
micrometastasis en médula 6sea y nddulos linfaticos de pacientes con carcinoma
gastrointestinal o mamario, basados en la identificacion de células CEA" mediante la
amplificacién del ARNm-CEA por RT-PCR (“reverse transcriptase-polymerase chain
reaction”) [Gerhard M y col. 1994, Mori M y col. 1995].
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Como mencionamos anteriormente, el CEA pertenece a un grupo de glicoproteinas
estrechamente relacionadas que constituyen una familia génica, que a su vez
pertenece a la superfamilia de las Inmunoglobulinas [Khan WN y col. 1992, Thompson
JA, 1995]. Aproximadamente 30 genes han sido descriptos en la familia del CEA, y
alguno de sus miembros, (NCA-50/90, NCA-95 y NCA-160) se expresan normalmente
en membrana de granulocitos [Arakawa F y col. 1990; Audette M y col. 1987 Berling B
y col. 1990]. Al igual que otros miembros de la superfamilia de las Inmunoglobulinas,
ha sido descripto para varios miembros de la familia del CEA funciones en procesos
de reconocimiento o adhesién celular [Benchimol S y col. 1989; Zhou H y col. 1990;
McCuaig K y col. 1992] y ha sido demostrado, en modelos de metastasis experimental
con ratones nude, que el CEA funciona como factor de adhesién aumentando las

metastasis hepaticas por células de carcinoma colorectal [Hostetter RB y col. 1990].

En este trabajo de Tesis se utilizaron como control para diversos experimentos: el
AMC B1.1 (IgM) que reconoce a la seccion proteica del CEA y presenta reaccion
cruzada con otros miembros de la familia, como el NCA [Colcher D y col. 1983] y el
AMC B6.2 (IgG1) que reconoce especificamente un epitope proteico del NCA-90 y no
presenta reacciéon cruzada con el CEA [Colcher D y col. 1981, Kufe DW y col. 1983;
Robbins PF y col. 1993].

e Marcadores especificos de tejido o de diferenciacién:

Son moléculas que se expresan comunmente en un determinado tejido, en cierto
estadio de la diferenciacion celular normal. Las células tumorales suelen presentar
marcadores de diferenciacion propios del tejido del cual se originan. Siendo estas
moléculas normales para el organismo, evidentemente no induciran respuesta
inmunoldgica al ser expresadas en los tumores.

Estos marcadores, si bien no son especificos de tumor, resultan de suma importancia
para establecer o precisar diagnésticos. Corrientemente, el examen de una muestra
tumoral por el patélogo se basa en el analisis macro- y microscépico de rasgos
arquitecturales, histolégicos y citologicos. Esto, en muchos casos, permite concluir un
diagnéstico certero. Sin embargo, con frecuencia la escasés o complejidad de la
muestra hacen que este analisis no sea suficiente para permitir una precisa
determinacion del origen de la neoplasia. En estos casos resuita particularmente util el
estudio de marcadores especificos de tejido. Numerosos AMC han sido desarrollados
contra distintos marcadores, y estos en general son evaluados por técnicas de

inmunohistoquimica o citometria de flujo.
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Estos estudios son especialmente U(tiles en el diagnéstico de las neoplasias
hematolégicas, para establecer el linaje celular y estadio especifico. También se
utilizan habitualmente para determinar el origen de una metastasis en casos donde el
tumor primario no ha sido identificado, o para detectar micrometastasis en ganglios
linfaticos o médula 6sea. En algunos tumores indiferenciados de origen incierto, es
necesario utilizar una bateria de AMC contra marcadores especificos de tejido
[Batifora H, 1988]. Un ejemplo de este tipo de marcadores, ampliamente utilizado en la
deteccion de metastasis ocultas en médula 6sea, son las citoqueratinas,
caracteristicas de células de origen epitelial [Ellis G y col. 1989, Schlimok G y col.
1990; Azumi N y Batifora H, 1987].

¢ Glicoproteinas y glicolipidos de membrana aberrantemente glicosilados:

La mayoria de los tumores presentan en su superficie glicoproteinas y glicolipidos
anormales como resultado de alteraciones en la adicién secuencial de carbohidratos al
“core” proteico o a la molécula lipidica [Hakomori S, 1985, Kim YS, 1992, Kim YS,
1990; Ho SB y Kim YS, 1991]. Entre los ejemplos mas comunes se pueden mecionar
gangliésidos aberrantes, expresados frecuentemente en melanomas humanos [Pukel
CS y col. 1982] y Ags de grupos sanguineos modificados en varios carcinomas.
Puesto que los glicoconjugados presentes en la membrana plasmatica estan
involucrados en multiples fendmenos de reconocimiento celular, adhesion célula-
célula, etc., estos cambios estructurales en los carbohidratos pueden afectar
importantes propiedades de las células, y estarian estrechamente relacionados con el
proceso de invasion de tejidos y comportamiento metastasico [Hakomori S, 1985, Taki
T, 1996; Imai K y Makiguchi Y, 1996]. Como consecuencia de esta glicosilacion
aberrante pueden generarse epitopes nuevos o producirse cambios conformacionales
en las moléculas y exponerse epitopes normalmente ocultos o cripticos en la
estructura normal. Por lo tanto estos glicoconjugados modificados pueden servir como

marcadores tumorales.

Un grupo particularmente importante dentro de este tipo de marcadores son las
mucinas. Las mucinas son proteinas de peso molecular elevado (mayor a 200.000
Da), altamente glicosiladas, presentes en la membrana o secretadas, sintetizadas por
una variedad de tejidos epiteliales. En los epitelios normales su localizacién esta
restringida a la superficie apical de células secretoras. Varias mucinas se encuentran
también expresadas abundantemente en canceres de origen epitelial. En las células

tumorales las mucinas suelen presentar alteraciones en el patron de glicosilacion, lo

18



que provoca la exposicion de regiones cripticas de la porcion proteica de la molécula
[Ho JJ y Kim YS, 1994; Verma M, 1994; Kim YS, 1992, Ho SB y Kim YS, 1991].

Un ejemplo muy estudiado es la mucina codificada por el gen MUC1, expresada y
secretada en diversos epitelios normales. Esta mucina, denominada MUC1 o muy
frecuentemente “mucina epitelial polimérfica” (PEM) o episalina, es una glicoproteina
integral de membrana cuya porcion extra-citoplasmatica contiene un nimero variable
(entre 21 y 125) de repeticiones “en tandem” de una secuencia de 20 aminoécidos,
rica en serina y treonina que constituyen sitios potenciales de O-glicosilacion. En el
90 % de los carcinomas mamarios, PEM se encuentra sobre-expresada y glicosilada
en forma anormal (incompletamente glicosilada), lo que determina que ciertas
secuencias de la unidad repetitiva, normalmente enmascaradas, queden expuestas y
resulten particularmente antigénicas [Gendler SJ y col. 1990, Brockhausen | y col.
1995; Patton S y col. 1995; Girling A y col. 1989]. La expresiéon de PEM o MUC-1 en
carcinomas ha sido relacionada con la progresiéon tumoral debido a observaciones
realizadas tanto en carcinomas de colon, donde PEM adquiere determinantes sialil
Lewis™ y sialil Lewis® que intervienen en la unién a E-selectinas [Zhang K y col. 1994],
como en carcinomas mamarios, donde debido al menor grado de glicosilacion de
MUC-1, quedan expuestos epitopes cripticos del “core” proteico que actiian como
ligando de ICAM-1 presente en el endotelio, potenciando asi la adhesion de las células

tumorales al mismo [Regimbald LH y col. 1996].

Varios AMC producidos contra carcinomas mamarios humanos reconocen
determinantes antigénicos de PEM y, en especial, un epitope de 3 a 5§ aminoacidos
dentro de la secuencia hidrofilica “P D T R P A P" contenida en la unidad repetitiva
[Briggs S y col. 1993; Burchell J y col. 1989; Nuti M y col. 1992]. Puesto que estos
AMC no reconocen células de epitelios normales donde PEM es expresada
correctamente, resultan de utilidad clinica para establecer diagnéstico, radiolocalizar
tumores y focos metastasicos, y potencialmente para inmunoterapia [Sivolapenko GB
y col. 1995; Verma M, 1994; Peterson JA y col. 1995].

Uno de ellos, el AMC 436, utilizado en este trabajo como control de diversos ensayos,
fue desarrollado usando como inmunégeno un extracto celular (fraccién enriquecida en
membrana) preparado a partir de un conjunto de tumores metastasicos de carcinomas
mamarios humanos. El epitope reconocido fue identificado como una corta secuencia
de aminoacidos en la unidad repetitiva del “core”: arg-pro-ala-pro. EI AMC 436

reconoce carcinomas mamarios primarios y metastasicos, asi como distintas lineas
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celulares de cancer de mama, sin reaccionar con tejido mamario normal [Nuti M y col.
1992].

Otro AMC utilizado como control en este trabajo de Tesis es el AMC MBr1, el cual
reconoce un antigeno (CaMBr1) expresado en la membrana plasmatica de células de
carcinoma de mama y epitelio mamario normal [Menard S y col. 1983]. El epitope
especifico reconocido corresponde a un carbohidrato, el cual en tejido mamario normal
en reposo y tumores benignos se encuentra sélo unido a proteinas mientras que en
carcinomas se encuentra formando parte de glicoproteinas y glicolipidos [Miotti S y col.
1989]. Si bien el AMC MBr1 reconoce este epitope tanto en glicoproteinas como en
glicolipidos, tiene preferencial reactividad con los glicolipidos [Canevari S y col. 1983;
Bremer EG y col. 1984, Viale G y col. 1989]. EI AMC MBr1 ha sido acoplado a toxinas,
obteniéndose distintos inmunoconjugados con propoésitos terapéuticos [Orlandi R y col.
1988] y también ha sido generado un anticuerpo quimeérico murino/humano, con
capacidad de mediar reacciones de citotoxicidad celular (ADCC) vy lisis por
complemento [Orlandi R y col. 1992].

Entre las glicosilaciones aberrantes también es relevante mencionar la expresion en
diversos carcinomas (colon y mama principaimente; y en menor grado pulmén) y en
algunas leucemias, de determinantes del grupo Lewis: Lewis?, Lewis®, sialil Lewis?,

sialil Lewis* [Ver Anexo IV: Férmula y biosintesis de antigenos del grupo Lewis].

De éstos determinantes, el mas exhaustivamente investigado es el tetrasacarido sialil
Lewis™: constitutivamente expresado en glicoproteinas de membrana de granulocitos,
actua como ligando de las E- y P- selectinas expresadas por el endotelio en respuesta
a un estimulo inflamatorio. Como mencionamos anteriormente, el reconocimiento
selectinas — sialil Lewis* produce una disminucién en la velocidad de movimiento de
los granulocitos a lo largo de la pared endotelial o “efecto rolling”, que constituye el
primer paso en el proceso de extravascularizacién [Revisiones: Zimmerman GA y col.
1992; Springer TA, 1994, Lasky LA, 1995). Este rolling permite que los granulocitos
tengan contacto con quimiotractantes de las células endoteliales, los cuales activan
(via proteina G) a las B.-integrinas, que a su vez reconocen a las ICAM-1 de las
células endoteliales, estableciendo una fuerte union granulocito — endotelio. El dltimo
paso comprende la penetracién de los granulocitos entre las uniones celulares inter-
endoteliales (resultado de interacciones homotipicas de PECAM-1), finalizando asi con
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la extravascularizacién [Zimmerman GA y col. 1992; Springer TA, 1994, Fukuda M,
1996].

De estos tres pasos, el rolling constituye el paso critico, puesto que si el mismo es
inhibido por anticuerpos anti-sialil Lewis* o anti-selectinas o por oligosacaridos o
glicolipidos conteniendo sialil Lewis™ se obtiene la inhibicién de todo el proceso de
extravasacion [Fukuda M, 1994; Mulligan MS y col. 1993].

Entre las alteraciones descriptas en células tumorales que afectan al patrén de
glicosilaciéon, se ha descripto la up-regulacién o aumento en los niveles de expresion
de a1-3 fucosiltransferasas (FTs) (enzimas normalmente presentes sélo en
granulocitos y encargadas de fucosilar los lactosaminoglicanos para formar los
determinantes Lewis*. [Ver Anexo IV: Férmula y biosintesis de antigenos del grupo
Lewis]) tanto en carcinoma de colon [Kudo T y col. 1998; Majuri ML y col 1995], de
pulmén [Martin-Satue M y col. 1998, Ogawa J y col. 1996] y de mama. Debido a las
mencionadas alteraciones es posible obtener, expresados en la superficie de las
células tumorales, determinantes del grupo Lewis, entre los que se encuentra sialil
Lewis™.

Puesto que, como mencionamos anteriormente, se plantea un paralelismo entre el
proceso de extravasacion de los granulocitos en respuesta a agentes inflamatorios y el
comportamiento de las células de un carcinoma invasivo en el proceso de la
metastasis [Fukuda M, 1996], la adquisicion de éstos determinantes fucosilados en la
membrana de las células neoplasicas se ha relacionado con el potencial invasivo de
las mismas [Okazaki K y col. 1998, Nakamori S y col. 1997, Saitoh O y col. 1992,
Martin-Satue M y col. 1998]. Ademas, ha sido reportado que mayores niveles de
expresion de sialil Lewis® en los tumores correlacionan con peor prondgstico para los
pacientes [Nakamori S y col. 1993; Shimodaira K y col. 1997].

Por consiguiente, muchos AMC han sido producidos contra sialil Lewis* con la idea de
estudiar su uso en el bloqueo de los pasos iniciales de la progresion tumoral y
determinar su potencial aplicacién en la terapeutica del cancer. También estan en
activa investigacion estrategias anti-cancer basadas en la down-regulacion de la
expresion de sialil Lewis*, via inhibicién de la actividad de las FTs [Ogawa J y col.
1996].
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* Oncogenes :

Los proto-oncogenes codifican para proteinas que actuan normalmente como factores
de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, transductores de senales,
reguladores transcripcionales y reguladores de funciones nucleares. Este sistema
integrado juega un rol fundamental en el control de la proliferaciéon celular. Distintas
alteraciones en estos genes pueden conducir a su activacion, transformandolos en
oncogenes. Los oncogenes pueden codificar para proteinas cuya expresiéon en las
células tumorales sea sélo cuantitativamente diferente a la de las células normales
(por amplificacién genética o sobre-expresién), o para productos cualitativamente
diferentes (por mutaciones en la secuencia codificante). En ambos casos la
identificacion de estos oncogenes o sus productos resulta importante, ya que pueden

servir como marcadores tumorales de valor prondstico, diagnéstico, y alin terapéutico.

Uno de los oncogenes mas frecuentemente alterados en cancer y por lo tanto mas
investigados como marcador tumoral es el erbB-2, también llamado HER-2/neu. Este
gen codifica para un receptor transmembrana de 185 kDa con actividad de tirosina
kinasa, altamente homologo al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
[Bargmann CI y col. 1986, Yamamoto T y col. 1986]. erbB-2 es un miembro de una
familia de genes relacionados que incluye ademas a erbB-1 (gen del EGFR), erbB-3 y
erbB-4, los cuatro genes son generalmente co-expresados en distintas combinaciones,
en diversos tejidos humanos. Una variedad de péptidos ligandos con capacidad de
estimular al receptor erbB-2 han sido descriptos, llamados en conjunto neuregulinas
(NRGs). Distintos estudios mostraron que estos no se unen directamente a erbB-2,
sino que erbB-3 y erbB-4 actian como coreceptores: las NRGs se unen a erbB-3 y
erbB-4 y la heterodimerizacion de los receptores permite la activaciéon de erbB-2
[Hynes NE y Stern DF, 1994]. Se ha demostrado que las NRGs pueden inducir
crecimiento y diferenciacién en células epiteliales, gliales y musculares, y cumplen

roles esenciales durante el desarrollo embrionario [Meyer D y Birchmeier C, 1995].

Distintos mecanismos pueden llevar a la activacién de erbB-2 transformandolo en
oncogénico, basicamente: 1) sobre-expresion de la proteina normal, ya sea por
amplificacién genética y/o alteraciones en la transcripcién y 2) mutaciones puntuales
en el dominio transmembrana [Hynes NE y Stern DF, 1994]. erbB-2 se encuentra
amplificado y/o sobre-expresado en diversos canceres humanos, principalmente
carcinomas de mama, ovario, gastrico y de pulmén [Hung M-C y col. 1995; Hynes NE
y Stern DF, 1994]. En carcinoma mamario, en particular, estudios clinicos han
reportado que erbB-2 esta amplificado/sobre-expresado en aproximadamente un 30 %
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de los mismos y que los elevados niveles de expresion de erbB-2 correlacionan con
pobre prondstico. Esta observacién ha impulsado importantes areas de investigacion,
tratando de determinar su rol en la progresion neoplasica, su utilidad como marcador
pronéstico y/o predictivo de respuestas a terapias y su potencial uso como un blanco

terapéutico.

Distintas estrategias han sido descriptas, y su posible aplicacion clinica es ain objeto
de estudio. Diversos AMC generados contra el dominio extracelular de la proteina
erbB-2 inhiben el crecimiento de células tumorales in vitro e in vivo al ser utilizados
soOlos [Hartwerth IM y col. 1992, Hudziak RM y col. 1987; Kasprzyk PG y col. 1992] o
acoplados a drogas quimioterapéuticas o radioisétopos [Hancock MC y col. 1991; De
Santes K y col. 1992]. En modelos animales, la sobre-expresioén de erbB-2 en células
tumorales aumenté la malignidad y el potencial metastasico; mientras que la inhibicién
de la expresion de este gen suprimié el fenotipo maligno [Hung M-C y col. 1995].
Ciertos inhibidores de la transcripcién del promotor erbB-2 fueron administrados a
ratones portadores de tumor (mediante liposomas o vectores adecuados), lograndose
suprimir el crecimiento tumoral y aumentar la sobrevida [Hung M-C y col. 1995]. Estos
resultados son alentadores en cuanto al posible desarrollo de terapias anti-tumorales

dirigidas a erbB-2 en humanos.

e Genes supresores de tumor :

Otro grupo de genes que juegan un rol esencial en la regulacién de la proliferacion
celular son los “supresores de tumor”. Estos genes codifican para proteinas que
actuan normalmente limitando la proliferacion; por lo tanto su inactivacion puede
provocar la pérdida del control de la divisidn celular, resultando en una proliferacién
descontrolada. Deleciones o mutaciones que inactiven a estos genes pueden ser
criticas en la iniciacion y progresion neoplasica. La identificacion de estas alteraciones
—tanto a nivel de ADN, ARN o proteina— puede resultar de gran valor para el

diagndstico, pronéstico, monitoreo y tratamiento del cancer.

Un ejemplo interesante es el gen p53. La inactivacibn de este gen es el evento
genético mas frecuentemente detectado en canceres humanos. p53 esta localizado en
el brazo corto del cromosoma 17 y codifica para una proteina nuclear de 53 kDa que
funciona como un regulador negativo de la proliferacion y se expresa en la mayoria de
las células del organismo [Revisiones: Hinds PW y Weinberg RA, 1994; Malkin D,
1994; Donehower LA y Bradley A, 1993]. La proteina p53 actia como factor

transcripcional, regulando la expresion de otros genes. Entre ellos induce la
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transcripcién del gen WAF1 (= CIP1 = p21) cuyo producto se une al complejo de
ciclina G;- Cdk2 (Cdk2: proteina kinasa dependiente de ciclina) que normalmente
permite a la célula atravesar la transicion G4/S del ciclo celular. La unién del producto
de WAF1 inhibe la actividad de este complejo, bloqueando asi el pasaje a fase S.

En células normales los niveles de p53 son bajos y estan regulados durante el ciclo
celular: p53 aumenta en fase G, tardia y es degradada rapidamente (vida media: 30 a
60 minutos). Estos niveles se incrementan en respuesta a la presencia de dafios en el
ADN, determinando la detencion del ciclo celular antes de la transicién G./S. Esto
permite a la célula reparar su ADN, de lo contrario entra en proceso de apoptosis
[Hinds PW y Weinberg RA, 1994, Malkin D, 1994]. En aquellas células donde p53 esta
inactivada la detencién en G; no ocurre y el ADN alterado se replica, fijandose la
mutacion. Esto puede representar uno de los pasos importantes en la iniciacién del
cancer: al no estar p53 o estar inactiva, se pierde un sistema que podria bloquear la
proliferacion de células que han sufrido una mutacion carcinogénica. A su vez, esto
permite la generacién y fijacion de posteriores mutaciones importantes en la
progresion neoplasica [Lane DP, 1992; Malkin D, 1994].

Distintos tipos de mutaciones en p53 han sido detectadas en multiples canceres
humanos (mama, colon, gastrico, tumores de sistema nervioso, etc.). Cuando estas
alteraciones fueron analizadas, el patrébn mas frecuentemente observado resultd ser:
una mutacion puntual (generalmente sustitucién de un aminoacido por otro) en uno de
los alelos de p53, acompaiada por pérdida del otro alelo. Sin embargo, en algunos
casos pudo identificarse un tipo particular de mutantes que presentaba: un alelo
salvaje y el otro con una mutacién dominante que codifica para una proteina inactiva,
cuya conformacién se encuentra alterada. En estos mutantes la oligomerizacion entre
proteinas salvajes y mutantes (p53 normalmente se agrega formando oligbmeros)
determina que el complejo adopte una conformacién alterada y sea inactivo
[Donehower LA y Bradley A, 1993; Malkin D, 1994].

Un analisis detallado de las mutaciones de p53 detectadas en tumores mostré que la
gran mayoria ocurren en determinados “puntos calientes” localizados en regiones muy
conservadas en la evolucion. En carcinomas de colon y mama mas del 90 % de las
mutaciones observadas mapean en cuatro “puntos calientes”. En contraste con la
proteina p53 salvaje, estas formas mutantes resultan ser mas estables y acumularse
intracelularmente; por lo tanto pueden ser facilmente detectadas por
inmunohistoquimica [Donehower LA y Bradley A,1993; Finlay CA y col. 1988].
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Diversos trabajos han demostrado que la determinacién de estas alteraciones de p53
en el tejido tumoral puede ser un buen indicador pronéstico de la sobrevida y evolucién
del paciente [Donehower LA y Bradley A, 1993]. En general, la presencia de altos
niveles de p53 determinados por inmunohistoquimica, o la deteccién directa de
mutaciones por técnicas moleculares, han sido asociadas con mal pronéstico. Esto fue
especialmente demostrado en carcinomas mamarios, en los que se ha propuesto que
p53 puede servir como marcador, contribuyendo a identificar aquelios pacientes sin
metastasis en ganglios linfaticos regionales, pero cuyos tumores son de crecimiento
agresivo, y en los cuales es necesario una quimio- u hormono-terapia adyuvante
[Allred DC, 1993; Silvestrini R y col. 1993 (2); Patel DD y col. 1996, Bergh J y col.
1995]. Si bien hay aun algunos resultados controversiales respecto del uso de p53
como marcador, la discusion esta basicamente centrada en la técnica utilizada para
detectar las mutaciones y no en el valor pronéstico de éstas [Sjogren S y col. 1996;
Kovach JS y col. 1996, Chen YH y col. 1995, Lohmann D y col. 1993].

e Receptores hormonales :

Algunos tumores, como el carcinoma mamario, son especialmente influenciados en su
comportamiento por la accion de distintas hormonas. En estos casos la determinacion
de la presencia de receptores hormonales en el tumor representa un marcador de gran
valor. En carcinomas mamarios por ejemplo, la evaluacion de receptores de estrogeno
(RE) y de progesterona (RPg) resulta doblemente importante: permite predecir la
respuesta clinica a tratamientos endécrinos, ya que se ha demostrado que la
capacidad de responder a hormonoterapia esta asociada con la presencia en el tumor
de RE y RPg, y tiene valor a nivel pronéstico, ya que se ha determinado que pacientes
cuyos tumores presentan RE y RPg evolucionan mas favorable que aquellos que
carecen de estos receptores. Cabe sefalar, sin embargo, que la respuesta a terapias
hormonales suele ser transitoria, observandose frecuentemente una evolucion hacia la
hormono-resistencia. Los mecanismos por los cuales tumores inicialmente
respondedores se vuelven hormono-resistentes no son aun comprendidos, pero se lo
relaciona con la heterogeneidad celular caracteristica de los carcinomas mamarios, ya
que la expresion de estos receptores no es uniforme en todas las células del tumor,
sino que se expresan en células diferenciadas [Ballaré C y col 1989; Ballaré C y col.
1991] y estan ausentes en las células troncales, que serian resistentes a la terapia.

Numerosos estudios, realizados tanto en tumores primarios como en lineas celulares
de carcinoma mamario humano, han demostrado que los estrégenos actuan como

agentes mitogénicos, induciendo la proliferacion celular. De ahi que la terapia
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hormonal mas ampliamente aceptada se base en el uso de antagonistas de
estrogenos, como el tamoxifeno [Chalbos D y col. 1982; Kung WM y col. 1986;
Osborne CK y Arteaga CL, 1990; Jeng MH y col. 1993].

Diversos autores demostraron que la progesterona ejerce un efecto inhibitorio sobre la
proliferacién celular en cancer de mama humano [Sutherland RL y col. 1988;
Musgrove EA y col. 1991; Gill PG y col. 1991] e inhibe el efecto mitogénico del
estradiol. Mas aun, las progestinas son utilizadas con éxito en el tratamiento del
cancer mamario, siendo la segunda opciéon en terapias endécrinas [Hissom JR y
Moore MR, 1987; Chalbos D y Galtier F, 1994, Harris JF y col. 1993].

IV. Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos son inmunoglobulinas producidas por el organismo en respuesta a la
presencia de sustancias extrafias, denominadas antigenos. Los anticuerpos poseen
una regién de unién especifica que reconoce un determinante antigénico o epitope, en
la molécula de antigeno. La uniéon Ag-Ac es de naturaleza fisica y, en determinados
casos, inicia una serie de procesos bioldégicos que resultan en la destruccién y

eliminacién del antigeno, o de la célula portadora del mismo.

Durante muchos afos se han realizado investigaciones tendientes a desarrollar
anticuerpos que reconozcan moléculas diferencialmente expresadas en tumores, con
el fin de utilizarlos en diagnéstico y terapias antitumorales. Los primeros trabajos se
llevaron a cabo inmunizando animales con células tumorales o extractos de las
mismas y esto permitié obtener anticuerpos con cierto grado de especificidad hacia el
tejido tumoral, pero simultdneamente se obtenian otros dirigidos contra diversas
moléculas comunes a tejidos normales. La purificacion de los anticuerpos de interés a
partir del suero del animal, con la idea de obtener mayor especificidad, requeria de
multiples adsorciones que acarreaban una disminucién de la potencia y concentracion
del anticuerpo. Posteriormente, y con la idea de disminuir la produccion de anticuerpos
inespecificos, en algunos trabajos se usaron como inmunégenos antigenos purificados
en lugar de extractos celulares, lo cual a su vez restringia el niumero de anticuerpos

disponibles en la practica.

Utilizando estos anticuerpos policlonales se desarrollaron técnicas inmunolégicas

que posibilitaron la identificacidon de células tumorales o moléculas secretadas por
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éstas, sobre muestras de tejido (biopsias) o suero de los pacientes con cancer. Estas
técnicas (como la inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, el uso de anticuerpos
unidos a isétopos radioactivos, etc.) contribuyeron significativamente en el diagnéstico
y tipificacion de tumores. Sin embargo, estos anticuerpos reaccionan frecuentemente
en forma cruzada con moléculas propias de tejidos nomales, afectando Ila

interpretacion de los resultados.

A los fines terapeuticos su utilizacién ha sido muy limitada por diversos factores,
incluyendo: la necesidad de inyectar altos niveles de proteina (con el consecuente
riesgo de anafilaxis al no ser el suero de origen humano), la reactividad cruzada con
tejidos normales y la dificultad de normalizar los distintos lotes de un anticuerpo.

En 1975 Kohler y Milstein reportaron la produccién de anticuerpos homogéneos
denominados anticuerpos monoclonales, lo que representd un extraordinario avance
que permitio superar en gran medida los problemas antes mencionados. Estos AMC
poseian una especificidad Unica y eran producidos a partir de células hibridas
resultantes de la fusion de una célula productora de anticuerpos (linfocito B)
sensibilizada contra un determinado antigeno y una célula proveniente de un mieloma.
Esta célula hibrida o hibridoma secretaba anticuerpos cuya especificidad estaba
determinada por el linfocito B y era a su vez virtualmente inmortal debido a la
naturaleza maligna del mieloma [K6hler G y Milstein C, 1975]. La técnica evolucion6
rapidamente eliminandose la contaminaciéon con anticuerpos derivados del mieloma
(utilizando una linea celular de mieloma no secretora) [Galfre G y Milstein C, 1981].

Desde entonces una inmensa variedad de AMC han sido desarrollados contra diversos

tipos de antigenos tumorales.

La posibilidad de producir en gran escala AMC contra marcadores tumorales ha
generado grandes expectativas en cuanto a su uso para lograr diagnésticos y
tratamientos antitumorales mas efectivos y selectivos. Ademas, esta tecnologia
también permite generar AMC contra antigenos tumorales todavia no conocidos,

permitiendo asi identificarlos y estudiarlos.

IV-1. Utilizacion de AMC en el diagnéstico y terapia del cancer

El advenimiento de la tecnologia de hibridoma representé un importante salto en el

campo de la inmunologia tumoral [Schlom J y col. 1991]. Como resultado de la misma,
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gran numero de AMC han sido producidos contra cancer de mama humano [Devine PL
y col. 1991; Annibali NV y col. 1994; Blottiere HM y col. 1991; Larocca D y col. 1991;
Keydar | y col. 1989; Nuti M y col. 1992; Canevari S y col. 1983; Pancino GF y col.
1987] con la idea de identificar y caracterizar antigenos asociados a tumor, estudiar su
uso como marcadores tumorales y sus posibles aplicaciones en el diagnostico,

pronéstico y tratamiento del cancer.

Las aplicaciones actuales de los AMCs en oncologia se resumen en la siguiente
Tabla.

Aplicaciones actuales de AMCs en oncologia

Diagnéstico y deteccion

¢ Inmunohistoquimica para detectar y clasificar tipos celulares por presencia o

ausencia de marcadores en muestras de tumores o extendidos celulares

e Analisis de fluidos corporales (suero, orina, derrames pleurales, etc.) para la

deteccién de sustancias marcadoras por inmunoensayos

e Imagenes con AMCs radiomarcados (RID), incluyendo linfocentellografia

e Deteccion y intraoperatoria con AMCs radiomarcados como sondas

Tratamiento

¢ Citotoxicidad directa de AMCs (mediada por Complemento o ADCC)

¢ Inhibicion de receptores de factores de crecimiento

¢ Inmunoconjugados (radioisétopos, drogas, toxinas)

e Purga de células tumorales (ex vivo) de médula 6sea almacenada para

autotransplante

e Vacunas anti-idiotipicas
[Adaptado de Goldenberg DM, 1993]

¢ A los fines diagnésticos los AMC han resultado de suma utilidad tanto en estudios
in vitro como in vivo:

In vitro se utilizan de rutina en una gran variedad de determinaciones sobre muestras
tumorales o fluidos corporales, ya sea para establecer diagnésticos mas precisos,
determinar el origen de un tumor o metastasis, evaluar el grado de avance de la

enfermedad y pronéstico, predecir respuestas a terapias, etc. En la actualidad es
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posible evaluar la gran mayoria de los marcadores descriptos previamente (antigenos
oncofetales, marcadores de diferenciacién, oncogenes, genes supresores de tumor,

presencia de receptores hormonales, etc.) mediante el empleo de AMC.

Las primeras aplicaciones de anticuerpos in vivo en el diagnéstico de pacientes con
cancer se realizaron con el fin de detectar la presencia y localizacién de tumores
primarios o focos metastasicos, utilizdndose para ello anticuerpos conjugados con
radioisotopos. Por medio del monitoreo visual externo es posible detectar el
radioinmunoconjugado que, dada su especificidad por algun marcador tumoral, debera
localizase mayoritariamente en la zona del tumor. Este método de diagnoéstico por
imagenes, denominado radioinmuno-deteccién, se ha perfeccionado mucho y su uso
se ha extendido ampliamente en los ultimos afos. Inicialmente varios estudios fueron
realizados utilizando anticuerpos policlonales antitumorales en modelos animales y
luego en pacientes [Goldenberg DM y col. 1974, Goldemberg DM y col. 1978; Mach JP
y col. 1974, Mach JP y col. 1980; Ford CHJ y Casson AG, 1986]. Con el desarrollo de
los AMC los radioinmunoconjugados resultaron herramientas ideales para detectar
metastasis ocultas, realizar monitoreo post-quirirgico y detectar recurrencias
tempranamente [Colcher D y col. 1987; Esteban JM y col. 1987; Goldenberg DM y col.
1990; Hertel A y col. 1990; Gallinger S y col. 1993; Doerr RJ y col. 1991]. Para esto se
requieren AMC que reconozcan con alta especificidad antigenos expresados en las
células tumorales, ya que la reactividad del AMC con células normales podria conducir

—por mecanismos inmunolégicos— a danos en el tejido.

Una gran variedad de AMCs se ha utilizado en radioinmunodeteccién de carcinomas
de colon, recto, mama, vejiga, y pancreas, asi como también de sarcomas, melanoma
y leucemias [Perkins AC y Pimm MV, 1991]. Entre ellos podemos citar AMCs anti-CEA
para detectar tumores de colon y mama [Goldemberg DM y col. 1990, Goldemberg
DM y Larson SM, 1992], anti-AFP para tumores de linea germinal e higado, [Baum RP
y col. 1991] y AMC LL2 para localizacion y estadificaciéon de linfoma no-Hodgkin
[Blend MJ y col. 19985].

e Por otra parte el uso terapéutico en pacientes con cancer de AMC dirigidos contra
marcadores tumorales es actualmente un area de intensa investigacion. Distintas
estrategias de aplicacién han sido desarrolladas, dependiendo de las propiedades del
AMC y de la naturaleza y localizacién celular del antigeno que éste reconoce. Estos

AMC pueden utilizarse solos (no modificados) o conjugados con agentes citotoxicos.
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La aplicacién del AMC no conjugado requiere que su union al antigeno especifico
pueda desencadenar alguna reaccién de citotoxicidad directa hacia la célula blanco, o
bien interferir con la proliferacién y diferenciacion celular. Aquellos AMC con capacidad
de mediar reacciones inmunologicas de citotoxicidad celular (ADCC = citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo), o bien lisis a través del sistema de complemento
humano, pueden en principio ser utilizados sin modificaciones. Ademas, es necesario
que el antigeno correspondiente sea expresado en la superficie celular, y que el
complejo antigeno-AMC no sea rapidamente internalizado, sino que permanezca en la
membrana celular el tiempo suficiente para permitir que ocurra la reaccion de
citotoxicidad. Es también importante que el antigeno esté presente en la gran mayoria
de las células tumorales, o al menos en la subpoblacion de células troncales,

responsables de la proliferaciéon celular en el tumor.

Por otra parte, diversos agentes citotdxicos como toxinas, drogas o radioisétopos, han
sido conjugados a AMC con propositos terapéuticos. El uso de AMC como vehiculos
para dirigir drogas citotoxicas o prodrogas [Kerr DE y col. 1995], radioisétopos o
toxinas [Pagliaro LC y col. 1998] requiere el reconocimiento de un antigeno en la
superficie de las células cancerosas, seguido generalmente de la endocitosis del
conjugado AMC-droga o toxina. También en este caso es importante tener en cuenta
qué poblacion celular dentro del tumor expresa el antigeno, y sera por lo tanto blanco
de la terapia. Con respecto al empleo de radioinmunoconjugados, la heterogeneidad
antigénica es en principio menos problematica, puesto que se requieren algunas
células que expresen el antigeno para dirigir los radioisétopos al tumor, donde el
efecto téxico seria ejercido sobre las células vecinas independientemente de la
expresién antigénica, puesto que los isétopos asesinos (emisores o o0 3) pueden matar
a distancias de hasta 50 diametros celulares [Schlom J, 1986].

En los Gltimos anos se han desarrollado multiples estrategias terapéuticas, incluyendo:

- el acoplamiento de AMC a diferentes drogas, toxinas o radioisotopos, y la utilizacion de
distintas técnicas de conjugacion.

- el uso de diversos protocolos de tratamiento, terapias combinadas de AMC con
citoquinas o con agentes quimioterapéuticos.

- la construccién de AMC quiméricos recombinantes humano/murinos para disminuir la
formacion de anticuerpos humanos anti-inmunoglobulinas de ratén (HAMA).

- la utilizacién de fragmentos de AMC [Fab o F(ab');] para aumentar la difusion y

penetracion del AMC en el tumor.
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Varias de estas estrategias han sido probadas en modelos animales con resultados
alentadores y actualmente se estan ensayando en humanos [ George A y col. 1994,
Riethmuller G y col. 1994, Bajorin D y col. 1990; Orlandi R y col. 1992, Wawrzynczac
EJ y Derbyshire EJ, 1992, Trail PA y col. 1993; Carrasquillo JA y col. 1986; Bast RC y
col. 1985; Nadler LM y col. 1984, Myklebust AT y col. 1993]. También podemos citar el
anti-CD20 quimérico para linfoma no-Hodgkin de bajo grado [Shan D y col. 1998], el
anti-pl185 "ER2 para cancer de mama [Pegram MD y col. 1998]

Tratamientos con AMC, ya sea en conjuncidbn con complemento o conjugados con
agentes citotoxicos, se utilizan exitosamente para eliminar in vitro células tumorales a
partir de médula ésea, en pacientes sometidos a transplantes autdlogos [Hammert LC
y col. 1997; Mehta J y col. 1997].
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta que:

e el carcinoma de mama invasivo es el mas frecuente en las mujeres

e |uego del carcinoma pulmonar, es el que presenta mayor indice de mortalidad

o |a sobrevida de las pacientes con cancer de mama no ha aumentado
significativamente en los Ultimos 20 afos, pese a los avances realizados en la

deteccion y tratamiento de carcinomas localizados

se hace evidente la necesidad de desarrollar terapias alternativas, entre la cuales la
inmunoterapia con AMCs, dirigidos especificamente contra antigenos asociados a

tumor, parece ser un buen candidato.

Sin embargo, los ensayos clinicos realizados en los Ultimos afos usando AMCs en el
tratamiento de tumores sélidos han producido resultados modestos sin que se
evidencien importantes mejoras en la sobrevida. Entre las causas argumentadas para
explicar estas fallas terapéuticas se encuentra la heterogeneidad en la expresion de

antigenos en las células tumorales.

Como mencionamos en la Introduccidn, existe una gran heterogeneidad celular en los
tumores soélidos. De hecho, en el carcinoma de mama se han identificado
subpoblaciones celulares correspondientes a distintos estadios de diferenciacion.
Entre las mismas, de particular relevancia resultan las células troncales tumorales
puesto que poseen capacidad ilimitada de proliferacién y son las responsables del
crecimiento y diseminacion del tumor. Por lo tanto esta subpoblacion deberia ser el
blanco principal de las terapias antineoplasicas, y en particular de la inmunoterapia,

para lograr la erradicacion el tumor.

En base a lo expuesto, el objetivo principal de este trabajo de Tesis es la
obtencion de AMCs dirigidos, en forma exclusiva o no, contra células troncales
de carcinoma mamario humano, caracterizar e identificar los antigenos
reconocidos por los mismos y evaluar la posible utilidad diagnéstica y/o

terapéutica de dichos AMCs.
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Puesto que las células troncales predominan en los tumores humanos mas
indiferenciados, para lograr este fin se us6 como inmundgeno células aisladas de un
cancer de mama humano, primario, indiferenciado y negativo para receptores
hormonales. De todos los clones de hibridoma producidos, uno resultd especialmente
interesante por su caracteristicas: el AMC FC-2.15 y se prosiguié con su estudio.

En el Capitulo | se resumen los datos de obtencion y reactividad del AMC FC-2.15

contra cancer y tejidos normales.

En el Capitulo Il se presenta la identificacion y caracterizacion de los antigenos
reconocidos por el AMC FC-2.15, tanto en las neoplasias FC-2.15-positivas como en
leucocitos polimorfonucleares (PMN), principal reaccién cruzada del AMC FC-2.15.

Desde el punto de vista funcional, en el Capitulo lll se estudié la interaccion del AMC

FC-2.15 con células de carcinoma mamario humano MCF-7 y con PMN tanto en

estudios in vitro como en un sistema ex vivo de circulacién sanguinea.
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CAPITULO I




Capitulo I: Descripcién del AMC FC-2.15

Introduccion

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres, afectando aproximadamente a
una de cada nueve mujeres en la actualidad [Lippman ME, 1993] y luego del cancer de
pulmén es también el mas letal [Marshall E, 1993]. Pese a los enormes progresos
realizados en la deteccion y tratamiento de los carcinomas mamarios localizados, la
sobrevida de las pacientes con cancer de mama no ha aumentado significativamente
en los ultimos quince afnos [Marshall E, 1992, Marshall E, 1993] evidenciando la
necesidad de desarrollar distintos enfoques terapéuticos.

La inmunoterapia adoptiva con anticuerpos monoclonales (AMC) posibilitaria, en caso
de reconocer antigenos (Ag) expresados preponderantemente por las células
tumorales, una accion selectiva sobre las mismas, ya sea de los AMC no conjugados
(en caso de mediar efectos citotoxicos por fijacién de complemento (C°) o citotoxicidad
celular (ADCC)) o bien unidos a alguna sustancia téxica (radioisétopos, drogas
quimioterapicas o toxinas). En los ultimos afios se han realizado diversos ensayos
clinicos usando AMC en la terapia del cancer. Sin embargo, la mayoria de los
tratamientos llevados a cabo en pacientes con tumores sélidos han producido
resultados modestos, sin que se evidencie un patrdn consistente de respuesta o
importantes mejoras en la sobrevida [LoBuglio A y col. 1988; Bajorin D y col. 1990;
Saleh M y col. 1992, Saleh M y col. 1993, Alpaugh RK y col. 1998], y sblo
recientemente algunos reportes alentadores han comenzado a aparecer [Riethmdller
G y col. 1994; George A y col. 1994, Adkins JC y Spencer CM, 1998, Cheung NK y
col. 1998]. Algunas causas argumentadas para explicar estas limitaciones
terapéuticas han sido la heterogeneidad en la expresibn de Ags en las células
tumorales y la uniéon del AMC a Ags irrelevantes.

Resulta entonces de particular importancia el estudio de las caracteristicas biologicas
de las células tumorales y los antigenos asociados a tumor (AAT) con el fin de
desarrollar AMC especificos contra los mismos.

Diversos estudios han demostrado la existencia de una gran heterogeneidad celular en

tumores solidos, siendo la diferenciacién celular una de las causas de tal diversidad.

En los carcinomas de mama se han identificado subpoblaciones celulares
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correspondientes a distintos estadios de diferenciacién, como ser: células “"stem" o
troncales, altamente indiferenciadas y con el mayor potencial proliferativo, células
semidiferenciadas y células diferenciadas que han perdido su capacidad de proliferar
[Buick RN y Pollak MM, 1984, Podhajcer OL y col. 1986]. Siendo las células troncales
las responsables del crecimiento y diseminacion tumoral, deberian ser el blanco
principal de las terapias antineoplasicas, y en particular de la inmunoterapia, para

lograr la erradicacion del tumor.

En nuestro Laboratorio se han descripto distintas subpoblaciones celulares en cancer
de mama humano y se ha trabajado en la identificacion y caracterizacion de las
mismas, con la idea de encontrar antigenos especificos "marcadores" de cada una de
ellas [Podhajcer OL y col. 1986; Ballaré C y col. 1991, Ballaré C y col. 1993] y pudo ser
establecida una secuencia de expresidén antigénica a través de la diferenciacion
celular. Asi, las células troncales se caracterizaron, ademas de por su alta tasa
proliferativa, por la baja expresibn de marcadores tales como antigeno
carcinoembrionario (CEA) [Podhajcer OL y col. 1986; Resnicoff M y col. 1987,
Podhajcer OL y col. 1988; Sorin | y col. 1988], receptor de estrégeno (ER) [Ballaré C y
col. 1989] y receptor de progesterona (PgR) [Ballaré C y col. 1991].

Con la idea de obtener AMC que reconocieran Ags expresados en células troncales de
carcinoma mamario, se inmunizaron ratones Balb/c con células intactas obtenidas de
un paciente con un carcinoma de mama agresivo y altamente indiferenciado, negativo
para la expresiéon de ER y PgR.

Se obtuvieron una variedad de AMC contra cancer de mama humano,
seleccionandose principalmente aquellos con capacidad de reaccionar contra células
troncales. Entre éstos, el AMC FC-2.15 presentd caracteristicas particularmente
interesantes que justificaron proseguir su estudio. En el presente capitulo se resumen
los datos de obtencién y reactividad del AMC FC-2.15 contra tejidos neoplasicos y

normales.

Resultados

I-1. Obtencién del AMC FC-2.15

Para la obtencion de AMC dirigidos preponderantemente contra células

troncales de cancer de mama humano, se inmunizaron ratones Balb/c con células de
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un carcinoma mamario humano altamente indiferenciado. Luego de la fusion de los
esplenocitos murinos con células del mieloma murino NSO0/1, los hibridomas
resultantes fueron seleccionados en primera instancia por la fuerte reactividad contra
las células del tumor utilizado para la inmunizacién y por la ausencia de reactividad
contra linfocitos humanos, establecidas ambas por inmunocitoquimica (ICQ). Dieciseis
hibridomas resultaron elegidos, y 6 de ellos fueron posteriormente seleccionados
basados en su crecimiento vigoroso y su reactividad contra carcinomas mamarios. El
AMC descripto en este trabajo de Tesis, el AMC FC-2.15, de isotipo IgM, resultd el

mas interesante y por lo tanto se prosiguié con su estudio.

I-2. Reactividad del AMC FC-2.15 con carcinomas mamarios

La reactividad del AMC FC-2.15 contra 33 carcinomas mamarios primarios de
diverso tipo histolégico fue ensayada por la técnica de inmunohistoquimica (IH). El
AMC FC-2.15 reacciond6 con la mayoria (31/33, 93,9%) de los carcinomas,
independientemente de su tipo histolégico y su grado de diferenciacién (expresion de
ER y PgR). Reconocié en los mismos, en promedio, al 80 % de las células tumorales y
con una intensidad moderada-alta.

Con la idea de determinar si el AMC FC-2.15 reconoce a las células proliferantes del
tumor (entre las que se encontrarian las células troncales), se realizé la determinacién
simultanea de sintesis de ADN (por incorporacién de [°H] timidina) y reactividad del
AMC FC-2.15 (por IH) en 16 carcinomas mamarios primarios. EI AMC FC-2.15
reaccioné con el 100 % de los mismos, reconociendo en ellos, en promedio, a casi el
90 % de las células proliferantes.

En la Figura 1.1 se muestra, a modo de ejemplo, la reactividad del AMC FC-2.15 con 2
carcinomas primarios de mama que fueron utilizados posteriormente para la

preparacién de extracto antigénico.

En cuanto a patologias mamarias benignas, es importante mencionar que el AMC FC-
2.15 reconoce débilmente y en un bajo porcentaje celular, muestras de adenosis Yy
quistes benignos de mama, mientras que en fibroadenomas se observa una fuerte

reactividad con los ductos hiperplasicos.
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Capitulo I: Descripcién del AMC FC-2.15

1-3. Reactividad del AMC FC-2.15 con otras neoplasias

La reactividad del AMC FC-2.15 con otras neoplasias fue probada por la
técnica de IH. De los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla I.1, es importante
destacar que el AMC FC-2.15 también reacciona fuertemente con carcinoma de colon,
prostata y células Sternberg de linfoma de Hodgkin.

I-4. Reactividad del AMC FC-2.15 con tejidos normales

La reactividad del AMC FC-2.15 contra tejidos normales fue ensayada por IH y
los resultados obtenidos estan resumidos en la Tabla I.2. De los mismos, es relevante
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mencionar que el AMC FC-2.15 presenta escaso reconocimiento de los siguientes
tejidos humanos normales: no fue detectada reaccién alguna con mama normal,
ganglios linfaticos, pulmén, pulpa blanca del bazo, higado, neuronas cerebrales y
cerebelares y tiroides. Una débil positividad fue observada en testiculo, ovario,
intestino delgado, acinos pancreaticos, axones cerebrales y cerebelares, epidermis,
musculo esquelético y glandulas sebaceas. Fuerte reactividad fue detectada sélo en
intestino grueso, pulpa roja del bazo, tubulos proximales de rifién, progenie mieloide
de médula 6sea y leucocitos polimorfonucleares (PMN).

~ POSITIVIDAD

Células” ntensidad®

arcimas

Colon 2/2 67-100% +++
Piel (squamoous) 11 67-100%

Laringe 11 1-33%

Utero 11 67-100% *
Tiroides 11 67-100% +++
Ovario 11 1-33% ++
Prostate 17 67-100%

Rifén (células claras) 11 34-66%

Otros

Melanoma metastasico 4112 67-100%

Epitelioma basocelular 11 1-33%

Linfoma de Hodgkin 11

(células Sternberg) 67-100% +++
Fibrohistiocitoma 11 1-33% +
Leiomiosarcoma 0N - -
Liposarcoma 0/1 - -




tologias benias

Mama
Enfermedad quistica
Adenosis

Fibroadenoma (ductos hiperplasicos)

Tejidos normales

Rifién (tubulos cont. proximales)
Médula 6sea mieloide
Granulocitos periféricos

Bazo
Pulpa blanca
Pulpa roja

Intestino grueso

Estomago

Endocervix

Endometrio

Glandula adrenal

Musculo esquelético

Testiculo

Ovario

Intestino delgado

Epidermis

Glandula sebacea

Acinos pancreéticos

Cerebro
Neuronas
Axones

Cerebelo
Neuronas
Axones

Higado

Pulmoén

Mama

Tirodes

Ganglios linfaticos

11
3/3
4/4

171
8/8
77
17

11
171
171
171
171
11
171
171
11
171
11
7
7

171

0/1
0/1
0/2
0/1
0/1

1-33%
1-33%
67-100%

67-100%
67-100%
67-100%

67-100%
67-100%
34-66%
34-66%
34-66%
1-33%
1-33%
1-33%
1-33%
1-33%
1-33%
1-33%
1-33%

1-33%

1-33%

intensidad™

++
+++
4+
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Capitulo I: Descripcion del AMC FC-2.15

I-5. Reactividad del AMC FC-2.15 con lineas celulares de carcinoma de

mama humano

Para estudiar la reactividad del AMC FC-2.15 contra las diferentes lineas

celulares de carcinoma mamario humano que disponemos en el Laboratorio fueron
realizadas tanto inmunocitoquimica (ICQ) como inmunofluorescencia (IF) indirecta
sobre células fijadas o en suspension (segln se indica en cada caso) con el AMC FC-
2.15, segun se especifica en Materiales y Métodos, secciones IV-2y IV-3.
En primera instancia se realizé una ICQ sobre las lineas celulares MCF-7, T47D,
MDA-231 y IIB-BR-G fijadas tanto con formaldehido 4 % como con acetona fria. Los
resultados obtenidos fueron diferentes para cada una de las lineas. Como se muestra
en la Figura 1.2, las células MCF-7 resultaron muy positivas, mientras que las células
T47D presentaron una gran heterogeneidad en su positividad, observandose desde
células muy reactivas hasta células negativas. Por el contrario, las lineas celulares |IB-
BR-G y MDA-231 fueron negativas.

numano mentao

40




Capitulo I: Descripcion del AMC FC-2.15

Con respecto a la estabilidad del Ag FC-2.15, el mismo fue bien preservado tanto en
las fijaciones con formaldehido como con acetona. Para determinar la localizacién del
mismo, fueron realizadas IF de células MCF-7 vivas en suspension a 4 °C o bien
crecidas sobre portaobjetos y los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 1.3A,
permiten observar claramente un fuerte reforzamiento en la membrana plasmatica,
indicando que el Ag FC-2.15 esta expresado en la superficie celular, datos coherentes
con lo observado en las ICQ realizadas sobre PMN aislados de sangre periférica

(Figura 1.3B) y células aisladas de médula 6sea normal.

|1-6. Reactividad del AMC FC-2.15 con carcinoma de colon y leucemias

humanas

En base a los resultados mencionados hasta ahora, resulté de sumo interés la
fuerte reactividad del AMC contra carcinoma de colon humano y su principal reaccion
cruzada con los PMN. Por lo tanto, fueron realizados experimentos posteriores

tendientes a profundizar la caracterizacion del AMC FC-2.15 en cuanto a su
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reactividad, analizando mayor numero de lineas celulares y carcinomas de colon

humano y determinando su reactividad con leucemias humanas.

Fue llevado a cabo, en primera instancia, IF indirecta sobre las lineas de carcinoma de
colon humano que disponemos en el Laboratorio: HCT-116, HT-29, CACO-2, T-84 y
DLD-1. Los resultados revelaron gran heterogeneidad en cuanto a la expresion del Ag
FC-2.15, observandose para las diferentes lineas distinto porcentaje de células
positivas con variada intensidad. Las mas reactivas resultaron las DLD-1 y T-84, en las
que puede observarse un bajo porcentaje de células reactivas (aproximadamente el
30%) pero con alta intensidad; en CACO-2 y HT-29 el porcentaje de células muy
reactivas es aun menor (7%) y HCT-116 es negativa. Igual a lo observado con las
células MCF-7, la reaccion del AMC FC-2.15 es netamente de membrana plasmatica.
También se realizd ICQ sobre las lineas de melanoma que disponemos en el
laboratorio, fijadas con formaldehido, y las mismas resultaron negativas para la
expresion del Ag FC-2.15.

En cuanto a la reactividad con carcinomas de colon humano, el AMC FC-2.15
reaccion6 con el 95,8 % (23/24) de los carcinomas analizados. En la mayoria de ellos
(14/24) reconocid un gran porcentaje (> 70 %) de las células tumorales y con
intensidad moderada-marcada. En el resto de los carcinomas (10/24), el AMC FC-2.15
fue reactivo con 10% - 40% de células tumorales y con intensidad leve. Es interesante
mencionar que los PMN presentes tanto en los infiltrados inflamatorios como
adyacentes al endotelio fueron fuertemente positivos.

La Figura 1.4 muestra, a modo de ejemplo, imagenes de la IF realizada sobre las
células DLD-1 y T-84 y de la IH sobre 2 carcinomas de colon humanos fuertemente
positivos. La tincibn de peroxidasa se detecté principalmente en la membrana

plasmatica, tanto en las células tumorales como en los PMN infiltrantes.
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Como se menciond anteriormente, debido a la reaccion cruzada del AMC FC-2.15 con
PMN periféricos, se quiso determinar si el AMC FC-2.15 es capaz de reaccionar
también con células de leucemias humanas. Por lo tanto, a partir de muestras
disponibles de sangre periférica, punciones de médula 6sea o plasmaferesis de
pacientes con diferentes tipos de leucemias, se realiz6 la extraccion de células blanco
como se describe en Materiales y Métodos, seccion . Para determinar la
reactividad del AMC FC-2.15 con las mismas, fueron realizadas IF utilizando PBS
como control negativo. Los datos obtenidos, especificando el tipo de leucemia y el

porcentaje de células positivas, se resumen en la Tabla 1.3.

1(LI)

2(B.) 1%
3 (K) 73 %
4 (C.B) 13 %
5(C.B.) 12,5 %
6 (JC.G.) ? 19,1 %
7 (A.S.) LL NEG:
8 (J.A) LMA-M2 21,25 %
9 (J.P) LMA-PM NEG.

10 (F.C.) LMA-M3 NEG
11 (RM.) ? 5%
12 (A.M.) LMC 83 %

snativo
2gaTIVvo.

En base a los datos obtenidos puede destacarse que las leucemias linfoides
analizadas son negativas, resultado esperado ya que el AMC FC-2.15 reacciona con
granulocitos de sangre periférica sin presentar reaccion cruzada con la serie linfoide.
En cuanto a las leucemias de la serie mieloide, puede concluirse que a mayor grado
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de diferenciacion aumenta el porcentaje de células reactivas con el AMC FC-2.15,
siendo éste del 73% - 83% en las leucemias mieloides crénicas (LMC) analizadas,
donde las células son principalmente granulocitos maduros.

La técnica de IF nos brinda informacién sobre el nUmero de células positivas, pero
debido a la falta de tincién nuclear es dificil saber de que tipo celular se trata. Fueron
realizadas entonces IH sobre frotis que se prepararon para cada leucemia, fijados
tanto con formol como con metanol. Esta técnica permitié, debido a que se realizd
tincion nuclear de contraste con hematoxilina de Harris, la determinacién del tipo
celular positivo. Fueron analizados los frotis de los pacientes para el AMC FC-2.15,
realizandose controles en ausencia de anticuerpo (PBS) o con un anticuerpo comercial
anti CD34, marcador de diferenciacién temprano del linaje mieloide.

Los resultados obtenidos indican que, a medida que la leucemia es mas diferenciada
hay mayor porcentaje de células positivas para el AMC FC-2.15, y el Ag FC-2.15
parece comenzar a expresarse en células que ya han segmentado su niacleo. También
es interesante notar que el anticuerpo anti CD34 es levemente positivo en células mas

indiferenciadas, no reconocidas por el AMC FC-2.15.

Discusion

Muchos AMC dirigidos contra cancer de mama humano se han descripto en los
Gltimos afos, pero su reactividad contra las diferentes poblaciones subcelulares ha
recibido poca atencion. Su aplicacién en la clinica ha producido resuitados modestos
sin lograr importantes mejoras en la sobrevida de los pacientes. Estas limitaciones
terapéuticas han sido explicadas, en parte, debido a la heterogeneidad en la expresion
de los diferentes Ags por las células tumorales.

Puesto que la eliminacién de la subpoblacion de células troncales es probablemente
esencial para lograr respuestas clinicas superiores a remisiones temporarias, el
objetivo de esta primera etapa del trabajo fue la obtencién de un AMC dirigido
preponderantemente contra las células troncales de cancer de mama humano.

En este capitulo se describié entonces la obtencién y reactividad del AMC FC-2.15, el
cual reconoce la gran mayoria de las células proliferantes de un alto porcentaje de los
carcinomas mamarios. Para su obtencién, fueron inmunizados ratones Balb/c con
células provenientes de un paciente con un agresivo carcinoma mamario
indiferenciado, negativo para ER y PgR, estrategia seguida con la idea de minimizar la

produccién de AMC dirigidos contra antigenos asociados a la diferenciacion celular.
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El AMC FC-2.15 seleccionado cumple con los requisitos propuestos, puesto que
reacciona con el 93,9 % de los carcinomas mamarios, reconociendo en ellos, en
promedio, al 80 % de las células tumorales y al 90 % de las células proliferantes, entre
las que se encuentran las células troncales del tumor. Ademas, dicho AMC presenta,
en general, escaso reconocimiento con tejidos humanos normales, a excepciéon de

intestino grueso, pulpa roja del bazo, progenie mieloide de médula 6sea y PMN.

El AMC FC-2.15 es también reactivo, aunque en diferente grado, con una variedad de
otras neoplasias, entre las que se destacan por su fuerte reactividad, los carcinomas
de colon, prostata y las células Sternberg de linfoma de Hodgkin. Debido a la fuerte
reactividad del AMC con PMN, se estudié también el mismo con leucemias humanas,
y es relevante mencionar el fuerte reconocimiento del AMC FC-2.15 contra LMC,
donde el numero de PMN maduros se encuentra aumentado. A diferencia de lo
observado en carcinomas mamarios, donde el Ag FC-2.15 se expresaria en células
indiferenciadas y diferenciadas, los resultados obtenidos indicarian que el Ag FC-2.15
se adquiriria tarde en la maduracion de la serie mieloide. Esto se corrobora puesto que
en las leucemias mieloides mas indiferenciadas, el AMC FC-2.15 reconoce un bajo
porcentaje de las células, las que ya tienen el nicleo segmentado y son negativas
para la expresion de CD34, un marcador de diferenciaciéon temprano de la serie

mieloide.

En cuanto al Ag FC-2.15, el mismo es bien preservado tanto en las fijaciones con
formaldehido como con acetona, y las IF indirectas realizadas con las lineas celulares

vivas y a 4°C estarian indicando una localizacién en superficie celular.

Para que un AMC pueda ser usado en el tratamiento del cAncer de mama, es esencial
que reconozca Ag de membrana presentes en la gran mayoria de los carcinomas
mamarios y expresados por las células proliferantes. Si se reunen estas condiciones,
AMC no conjugados podrian eventualmente llevar a la erradicacidén del tumor ya sea
por mecanismos citotdxicos de fijacidn de C’ o citotoxicidad celular. Considerando los
resultados aqui expuestos, el AMC FC-2.15 es un buen candidato para la
inmunoterapia, puesto que reconoce Ag presentes en la membrana plasmatica de la
mayoria de las células tumorales, incluyendo las células proliferantes del tumor.
Mayores estudios, tendientes tanto a la caracterizaciéon e identificacién de los Ags

reconocidos como a sus propiedades funcionales, son entonces justificados. También
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resulta importante profundizar la caracterizacion de la reactividad del AMC FC-2.15
tanto en carcinomas de colon como en LMC, donde el AMC FC-2.15 también podria

tener una aplicacion clinica.
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Capitulo Il:Identificacién y caracterizacién de los
antigenos reconocidos por el AMC FC-2.15

Capitulo ll: Identificacion y caracterizacion de los
antigenos reconocidos por el AMC FC-2.15

Introduccion

Como se describié en el Capitulo anterior, el AMC FC-2.15 reacciona con la mayoria
de los carcinomas mamarios humanos, reconociendo Ag presentes en la membrana
plasmatica de la mayoria de las células proliferantes del tumor. Ademas, el AMC FC-
2.15 presenta escaso reconocimiento con tejidos humanos normales, siendo la
principal reaccién cruzada con PMN y progenie mieloide de la médula ésea.

Los datos arriba mencionados, junto con el hecho de que el AMC FC-2.15 presenta un
potente efecto citotdxico contra células de carcinoma mamario mediado por fijaciéon de
complemento (C’) humano [Ballaré C y col. 1995], hacen de nuestro AMC un buen
candidato para la inmunoterapia del cancer de mama.

Mayores estudios tendientes a la caracterizacion e identificacion de los Ags
reconocidos por el AMC FC-2.15, tanto en carcinomas mamarios como en tejidos
normales (PMN) son entonces justificados. Debido a la fuerte reactividad del AMC FC-
2.15 con carcinomas de colon y con leucemias mieloides crénicas (LMC), la
caracterizacion antigénica en estas patologias sera también estudiada.

La identificaciébn de los Ags reconocidos por el AMC FC-2.15 resulta de gran
importancia porque apdrtaré datos sobre un, no sabemos si nuevo o ya descripto,
marcador tumoral. Esto permitira, en parte, mayor conocimiento sobre la fisiologia de
la célula tumoral en cuanto a su expresion diferencial de Ags, permitira estudiar la
expresion antigénica durante la progresion tumoral (tanto en tumores sélidos como
leucemias) y determinar su uso como factores de diagnéstico y pronéstico.

Resultados

1l-1. Identificacion del Ag FC-2.15 en carcinoma mamario humano y PMN

En base a lo expuesto, se realizaron una serie de experimentos tendientes a la
identificacion de los Ags reconocidos por el AMC FC-2.15. En primera instancia se
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quiso identificarlos en carcinoma mamario, para lo cual se utiliz6 como modelo la linea
celular MCF-7. Por lo tanto fueron realizados Western Blot sobre lisados celulares de
MCF-7 utilizando distintos métodos (proteina A iodinada, segundo anticuerpo (anti-igM
murina) conjugado con peroxidasa o con fosfatasa alcalina), pero los resultados
obtenidos no fueron concluyentes puesto que la positividad de las bandas no era
significativa contra un fondo considerablemente alto y los resultados no eran
reproducibles (datos no mostrados).

Debido a los mencionados intentos fallidos, se cambid la estrategia y se decidi6 usar
como fuente de Ag biopsias de tumores humanos por presentar las siguientes
ventajas: a) disponibilidad de mayor variedad de los mismos que de lineas celulares
para la eleccion de alguno con alta expresion antigénica y b) factibilidad de trabajar
con mayor masa para la preparacion de extractos.

Se realiz6 entonces un screening por la técnica de inmunohistoquimica (IH) entre
tumores primarios de mama de pacientes y tumores de las distintas lineas celulares
AMC FC-2.15-positivas desarrollados en ratones nude. Se seleccionaron para la
identificacion del Ag FC-2.15 tanto tumores de la linea celular MCF-7 como tumores de
mama de 2 pacientes (EG y ZG). A partir de los mismos se prepar6 extracto antigénico
(fraccién enriquecida en membrana y en citoplasma) y la presencia de antigeno en las
mismas fue analizada por Western Blot en condiciones reductoras y desnaturalizantes,
como se describe en Materiales y Métodos, seccion VI-5, utilizando el AMC FC-2.15 a
50 pg/ml, PBS como control negativo e IgM total murina (50 pg/ml) como control
inespecifico. EI AMC FC-2.15 reconoci6 en los extractos de membrana probados 3
bandas correspondientes a 160 kDa, 130 kDa y 115 kDa. En la Figura Il.1, se muestra
el resultado obtenido para el extracto de membrana de MCF-7 y, a modo de ejemplo,
para uno de los tumores primarios humanos. Es importante mencionar que no hubo
reactividad con los extractos citoplasmaticos y que no se detectaron bandas en los
controles negativo e inespecifico (no mostrado).

Se quiso determinar también los Ags reconocidos en los PMN, para lo cual extractos
enriquecidos en membrana de PMN fueron preparados y analizados por Western Blot.
La fraccién citoplasmatica resulté ser negativa, mientras que en la fracciéon enriquecida
en membranas fueron reconocidas bandas de 250 kDa, 185 kDa y 105 kDa (Figura
1.1, calle C).
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Para corroborar la especificidad de este reconocimiento, se realizaron Western Blot
controles, tanto en ausencia del primer anticuerpo (adicionando PBS en lugar del AMC
FC-2.15) donde no se detecté banda alguna, como un control de tejido negativo, para
lo que se eligid (como tejido mas similar y con posibilidad de utilizar iguales técnicas
de aislamiento y preparacion de extracto que las usadas para PMN) linfocitos aislados
de sangre periférica de dadores normales. En este Ultimo caso, y como puede verse
en la Figura Il.2A, el AMC FC-2.15 no reconocié ninguna banda en extracto de
linfocitos, mientras que reacciono con las tres bandas anteriormente descriptas cuando

se analizd, como comparacion, el extracto de membranas de PMN.
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Debido a la semejanza de pesos moleculares existente entre los Ags reconocidos por
el AMC FC-2.15 y Ags previamente descriptos presentes tanto en membrana de PMN
como de diversos tumores (entre los que se encuentra el carcinoma mamario y de
colon), como son el antigeno carcinoembrionario (CEA) [Cournoyer D y col. 1988] y el
antigeno NCA (nonspecific cross-reactive antigen) [Allard WJ y col. 1994; Kuroki M y
col. 1990], se decidi6 realizar controles adicionales. Por lo tanto fueron realizados
Western Blot utilizando como primer Ac el AMC B1.1 (reactivo con el CEA y otras
glicoproteinas (gp) miembros de la familia del CEA) [Colcher D y col. 1983] o el AMC
B6.2 (reactivo con el NCA) [Kufe DW y col. 1983]. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 1.2B donde puede verse que las bandas reconocidas por
ambos AMC controles difieren de las reconocidas por el AMC FC-2.15. El AMC B1.1
detecta 2 bandas de 180 kDa y 90 kDa mientras que el AMC B6.2 detecta sélo la
banda de 90 kDa, indicando que los Ags en estudio serian diferentes de las formas de
CEA y NCA reconocidas por los AMC controles.

Con la idea de realizar una mayor caracterizacion antigénica se llevaron a cabo
analisis de Western Blot sobre geles desnaturalizantes, tanto en condiciones
reductoras como no reductoras, obteniéndose en ambos casos idénticos resultados
como se muestra en la Figura I1.3A. Ello indica que para ninguna de las tres bandas la
integridad del epitope depende de puentes disulfuro.

También se llevaron a cabo Western Blot sobre geles nativos (condiciones reductoras
y no reductoras). En la Figura 11.3B se observa la regién de positividad como un
chorreado de poca movilidad electroforética, que practicamente no penetra en el gel
resolutivo, lo que indicaria poca carga en los Ags o que los mismos estarian formando
un complejo multimérico de alto peso molecular. Los resultados nuevamente son
idénticos para condiciones reductoras y no reductoras.

Es importante mencionar que similares resultados se obtuvieron al analizar en estas
condiciones extractos de tumor de MCF-7 desarrollado en ratones nude (datos no

mostrados).
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Geles bidimensionales fueron realizados con la idea de conocer el punto isoeléctrico
(p!) de los antigenos en caracterizacion. Las tres bandas resultaron ser de naturaleza
acidica, con pl menor o igual a 5.5 unidades para las bandas de 250 kDa y 185 kDa y
un pl entre 6.15 - 6.4 unidades para la banda de menor peso molecular (no mostrado).

lI-2. Determinacién de la naturaleza bioquimica de los Ags FC-2.15 en

carcinoma mamario humano y PMN

Con la idea de determinar la naturaleza bioquimica de los Ags, se someti6 el
extracto antigénico a diferentes tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos,
analizando luego la persistencia del Ag por el método de ELISA y comparandose con
un control en el cual los tratamientos antedichos fueron omitidos. El tratamiento que
produzca una reduccién significativa en la reactividad del Ac estara indicando la
alteracion del epitope reconocido por el mismo. Para comprobar la efectividad de los
tratamientos se utilizaron AMC controles como se indica a continuacion.

Los tratamientos se realizaron sobre multiplacas de 96 pocillos donde se sembraron
previamente 5 pg/pocillo de extracto de membrana de MCF-7 o 2 pg/pocillo de
extracto de membrana de PMN y secado durante la noche a 37 °C. Fueron utilizadas
proteasas (tripsina y proteinasa K), calor como agente desnaturalizante y metanol
(como disolvente de lipidos) en las condiciones detalladas en Materiales y Métodos,

seccion VI-7.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 11.4. Los mismos sugieren un Ag
FC-2.15 de naturaleza proteica, puesto que la reactividad disminuye significativamente
con el tratamiento con proteasas (tripsina y proteinasa K). Asimismo, el epitope no
seria conformacional puesto que el calor no altera la reactividad, ni estaria formando
parte de un glicolipido ya que la disolucion de lipidos con metanol no afectan la unién
del AMC FC-2.15. Como puede observarse, el mismo efecto de los tratamientos fue
obtenido tanto en extractos de membrana de MCF-7 como de PMN.
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Como controles de la efectividad de los tratamientos se analizé: i) el efecto de la
digestion del extracto de MCF-7 con proteasas en la reactividad del AMC 4.36
(reconoce el “core” proteico de la mucina epitelial polimérfica [Nuti M y col. 1992]), la

cual se vi6 afectada en un 68 % + 7,2 % vy ii) el efecto del tratamiento con metanol

55




Capitulo Il:Identificacién y caracterizacién de los
antigenos reconocidos por el AMC FC-2.15

sobre extracto de MCF-7 en la reactividad del AMC MBr1 (reconoce un epitope
glicolipidico [Menard S y col. 1983]) la cual fue inhibida en un 66,5 % + 10,6 %. La
reactividad del AMC MBr1, por el contrario, no fue afectada por tratamiento con calor
[Menard S y col. 1983].

Los experimentos hasta ahora realizados sugieren que el AMC FC-2.15
reconoceria Ags de naturaleza proteica tanto en carcinomas mamarios (modelo
utilizado: tumor de MCF-7 desarrollado en ratones nude) como en PMN. El proximo
paso a determinar fue si el epitope reactivo contenia carbohidratos. Por lo tanto, el
efecto de una suave oxidacién de los hidratos de carbono con periodato de sodio fue
analizado sobre células MCF-7 y extracto de membrana de PMN, determinandose
nuevamente la persistencia del epitope reactivo por el método de ELISA (Materiales y
Métodos, seccion VI-7). Como control de la efectividad de la oxidacién de
carbohidratos con el método utilizado, fue también analizado el efecto de dicho
tratamiento en la reactividad del AMC MBr1 sobre células MCF-7. Como control
negativo, el efecto del tratamiento sobre la reactividad del AMC 4.36 con células MCF-
7 fue también determinado.

En la Figura Il.5A se muestran los resultados obtenidos para células MCF-7. Se
grafica el porcentaje de inhibicidn con respecto al control del mismo AMC en el cual se
omitié la oxidacién con periodato de sodio. Puede verse que mientras el AMC MBr1
presenta una inhibicion del 73 % + 17 % y el AMC 4.36 no presenta ningun cambio en
su reactividad, el AMC FC-2.15 presenté una inhibicion del 47,1 % = 7 %. Estos
resultados indican, en principio, que el epitope reconocido por el AMC FC-2.15 seria
un carbohidrato. Si bien la inhibicién obtenida fue parcial, lo mismo puede decirse de la
oxidacién de hidratos de carbono, ya que las condiciones elegidas (periodato de sodio
10 mM durante 1 hora a temperatura ambiente (Ta)) fueron sumamente suaves para

evitar el mas minimo dafio proteico.

En base a lo expuesto, fueron realizados entonces tratamientos mas intensos (10, 30,
50 mM de periodato de sodio durante 2 hs) sobre extractos de membrana de PMN
(Figura 11.5B). Los resultados claramente indican una disminucién significativa en la
reactividad con el AMC FC-2.15 (70 % para 10 mM de periodato de sodio y 80 % para
30 mM y 50 mM) confirmando que el epitope reconocido por el mismo es de

naturaleza glicosidica.
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Los experimentos hasta ahora mostrados permiten concluir, en conjunto,
que el AMC FC-2.15 reconoce Ags de naturaleza glicoproteica, residiendo el
epitope en la parte hidrocarbonada.

1l-3. Caracterizacion de la parte glicosidica reconocida por el AMC FC-2.15

Debido a las evidencias que se acaban de mostrar indicando que el epitope del
AMC FC-2.15 estaria presente en la parte hidrocarbonada de las gps, se decidid
corroborar estos resultados y caracterizar la parte glicosidica de las mismas.

Como primer paso se decidié tratar al extracto de membrana de MCF-7 y PMN con la
enzima PNGasaF (Péptido N-glicosidasa F), enzima que cliva la unién amida entre el
residuo de asparagina y la N-Acetil-Glucosamina de todas las N-gps (ya sean sus
azucares alta manosa, hibridos o complejos). Posteriormente a dicho tratamiento, la
persistencia del antigeno fue analizada por Western Blot.

Los resultados se muestran en la Figura 1.6, donde puede verse en el caso de
extracto de PMN que tanto el extracto control (C) (no tratado) como el tratado con el
buffer de reaccion de la enzima (B) presentan las tres bandas ya descriptas de 250
kDa, 185 kDa y 105 kDa, mientras que el tratado con la enzima (E) no presenta banda
alguna lo que indica que, en efecto, el AMC FC-2.15 se une a la parte
hidrocarbonada de las 3 N-gp y por ende, clivada ésta, es incapaz de reaccionar con
el Ag (Figura Il.6A). Paralelamente, como control positivo de la reaccion de la enzima,
se realiz6 un Western Blot con el AMC B1.1, que reconoce el CEA y da reaccion
cruzada con NCA y otras gp de la familia del CEA, uniéndose a epitopes residentes en
la parte proteica de las mismas [Nuti M y col. 1992]. Este AMC reconoce las bandas ya
descriptas en el extracto control (C) y tratado con buffer (B), mientras que reacciona
con bandas de 48 kDa y 39 kDa en el extracto que fue previamente digerido con la
enzima (E), pesos moleculares esperados para la parte proteica de estas moléculas
[Kuroki M y col. 1991].

También se realizd un control negativo incubando con PBS, en lugar de los Ac
mencionados, en el cual no se detecta ninguna banda, lo que indica la especifidad de
los reconocimientos descriptos.

Por el contrario, en el caso de extracto de tumor de MCF-7 se observaron resultados
completamente diferentes. En la Figura Il.6B puede verse que el tratamiento con la
PNGasaF no altera en lo mas minimo ni la posicidn ni la intensidad de las bandas
reactivas con el AMC FC-2.15. Estos datos sugieren, en principio, que el epitope
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reactivo con el AMC FC-2.15 estaria portado, en MCF-7, en O-glicoproteinas. Se
quiso corroborar éste resultado descartando, por ejemplo, la presencia en el extracto
de MCF-7 de algun inhibidor que afecte a la PNGasaF. Por lo tanto, se realizé6 una
digestiéon con la enzima de una mezcla de ambos extractos (100 ug de MCF-7 + 20 pg

de PMN, observandose desaparicion de las bandas correspondientes a PMN mientras

que las correspondientes a MCF-7 permanecen inalteradas (no mostrado).
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En conjunto, los experimentos hasta ahora realizados indican que el AMC FC-2.15
reconoce la seccion oligosacaridica de gps, las cuales estarian N-ligadas en
PMN y O-ligadas en MCF-7.

Il-4. FC-2.15 reconoce al trisacarido Lewis™ (Le*) terminalmente expuesto

Los resultados previos indicando que la reactividad del AMC FC-2.15 se pierde
por incubaciéon de los extractos antigénicos con proteasas y post-oxidacién de los
hidratos de carbono con periodato de sodio, sugieren un Ag de naturaleza
glicoproteica, residiendo el epitope en la parte hibrocarbonada. Con la idea de
determinar cual es el carbohidrato que el AMC FC-2.15 esta reconociendo, es decir el

epitope reactivo, realizamos entonces los siguientes experimentos:

a) En primera instancia, y gracias a la colaboracion del Dr. P. O. Livingston (Memorial
Sloan-Kettering Cancer Centre, New York, U.S.A.) se analiz6 la reactividad del AMC
FC-2.15 contra una variedad de Ags carbohidratos (incluyendo mucinas, gangliésidos,
globdsidos, determinantes antigénicos de grupos sanguineos, etc.) por Dot-Blot.
Brevemente, Ags carbohidratos naturales y sintéticos fueron sembrados en tiritas de
nitrocelulosa, incubados con el AMC FC-2.15 (5 ug/ml) y revelados usando un
antisuero anti-IgM murina conjugado con peroxidasa. (Ver Materiales y Métodos,
seccion VI-1). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.1, donde puede
verse que entre todos los carbohidratos analizados, sélo la mucina de quiste de ovario
conteniendo el Le*/Lewis® (Le®) y el trisacarido Le* conjugado a poliacrilamida (PAA)
fueron positivos, mientras que todos los otros Ags resultaros negativos. Puede
concluirse, por lo tanto, que el AMC FC-2.15 reacciona especificamente con epitopes
Le* y que los mismos deben estar terminalmente expuestos puesto que: a) sélo las
mucinas que contienen Le */Le 2, pero no las que contienen Lewis’ (LeY)/Lewis® (Le®)
reaccionan con el AMC FC-2.15; b) el epitope Le* interno (Le’/Le* neo-glicolipido) no
fue reconocido por el Ac; c) Le* unido a PAA, pero no Le®-PAA fue reactivo con el AMC
FC-2.15.
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ucse quiste de ovario
Le*/Le® 3%
Le'/Le® Neg
Le’ trifucosilado (Le’/Le¥) Neg
Antigeno de grupo sanguineo A Neg
Antigeno de grupo sanguineo B Neg
OG (precursor no fucosilado) Neg
GM3 Neg
GM2 Neg
GM1 Neg
GD3 Neg
GD2 Neg
Le*-PAA
Le®-PAA Neg
STn-KLH Neg
STn-c-KLH 1+
TF-KLH Neg
Muc-KLH Neg
KLH 1+
Globo H Neg
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b) Con la idea de confirmar estos resultados y para determinar si el AMC FC-2.15
reacciona solamente con el Le* o es también capaz de reconocer al tetrasacarido
relacionado Sialil-Le* (SLe*) o a su isbmero Le®, se ensayoé la reactividad del AMC FC-
2.15 (5 pg/ml) por la técnica de ELISA sobre los siguientes antigenos: Le*-BSA, SLe*-
BSA, Le*- mucina, Le®*-mucina y BSA.

Los resultados se grafican en la Figura 1.7, y de los mismos puede concluirse
nuevamente la especificidad del FC-2.15 por el Le*, ya que es capaz de unirse tanto al
Le* conjugado con BSA como al presente en la Le*-mucina sin reconocer ni al SLe*-

BSA ni a la mucina conteniendo Le®.
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c) Como confirmacién final de la reactividad del AMC FC-2.15 contra Le*, realizamos
un ensayo de inhibiciébn de “binding” usando como inhibidor a un AMC murino
comercial, dirigido contra Le*: el AMC NCL-CD15 de Novocastra Laboratiories.
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Como los AMC comerciales disponibles son sobrenadantes de cultivo (no purificados)
y se venden en minimas cantidades (ya que se usan normalmente en diagndstico por
IH), no se pudo hacer un ensayo de inhibicién de “binding” convencional y se adapté al
protocolo descripto en Materiales y Métodos, secciéon VI-3. Brevemente, 6 pg de
extracto de membrana de MCF-7 fueron sembrados en multiplacas de 96 pocillos,
bloqueado con BSA 1% en PBS y preincubado con NCL-CD15 (dil 1/7.5) o BSA (10
ng) por 4 hs a Ta. Luego se agregaron diferentes cantidades (0-50 pg/ml) de ®*'FC-
2.15 o B°'BSA durante toda la noche a 4°C y se revel6 (para visualizar solo la unién del
2° Ac) con Streptavidina conjugada con peroxidasa.

El resultado se muestra en la Figura I1.8, donde los puntos de preincubacién con BSA
y B'FC-2.15 como segundo Ac indican el 100% de union para cada concentracion de
BietrC-2.15 (control positivo), mientras que los puntos de preincubacién con NCL-CD15
utilizando ®“'BSA en diferentes concentraciones indican la minima unién de una
proteina inespecifica biotinilada (control negativo). Ahora bien, los puntos de
preincubacién con NCL-CD15 utilizando las diferentes concentraciones de ®°'FC-2.15
como segundo Ac son los que nos van a indicar si existe 0 no una inhibicién de
“binding”. Como puede verse, la preincubacion de extractos de membrana de MCF-7
con NCL-CD15 inhibe significativamente el binding del AMC FC-2.15, concluyendo
finalmente que FC-2.15 reconoce, al igual que NCL-CD15, al trisacarido Le". La
diferencia entre ambas curvas resulto altamente significativa (p=0.002).
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Los resultados obtenidos permiten concluir que el epitope con el cual el AMC
FC-2.15 reacciona es el trisacarido Le* (Galp1-4(Fuc a1-3)GIcNAc->R), el cual
debe estar terminalmente expuesto. Ademas, el AMC FC-2.15 no presenta
reaccion cruzada ni con el isémero Le® ni con el tetrasacarido SLe”.

1I-5. Caracterizaciéon de la reactividad en PMN y células de Leucemia
mieloide crénica (LMC):

Ya reportamos que el AMC FC-2.15 reacciona con PMN humanos,
reconociendo en extractos de membrana de los mismos 3 N-glicoproteinas (gp) de 250
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kDa, 185 kDa y 105 kDa, presentes en diferente proporcién (250 kDa << 105 kDa <
185 kDa). También describimos que el AMC FC-2.15 reacciona con la gran mayoria de
los leucocitos obtenidos de pacientes con LMC.

Quisimos identificar entonces los antigenos presentes en células de LMC vy
compararlos con los datos disponibles para los PMN. Por lo tanto preparamos un
extracto enriquecido en membrana de ambos tipos celulares y lo analizamos por
Western Blot, segun se describe en Materiales y Métodos, secciones V y VI-5. Los
resultados se muestran en la Figura 1.9 y puede observarse que el AMC FC-2.15
reconoce en extractos de membrana de LMC las mismas 3 gp de 205, 185 y 105 kDa,
presentes idéntica proporcién (250 kDa << 105 kDa < 185 kDa), que en extractos de
PMN; pero es relevante mencionar que la densidad de antigeno en la membrana de
los PMN es mucho mayor que la observada en la membrana de las células de LMC,
puesto que para obtener una intensidad de bandas similares hubo que sembrar cinco
veces mas extracto de LMC que de PMN.

Para caracterizar estos Ags, estudiamos el efecto del tratamiento con PNGasa F y con
Neuraminidasa (enzima que cliva los residuos de acido sialico terminales) sobre la
reactividad del AMC FC-2.15 en extractos de membrana de PMN y LMC.

Brevemente, muestras de extracto de membrana conteniendo una cantidad de
proteina adecuada (20 pg de PMN y 100 ug de LMC) son tratados con las enzimas
PNGasa F por 1 hora a 37 °C o Neuraminidasa durante 2 hs a 37°C en sus
correspondientes buffers de reaccidn, previamente a ser sometidas a la electroforesis.
Como controles se siembran muestras tal cual (sin tratamiento alguno) y muestras
tratadas solamente con el buffer de reaccion de la enzima.

Como ha sido descripto que los PMN contienen oligosacaridos portando tanto Le*
como SLe” unido a N-gp [Spooncer E y col. 1984; Fukuda M ycol. 1984, Fukuda M.
1996], era de esperar que el tratamiento con Neuraminidasa aumente la intensidad y/o
el nimero de bandas detectadas en el Western Blot (al hacer visibles nuevos Le*
terminalmente expuestos) y que el tratamiento con PNGasaF elimine completamente
la reactividad (al eliminar todos los oligosacaridos unidos a N-gp). Como puede verse
en la Figura 1.9 para PMN no se observa cambio en la intensidad de las principales
especies reactivas pero se detectan nuevas especies de menor peso molecular al
tratar con Neuraminidasa mientras que para células de LMC puede verse tanto un
aumento en la intensidad como la aparicién de nuevas especies reactivas. Como era
esperado, puede observarse que en ambos extractos desaparece completamente la

reactividad al tratar con PNGasaF.

65



Capitulo Il:Identificacién y caracterizacién de los
antigenos reconocidos por el AMC FC-2.15

 Neuraminidasa

fractos de
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Esto permite concluir que las 3 bandas detectadas por el AMC FC-2.15 en
membrana de ambos tipos celulares corresponden a 3 N-gp portando Le*
terminales en sus oligosacéaridos y, mientras en PMN las especies portando SLe*
son una proporcion menor del total de las lactosaminas, lo contrario ocurre en
LMC donde hay mucha mayor expresion de especies sialidadas en membrana.
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11-6. Caracterizacion de la reactividad en células de carcinoma de colon T-

84 y células de carcinoma de mama MCF-7:

Como se menciond anteriormente, el AMC FC-2.15 reacciona fuertemente con

la linea celular de cancer de mama humano MCF-7 y es capaz de lisar dichas células
en presencia de C' humano.
Cuando quisimos identificar los Ags en extractos de membrana de MCF-7 por Western
Blot, no detectamos reactividad alguna en las condiciones habituales de trabajo (con
geles de poliacrialamida de 10% o 7,5% y descartando el gel separador). Recurrimos
entonces a la estrategia de partir de extracto de tumores de MCF-7 desarrollados en
ratones nude y describimos en ellos la presencia de 3 bandas. Pero conociendo ya la
identidad del epitope del AMC como el trisacarido Le*, y debido a datos bibliograficos
que describen la presencia de Le* y otros oligosacaridos relacionados en mucinas de
alto peso molecular, tanto en carcinoma de mama [Sikut R y col. 1996] como de colon
[Fukuda M. 1996; Capon C y col. 1997], pensamos que la reactividad descripta es en
realidad minoritaria y que nos estariamos perdiendo, por el tipo de electroforesis
realizada, de analizar a las mucinas. Se prepararon por lo tanto extractos de células
MCF-7 y se analizaron realizando las electroforesis en las condiciones en las que se
separan mucinas de alto peso molecular: geles de poliacriiamida en gradientes entre 3
y 12%, con un gel espaciador de 3% [Holden KG y col. 1971]. En éstas condiciones,
como puede verse en la Figura 11.10, detectamos un amplio rango de moléculas
reactivas (entre 90 kDa y >300 kDa ) sin poder identificar bandas definidas. También
quisimos estudiar el efecto del tratamiento con PNGasaF y Neuraminidasa, y puede
verse que con Neuraminidasa no hay aumento ni en la intensidad ni en el nGmero de
bandas y que con PNGasaF se elimina sélo parcialmente la reactividad
correspondiente a las especies reactivas de menor peso molecular. Estos datos
sugieren, por un lado, que la mayoria de epitopes Le* estan en MCF-7 portados
en moléculas tipo O-mucinas y por otro, la ausencia en MCF-7 de
lactosaminoglicanos portando SLe*. Es importante mencionar que el tratamiento
con PNGasaF se realizé a mayores tiempos (3 y 5 hs de incubacion) sin alterarse el
patrén observado (datos no mostrados), confirmando los resultados mencionados y
concordando con datos recientes de bibliografia que describen la ausencia de SLe* en
la linea celular MCF-7 [Kumamoto K y col. 1998].
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Cuando quisimos estudiar qué sucedia en la linea de carcinoma de colon
humano T-84, observamos en Western Blot realizados sobre extractos de membrana 2
bandas principales de 155 kDa y 135 kDa, mas un amplio rango de positividad de
mayor peso molecular sin bandas definidas. Al tratar con Neuraminidasa, se observa
un gran aumento en la reactividad del AMC FC-2.15, indicando la presencia de gran
nimero de especies portando SLe* en carcinoma de colon. El tratamiento con
PNGasaF elimina casi completamente la reactividad desapareciendo las dos bandas
netas y permaneciendo la reactividad correspondiente a mayor peso molecular. Esto
sugiere que las dos bandas netas corresponderian a 2 N-gp portando Le* en su
porcion oligosacaridica y que las mismas co-existirian con O-mucinas de mayor

peso molecular portando también Le* en su porcién hidrocarbonada.
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Es importante mencionar que la identificacion de los Ags fue extendida a carcinomas
de colon humanos. Extractos de membrana de dos adenocarcinomas de colon
fuertemente positivos para el AMC FC-2.15 fueron preparados y analizados por
Western Blot. El patrdn de reactividad fue indistinguible del descripto para la linea
celular T-84, observandose las 2 bandas de 155 kDa y 135 kDa junto con una regién
de positividad de mayor peso molecular. El aumento en la reactividad post-tratamiento
con neuraminidasa, indica también la presencia de abundante SLe* en los carcinomas

de colon humano analizados (datos no mostrados).

Discusion

Se han reportado en este capitulo los experimentos realizados tendientes a la

identificacion y caracterizacién de los Ags reconocidos por el AMC FC-2.15 en los
tejidos FC-2.15-positivos, sean éstos tumorales (mama, colon, leucemias) o normales
(PMN). Ensayos de ELISA sobre muestras antigénicas sometidas a distintos
tratamientos enzimaticos, quimicos y fisicos sugirieron un Ag de naturaleza
glicoproteica, residiendo el epitope en la seccién hidrocarbonada.
Posteriores experimentos fueron realizados para identificar el oligosacarido reconocido
y los resultados presentados en este Capitulo demuestran claramente que el
AMC FC-2.15 reconoce al epitope Le* (CD15), pero no al SLe*, Le®, o antigenos del
grupo sanguineo A o B. Esta conclusién esta basada tanto en el reconocimiento
especifico del AMC FC-2.15 por diferentes estructuras conteniendo Le*, como en la
inhibicién observada en el ELISA realizado utilizando un AMC comercial anti-CD15
como inhibidor.

Varios AMC anti Le* han sido descriptos, tales como el anti-SSEA-1, el cual reconoce
teratocarcinoma indiferenciado y células embrionarias tempranas murinas [Softer D y
Knowles B, 1978], el VEP8 y VEP9, que reconocen la linea celular promielocitica
humana HL60 y PMN humanos [Gooi HC y col. 1983]; el IG10 que reconoce el
hapteno X presente en glicolipidos y gp de la linea HL60 [Urdal DL y col. 1983]; el
ANTI-My-1, que reacciona con granulocitos y precursores granulociticos reconociendo
el antigeno My-1 [Huang LC y col. 1983], etc. Al igual que el AMC FC-2.15, la mayoria
de los AMC dirigidos contra Le* pertenecen al isotipo IgM. Contrariamente a otros
AMC dirigidos contra carbohidratos, los cuales se caracterizan por tener constantes de
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afinidad (Ka) del orden de 10° — 10° M™, para el AMC FC-2.15 fue descripta una Ka de
6,9 x 10’ M en la linea celular MCF-7 [Ballaré C y col. 1995].

Diversos estudios han reportado que los PMN contienen el hapteno Le* [GalpB1-4
(Fuca1-3)GIcNAc>R] y SLe* [NeuNAca2-3GalpB1-4(Fuca1-3)GIcNAc>R en
lactosaminoglicanos neutros y acidicos unidos a asparagina [Spooncer E y col. 1984;
Fukuda M y col. 1984]. Ademas ha sido descripto que las E- y P- selectinas juegan un
rol fundamental en el comienzo de la inflamacion, ya que la union de éstas a
neutréfilos y monocitos resulta en el reclutamiento de dichos leucocitos en el sitio de
inflamacién [Springer TA, 1994]. Tanto la E- como la P- selectina se unen al SLe*,
componente minoritario de los PMN [Lowe JB y col. 1990; Walz G y col. 1990; Phillips
ML y col. 1990] sin unirse a Le*. Esta uniéon de las E- y P-selectinas aminora el
movimiento de los PMN a lo largo de la pared endotelial, permitiendo que los
leucocitos tengan suficiente acceso a las quemoquinas, las cuales, via activacion de la
proteina G, activan las integrinas de la superficie de los PMN, estableciendo una firme
unién al endotelio [Fukuda M. 1996]. Esta firme unién conduce a la extravasacion,
posiblemente a través de la interaccién homofilica de PECAM 1 (molécula de adhesidn
celular plaqueta-endotelio 1).

Las células tumorales, en particular células de carcinoma y de leucemias, estan
enriquecidas en SLe* [Fukuda M. 1996]. Células de carcinoma también adquieren Sialil
Lewis® (SLe?), isdbmero de SLe* [Fukushima K y col. 1984], el cual une a E-selectinas
tan potentemente como SLe* [Berg EL y col. 1991; Takada A y col. 1993].

Debido a que las células tumorales y los PMN contienen SLe* en su superficie
celular, se plantea la hipétesis de que las células tumorales usan la misma
interaccion selectina-carbohidrato durante la metastasis [Fukuda M. 1996].
Cuando las células tumorales se diseminan, son conducidas por el torrente sanguineo
y deben adherirse a las células endoteliales en los sitios metastasicos [Nicolson GL,
1989, penetrar a través de las mismas y moverse dentro del tejido subendotelial. Una

vez que la célula tumoral crece por debajo del endotelio, la metastasis es establecida.

Fundamentando a la hip6tesis planteada, los reportes que mencionamos a
continuacioén sugieren fuertemente que uno de los factores claves en la diseminacion
metastasica es la abundancia de SLe*, y posiblemente de SLe?, en la superficie de las
células tumorales:

a) células de carcinoma de colon altamente metastasico, se unen mas fuertemente a
las E-selectinas de endotelio activado que sus contrapartes de bajo potencial
metastasico [Sawada R y col. 1994].
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b) Células tumorales de bajo potencial metastasico y de baja expresion de SLe* son
modificadas genéticamente para una alta expresion de SLe* obteniéndose células
que se adhieren mas fuertemente a E-selectinas [Sawada R y col. 1993].

c) La cantidad de SLe* en células de carcinoma colénico correlaciona directamente
con el pronéstico de los pacientes [Nakamori S y col. 1993], aunque otros criterios
histolégicos sean similares.

Hemos demostrado claramente que el AMC FC-2.15 reconoce al trisacarido Le*, el
cual puede estar portado tanto en N-gp como en O-gp (mucinas) en las células

tumorales, sin presentar reaccion cruzada con el SLe*.

Diversas evidencias, mencionadas a continuacion, sugieren para Le*, al igual que para
SLe*, un rol en el reconocimiento intercelular:

a) Le* se expresa en esperma humano que ha sufrido la pérdida acrosomal,
localizandose en la cabeza del esperma [Dcruz OJ y col. 1997] y ha sido reportado
que AMC anti Le* inhiben significativamente la penetracién de la zona pellcida
humana, sugiriendo que la interaccion esperma-6vulo puede estar mediada, en
parte, por Le* [Dcruz OJ y col. 1997].

b) Gooi y col. [Gooi HC y col. 1981] sugieren que el SSEA-1 (contiene al Le*), un Ag
embrionario murino, estadio-especifico, participaria de un sistema de
reconocimiento mediado por Le* involucrado en el proceso de compactacién (fuerte
asociacion de los blastdmeros que tiene lugar en el estadio de ocho células, en la
cual sufren cambios sustanciales en su organizacion durante la diferenciacion).

c) Datos de microscopia electrénica revelan una muy alta expresion de Le* tanto en la
membrana plasmatica como en el espacio intercelular de células de metastasis
hepaticas de carcinoma de colon murino (linea celular C26) y una baja y
heterogénea expresién de Le* en el foco tumoral del bazo y espacio subcutaneo.
Esto permite sugerir que los azUcares portando Le* estarian involucrados en las
interacciones entre las células colon 26 y células hepaticas en el proceso de
metastasis hepatica [Kawakami H y col. 1994].

d) La expresion tipo celular-especifica observada para Le* en células gliales fetales
humanas sugieren un rol para el trisacarido en el reconocimiento intercelular entre
distintos tipos celulares durante el desarrollo del sistema nervioso central humano
[Satoh J y Kim SU, 1994].

Mas aun, estudios inmunohistoquimicos muestran que el patron de expresion de Le*

en los carcinomas de mama esta frecuentemente asociado con el borde de ataque en

los tumores invasivos y con el limite exterior del bolo en los carcinomas in situ. Esto
sugiere un rol en la invasividad para Le* [Brooks SA y Leathem AJ, 1995]. La
asociacion de la expresion de Le* con las células cancerosas atrapadas

intravascularmente también permite sugerir un rol en la metastasis [Brooks SA y

Leathem AJ, 1995].
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Pese a todas estas evidencias mencionadas, los roles para Le* y SLe* parecen ser
diferentes. Es mas, su nivel de expresién difiere tanto en células neurales en cultivo
[Satoh J y Kim SU, 1994] como en varios tejidos [Kawakami H y col. 1994; Nakagoe T
y col. 1994].

En base a lo explicado, y tratando de aportar nuevas evidencias acerca de los posibles
roles de Le*, caracterizamos la reactividad del AMC FC-2.15 en los diferentes tejidos,
determinando si los lactosaminoglicanos portando Le* pertenecen a N-gp o O-mucinas
y poniendo especial atencion en el nivel de SLe* presente.

En PMN hemos descripto que el AMC FC-2.15 reacciona con 3 N-gp, y el pequefno
aumento de la reactividad del AMC FC-2.15 hacia PMN observado post-tratamiento
con Neuraminidasa, sugiere que las estructuras conteniendo SLe* son una proporcion
menor del total de lactosaminaglicanos, lo que confirma previos resultados [Spooncer
E y col. 1984, Fukuda M y col. 1984].

En cuanto a la distinta distribuciéon de Le* y SLe* tanto en N-gp como en O-mucinas,
los datos hasta ahora aportados pueden resumirse en la Figura 11.11. Puede
observarse tanto en PMN como en células de LMC la presencia de las 3 N-gp
mencionadas portando Le* y SLe*, con mayor proporcién de SLe* en LMC que en PMN
y la presencia de N-gp de menor peso molecular portando exclusivamente SLe*, que
corresponden a las bandas que aparecen post-tratamiento con Neuraminidasa. En el
caso de MCF-7, vemos exclusivamente la presencia de Le*, el cual es portado por O-
mucinas de alto PM y en el caso de T-84 probamos la coexistencia de 2-Ngp y de O-
mucinas portando ambos Le* y SLe*, ya que su intensidad aumenta muchisimo por el

tratamiento con Neuraminidasa.
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Figura II.11: Esquema representativo de la expresion de residuos
Le* y SLe* en PMN, LMC, T-84 y MCF-7.

Resumiendo, practicamente se dan todas las combinacines: Le* puede estar formando
parte tanto de N-gp como de O-mucinas. Segun el tipo celular estudiado, Le* esta en
N-gp exclusivamente (PMN y LMC), predominantemente en N-gp (T-84) o
predominantemente en O-mucinas (MCF-7). También puede variar la cantidad de
lactosaminoglicanos portando SLe* desde la ausencia (MCF-7), pasando por una baja
proporcion con respecto a Le*lactosaminoglicanos (PMN) hasta llegar a un gran
predominio de los mismos en LMC y T-84.

Puede ser concluido que PMN normales y diferentes células tumorales expresan
residuos Le* y SLe* en muy diferente proporcion y unidos a diferentes proteinas.
Si bien el rol de SLe* ya ha sido descripto, la relevancia de Le* en condiciones
normales y patolégicas tiene que ser alin establecida.
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Capitulo lll: Propiedades funcionales del AMC
FC-2.15. Estudios in vitro y ex vivo.

Introduccion

Como fue descripto en los Capitulos anteriores, el anticuerpo monoclonal (AMC) FC-
2.15 reacciona con la mayoria de los carcinomas mamarios y digestivos y con
leucemias mieloides crénicas (LMC), uniéndose especificamente a trisacaridos Lewis*
(Le*) terminalmente expuestos. Por lo tanto, el AMC FC-2.15 presenta reaccion
cruzada con las células y tejidos normales que expresan Le*, principalmente leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y la progenie mieloide de médula 6sea.

Resultados previos del laboratorio han demostrado que el AMC FC-2.15 es capaz de
lisar, en ensayos in vitro, las células Le*-positivas por fijacion de complemento (C’)
humano [Ballaré C y col. 1995].

En un estudio clinico en Fase |, llevado a cabo utilizando el AMC FC-2.15 en 11
pacientes con cancer avanzado [Mordoh J y col. 1995], se observé una remision
objetiva de una metastasis hepatica de carcinoma mamario, sugiriendo que el AMC
FC-2.15 podria lisar eficientemente las células tumorales in situ. La principal toxicidad
evaluada fue una profunda pero rapidamente reversible neutropenia, observada
durante la infusion del AMC, frecuentemente acompafnada con fiebre y escalofrios
pero sin presentar ninguna sintomatologia clinica significativa.

Dado que los PMN, como mencionamos anteriormente, expresan el Ag Le*, entre las
posibles causas de la neutropenia descripta podrian postularse: a) que los PMN,
reconocidos por el AMC FC-2.15 sean lisados por fijaciéon de C' humano; b) que los
PMN sean aglutinados y marginados de circulacién; ¢) que los PMN sean opsonizados
por el AMC FC-2.15 y secuestrados, probablemente por el sistema reticulo endotelial
[Thakur ML y col. 1996].

El hecho de que el AMC FC-2.15 sea capaz de lisar las células Le*-positivas in vitro en
presencia de C’ humano [Ballaré C y col. 1995] favoreceria la primer posibilidad. Sin
embargo, a esta hipétesis se opone la levedad de los sintomas observados durante la
infusion del AMC, mucho menores que los esperados si mas del 90% de los PMN
fueran lisados en circulacion. En base a esta observacién, la neutropenia podria ser

adjudicada a la marginacién de los PMN de circulacion.
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Debido a estos resultados, se consider6 de sumo interés profundizar la
caracterizacién de la interaccién del AMC FC-2.15 con los PMN y con un modelo
tumoral como la linea celular de carcinoma mamario humano MCF-7, fuertemente
reactiva con el AMC FC-2.15. En este capitulo se describen los resultados obtenidos
en la evaluacion de la interaccion del AMC FC-2.15 con PMN y células MCF-7 tanto
en estudios in vitro como en un sistema ex vivo de circulacion sanguinea (SEVCS),
con la idea de aproximar las condiciones en las cuales el AMC FC-2.15 reacciona in

Vivo.

Resultados

lll-1. Caracterizacion de la reactividad del AMC FC-2.15 con los PMN

Ya fue descripto en los capitulos | y Il respectivamente que el AMC FC-2.15
reacciona con PMN periféricos y la naturaleza de los antigenos reconocidos por el
mismo en la membrana de PMN.

Con la idea de cuantificar dicha reactividad se realiz6 una citometria de flujo sobre
PMN aislados de sangre periférica segun se describe en Materiales y Métodos
(seccion VIl). Como se observa en la Figura lll.1, el 99,9% de los PMN fueron
fuertemente positivos con el AMC FC-2.15 en comparacion con el experimento control
llevado a cabo utilizando PBS (en lugar del AMC FC-2.15) donde solo 0,4% de los

PMN resultaron positivos.

Posteriormente se llevoé a cabo un analisis de Scatchard para determinar la constante
de afinidad (Ka) del AMC FC-2.15 y el nUmero de sitios antigénicos presentes en PMN
(Materiales y Métodos, seccién VIIl). Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura Ill.2, donde la relacion lineal obtenida, considerando una relacién
estequiométrica 1/1 para la reacciéon antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), indica la presencia
de una poblacion homogénea de sitios de union, con una Ka de 5.14 x 10° M y una
capacidad de union de 1.11 x 10° sitios antigénicos por célula. Es interesante
mencionar que la afinidad del AMC FC-2.15 por los PMN es mayor que por las células
MCF-7, puesto que la Ka obtenida es considerablemente menor que la descripta para
el AMC FC-2.15 en la linea celular MCF-7 (6.9 x 10" M [Ballaré C y col. 1995]).
Ademas, si bien el nUmero de sitios antigénicos por célula esta en el mismo orden que
el obtenido para MCF-7, debido a la diferencia de superficie de ambos tipos celulares,
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mucho mayor para las MCF-7, la densidad de sitios antigénicos en membrana de
PMN es también considerablemente mayor que en membrana de MCF-7.
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ll-2. EI AMC FC-2.15 aglutina a los PMN in vitro y forma agregados
heterotipicos entre PMN y células tumorales Lewis*-positivas

Una de las posibilidades planteadas para explicar la neutropenia observada en
los pacientes tratados con el AMC FC-2.15 es que los PMN sean aglutinados y
marginados de circulacion. Esta hipotesis se basa en datos bibliograficos que reportan
que los PMN son normalmente aglutinables por lectinas como concanavalina A (conA)
o fitohemoaglutinina [Berlin RD y Ukena TE, 1972; Simchowitz L y Schur PH, 1976;
Badenoch-Jones P, 1982] o por algunos anticuerpos [Galea-Lauri J y col. 1993;
Madyastha PR y Glassman AB, 1989; Madyastha PR y Glassman AB, 1988].
En base a lo expuesto se estudio si el AMC FC-2.15 era capaz de aglutinar a los PMN
in vitro, para lo que se realiz6 el ensayo de aglutinacién descripto en Materiales y
Métodos (seccidn [X). Brevemente, suspensiones de PMN fueron incubadas en
presencia del AMC FC-2.15 durante 1 hora a 37°C con agitacién suave y
posteriomente observadas en un microscopio de contraste de fase. El porcentaje total
de células que permanecieron aisladas fue calculado considerando como 100% el
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namero de células aisladas observado en un experimento control llevado a cabo en
ausencia de AMC.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla Ill.1, donde puede verse que el
AMC FC-2.15 (50 pg/ml) induce la formacion de agregados homotipicos de PMN
permaneciendo aislados solo el 28,4% + 4,1% de los mismos al cabo de la incubacién
mencionada. Con el objeto de determinar si este efecto era también observado en
células tumorales Le*-positivas, se repitié el ensayo con las células MCF-7. Como
puede verse en la Tabla Ill.1, FC-2.15 fue incapaz de aglutinar las células MCF-7
(células aisladas = 96,0% + 4,7%). Por el contrario, cuando PMN y MCF-7 fueron co-
incubados en presencia del AMC FC-2.15, éste indujo la formacién de agregados
heterotipicos permaneciendo aislados solo el 27,0% + 5,3% de los PMN y el 35,1% =+
7,4% de las células MCF-7.

Células incubadas _ AMC agregado ___ Células aisladas (%)

PMN - 100

PMN FC-2.15 28,4 +4,1

MCF-7 - 100

MCF-7 FC-2.15 96,0 +4,7

PMN + MCF-7 FC-2.15 27,0 £ 5,3 (PMN)
35,1 + 7,4 (MCF-7)

11B-BR-G FC-2.15 100

11B-BR-G + PMN FC-2.15 90,3 +£4,3 (IIB-BR-G)
15,6 + 3,3 (PMN)

MCF-7 436 53,3+ 6,1

PMN 436 91,4 +6,3

MCF-7 + PMN 436 48,5 + 9,5 (MCF-7)
96,4 + 6,3 (PMN)

MCF-7 B1.1 108,2+ 12,9

PMN B1.1 61,4+10,6

MCF-7 + PMN B1.1 111,2 £ 14,3 (MCF-7)
54,7 + 16,7 (PMN)
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Diversos experimentos control fueron llevados a cabo utilizando tanto la linea celular
lIB-BR-G (negativa para la expresion de Le*) en lugar de MCF-7 en las co-
incubaciones, como el AMC 436 (reactivo con MCF-7 pero no con PMN) o el AMC
B1.1 (reactivo con PMN pero no con MCF-7) en lugar de FC-2.15. Ninguna de éstas
condiciones reprodujo el efecto descripto, el cual resulté especifico para el AMC FC-
2.15 sobre PMN y PMN-MCF-7 (Tabla lil.1).

En la Figura IlIl.3 se muestran fotografias de algunos de los resultados antes
mencionados. En el panel superior pueden verse PMN aislados o formando agregados
homotipicos, cuando éstos fueron incubados en ausencia o presencia del AMC FC-
2.15 respectivamente. En el panel inferior se muestran los agregados heterotipicos
formados cuando PMN y células MCF-7 fueron co-incubados en presencia del AMC
FC-2.15 y, agregados de PMN excluyendo las células [IB-BR-G cuando ambos tipos
celulares fueron co-incubados en presencia del AMC FC-2.15.

En la Figura lll.4 se se observa por microscopia electrénica de transmision un
agregado heterotipico obtenido luego de la incubacién de PMN y células MCF-7 en
presencia de 50 pg/ml de FC-2.15. Puede observarse una fuerte union entre ambos

tipos celulares.

79




Capitulo lll: Propiedades funcionales del
AMC FC-2.15. Estudios in vitro y ex vivo

PMN + FC-2.1§

RET RS IRE 2725yt (L (LT
er‘y‘b 2/%&! kf]tyﬂ/ aﬁr{Jp J(ii;-( !/17;73}0

I’R’MK' q ,1‘-

:,CI" ::.
fias representativa L)fftldtifif‘ti?".",' e agl ‘”ﬁl’iﬁ@l}u /n vitrorealizado.

ro realizado con el AMC

80




Capitulo lll: Propiedades funcionales del
AMC FC-2.15. Estudios in vitro y ex vivo

'egado neteroribice
JI[«I“.:L MCF-7 fueron cc bados en presencia de F(

- : 1. X
procesado segun se n Materiales

). Aumento

111-3. El AMC FC-2.15 lisa a los PMN en ensayos in vitro

Trabajos previos del laboratorio demostraron que el AMC FC-2.15 ejerce un
rapido y fuerte efecto citotoxico sobre las células MCF-7 en presencia de suero
humano como fuente de C'. Con el objeto de analizar el efecto citotéxico sobre los
PMN se realizaron ensayos in vitro de liberacién de [*'Cr] (Materiales y Métodos,
seccion Xl). Brevemente, los PMN fueron marcados con [*'Cr] y posteriormente
incubados con diferentes concentraciones de AMC FC-2.15 (5-20 pg/ml) durante
distintos intervalos de tiempo (0, 30, 60, 90 minutos (min)) en presencia de suero
humano como fuente de C'. Finalizado el periodo de incubacién se cuantificé la
radioactividad en los sobrenadantes y se calculd el porcentaje de citdlisis especifica.
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Como control positivo, el mismo experimento fue realizado con células MCF-7
marcadas con [*'Cr].

La Figura lll.5 muestra los resultados obtenidos. Puede observarse que el AMC FC-
2.15 ejerce un potente efecto citotdxico sobre los PMN en presencia de suero
humano. Una lisis maxima de 93.4% + 7.9% fue obtenida con 20 pg/ml de FC-2.15 y
90 min de incubacién aunque también una lisis considerable (59.8% +11.7%) fue
detectada con 5 pg/ml de FC-2.15 luego de 30 min de incubacion. Es importante
destacar que a mayores tiempos de incubacién no se incrementé el efecto citotdxico y
que los valores de lisis obtenidos con la linea celular MCF-7 fueron similares a los
reportados previamente [Ballaré C y col. 1995].
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4. El AMC FC-2.15 aglutina, pero no lisa, a los PMN en experimentos ex

vivo de circulacién sanguinea
En la seccion anterior se demostré que el FC-2.15 ejerce un fuerte efecto

citotoxico contra los PMN en ensayos in vitro. Con la idea de aproximar las
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condiciones de ensayo a lo que sucede en los ensayos clinicos, cuando el AMC FC-
2.15 es inyectado por via endovenosa a los pacientes, se desarrollé6 un sistema ex
vivo de circulacion sanguinea. El mismo permite estudiar el efecto del AMC sobre los
PMN y/o células tumorales en sangre entera anticoagulada sometida a condiciones
controladas de flujo (ver Materiales y Métodos, seccion Xll).

En primera instancia se estudid si las condiciones de flujo aplicadas alteraban per se
los glébulos blancos totales y la formula sanguinea. Por lo tanto, se puso a circular en
el SEVCS sangre entera heparinizada durante 120 min y a diferentes tiempos se
tomaron muestras, determinando el nimero de glébulos blancos totales y la formula
sanguinea segun se especifica en Materiales y Métodos,seccion Xll. Como puede
verse en la Figura lll.6, no hay una disminucion significativa de los blancos totales (la
pendiente de la recta no es significativamente diferente de cero), ni tampoco ninguna
alteracion en la férmula sanguinea durante los 120 min de circulacion como
consecuencia de las condiciones de flujo aplicadas.
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Posteriormente se determiné el porcentaje de hemdlisis espontanea causada por las
condiciones de flujo aplicadas a diferentes tiempos de circulacién (entre 0 y 24 horas
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(hs)) segun se especifica en Materiales y Métodos, seccion Xll. En la Figura IIL.7
puede observarse que los valores de hemodlisis obtenidos no superaron el 10%
durante las dos primeras hs de circulacion aumentando luego considerablemente
hasta alcanzar valores superiores al 80% a las 24 hs de circulacion.
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Figura III.7: Porcentaje de hemdlisis espontdneo en funcion del

tHempo. de circulacion. e

En base a éstos dos ultimos resultados obtenidos, se concluyé que para estudiar el
efecto del AMC FC-2.15 en el SEVCS, pueden realizarse los ensayos durante 90 min
de circulacién (tiempo al cual se logra el mayor efecto citotdxico en los ensayos in
vitro) sin que se produzca interferencia en los resultados, debido a alteracién
sanguinea causada por el flujo aplicado.

Por consiguiente, con el fin de estudiar el efecto citotéxico del AMC FC-2.15 sobre los
PMN en condiciones similares a las in vivo, se realizé un experimento en el SEVCS en
el cual, a sangre entera heparinizada circulante, se le adicionaron 5 pg/ml de AMC
FC-2.15. Esta concentracion se eligi6 de acuerdo a los valores maximos obtenidos
para el AMC FC-2.15 (7,5 pg/ml) en el suero de los pacientes sometidos al ensayo
clinico en Fase |. A diferentes tiempos de circulacion se determiné el nimero de
glébulos blancos totales y la formula sanguinea (ver Materiales y Métodos, seccion
Xil).
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Sorprendentemente, los resultados obtenidos fueron totalmente diferentes a los del
ensayo in vitro previamente realizado. En este experimento (Figura IIl.8) pudo
observarse que no hay disminucion significativa del numero de glébulos blancos
totales, pero fue notoria en el recuento realizado, la presencia de numerosos
agregados de entre 3 y 30 células aproximadamente. La observaciéon de los frotis
tefiidos con May Griinwald - Giemsa corroboré dicho resultado: mientras que a tiempo
cero, previo al agregado del AMC FC-2.15, se observé un frotis normal con los datos
de férmula sanguinea esperados, para los frotis preparados a diferentes tiempos post-
agregado del AMC FC-2.15 se observaron linfocitos aislados en toda la superficie del
mismo y numerosos grumos de PMN (de mayor tamafo a mayores tiempos de
circulacion en presencia del AMC FC-2.15), confinados a los bordes y la seccion final
del frotis, de forma tal que no es posible realizar el conteo de la férmula sanguinea.
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Estos resultados estarian indicando que en nuestro sistema de sangre entera en
circulacion, el AMC FC-2.15 induciria la agregacién homotipica de PMN en lugar de
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lisar los mismos por fijacion de C' humano, datos totalmente contrapuestos con lo
observado en los ensayos in vitro previamente realizados, donde el AMC FC-2.15
mediaba la agregacion de PMN en ausencia de C’ humano, pero producia lisis en

presencia del mismo.

Con la idea de corroborar estos resultados y poder determinar con seguridad la
viabilidad de los PMN presentes en los agregados descriptos, se adaptd el ensayo de
liberacibn de [*'Cr] al SEVCS. Brevemente, se aislaron PMN a partir de sangre
periférica de un dador normal, se marcaron con [*'Cr] y se resuspendieron en sangre
fresca del mismo dador. Posteriormente se introdujo la sangre asi preparada en el
SEVCS, se agreg6 el AMC FC-2.15 a diferentes concentraciones (0, 5, 20 pg/ml) y se
estudio a diferentes tiempos la liberacién de [*'Cr] (ver Materiales y Métodos, seccion
Xl).

En la Figura lll.9 se muestran los resultados obtenidos. Puede observarse que no
existe ningun efecto citotéxico del AMC FC-2.15 a 5 pg/mi sobre los PMN y sélo un
débil efecto litico es observado a 20 pg/ml, luego de 90 min de incubacion (lisis =
21.87% + 6.5%). El experimento control llevado a cabo en ausencia de AMC FC-2.15
demostré que no existe lisis espontanea de los [*'Cr]-PMN durante la incubacion,
causada por las condiciones de flujo aplicadas. El experimento no se extendid a
tiempos superiores a 90 min debido a que, como se demostr6 anteriormente, a
mayores tiempos de circulacion la hemolisis espontanea es considerable pudiendo
distorsionar los resultados obtenidos. Ademas dicho lapso resulté ser suficiente para
alcanzar en los ensayos in vitro el efecto litico maximo.
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Con el objeto de descartar que la ausencia de efecto citotoxico sobre los PMN
observada en sangre entera en circulacion fuera debida a la heparina (10 U/ml)
utilizada como anticoagulante, se realizd un experimento de liberaciéon de [*'Cr] in
vitro, en el cual se adicionaron diferentes concentraciones de heparina (rango 10X -
1/100) a las incubaciones de [*'Cr]-PMN con 20 ug/ml de FC-2.15 en presencia de
suero humano.

Los resultados, mostrados en la Figura Ill.10, indican que la heparina no ejerce
ningun tipo de inhibicién sobre la lisis mediada por fijacion de C’ llevada a cabo por el
AMC FC-2.15 sobre los PMN, ya que pueden observarse, para todas las
concentraciones de heparina testeadas, los mismos niveles de citdlisis especifica que

los obtenidos en ausencia de la misma.
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El paso siguiente fue determinar si la falta de efecto citotéxico observado en el SEVCS
corresponde a un fenémeno restricto a los PMN o se trata de un fendmeno mas
general extendible a otras células Le*-positivas. Se llevd a cabo entonces un
experimento en el cual células MCF-7 marcadas con [*'Cr] fueron resuspendidas en
sangre entera heparinizada y el efecto litico del AMC FC-2.15 fue estudiado en el
SEVCS. Puede observarse en la Figura 111.9 que, contrariamente a lo observado para
los PMN, las células MCF-7 fueron lisadas por el AMC FC-2.15 a los 90 min de
circulacion al igual que en los ensayos in vitro convencionales, aunque los valores de
lisis obtenidos a los tiempos mas cortos (30 y 60 min de circulacién) fueron
aproximadamente un 30% menores que los respectivos del ensayo in vitro.

El anédlisis de los frotis preparados en ambos experimentos de circulacion (PMN o
células MCF-7 marcados) demostré que el AMC FC-2.15 indujo a los PMN a formar
agregados homotipicos en el primer caso, y agregados homotipicos y heterotipicos
(PMN - MCF-7) en el segundo caso (tal como fue observado en el ensayo in vitro de
aglutinacién llevado a cabo en ausencia de C’' humano). En ambos experimentos el
tamano de los agregados se incrementd con el tiempo de circulacion: grumos de 4 - 8
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PMN fueron observados en todo el frotis y los grandes agregados se acumularon en
los bordes del mismo.

Las areas de 45 agregados representativos de PMN para cada tiempo fueron
determinadas utilizando el analizador de imagenes Kontron KS300 y el promedio de
las mismas representado en funcion del tiempo de circulacién. Los resultados,
mostrados en la Figura .11, indican que el promedio del area de los agregados
aumenta en forma constante con el tiempo, llegando aproximadamente a 900 pm?

(alrededor de 113 PMN) a los 90 min de circulacion.

En base a los resultados obtenidos: i) FC-2.15 induce in vitro la agregacion homotipica
de los PMN,; ii) FC-2.15 lisa in vitro a los PMN en presencia de C' humano vy iii) FC-
2.15 aglutina pero no lisa a los PMN en SEVCS (aun en presencia de C' humano), se
plante6 en primera instancia la siguiente hipo6tesis: en sangre entera en circulacion se
veria favorecida la aglutinacion de PMN, o bien la velocidad de aglutinacion de los
mismos seria mayor que la velocidad de lisis por fijacion de C'. Por lo tanto, al
adicionar el AMC FC-2.15, los PMN se agruman y una vez ocurrido esto, por
impedimento estérico se evitaria el acceso de los factores de C’ a la porcién Fc del
AMC FC-2.15 y la lisis no tendria lugar.

De ser cierta esta hipétesis, agregados homotipicos de PMN no deberian ser lisados
in vitro por el AMC FC-2.15 en presencia de C° humano. Ademas, inhibiendo de
alguna forma la agrumacién de los PMN en sangre entera en circulacion, deberian los
mismos ser blanco del efecto citotéxico del AMC FC-2.15.
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l1I-5. EI AMC FC-2.15 no lisa agregados homotipicos de PMN

Para testear la hipétesis mencionada, el ensayo de liberacion de [*'Cr] fue
realizado a posteriori de un ensayo de aglutinacion. Brevemente, [*'Cr]-PMN fueron
primero agregados con AMC FC-2.15 durante 1 hora a 37 °C y se calculo el
porcentaje de PMN que permanecieron aislados. Posteriormente, fue agregado suero
humano como fuente de C” y la citdlisis especifica calculada luego de 90 min a 37 °C
con AMC FC-2.15 a una concentracion de 20 pg/ml. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 111.12, donde puede verse que existe una fuerte correlacién
entre el porcentaje de PMN que permanecen aislados y el porcentaje de lisis
observado, sugiriendo que sélo los PMN aislados serian lisados. Este supuesto fue
confirmado pues por observacion de las muestras en un microscopio de contraste de
fase se corroboré que los PMN agregados permanecian viables mientras que los PMN
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Este resultado obtenido apoya la hipétesis planteada, ya que el AMC FC-2.15 no
ejerce efecto citotoéxico in vitro sobre agregados homotipicos preformados de PMN.

ll-6. FC-2.15 lisa a los PMN en el SEVCS si la aglutinacién de los mismos
se bloguea

Con la idea de testear la hipdtesis arriba mencionada, y basados en datos de
bibliografia que reportan que drogas que desarman o desorganizan la estructura
microtubular, tales como colchicina o vinblastina, inhiben la aglutinacién de los PMN
inducida por conA [Berlin RD y Ukena TE, 1972; Simchowitz L y Schur PH, 1976;
Badenoch-Jones P, 1982], se determiné el efecto de dichas drogas en la agrumacion
de PMN inducida por el AMC FC-2.15 para su ulterior utilizacién en el SEVCS.

En primer lugar fue realizado un ensayo de agregacion in vitro tratando a los PMN
aislados con 2,5 x 10® M colchicina durante 1 hora a 37 °C previamente al agregado
del AMC FC-2.15 (20 ug/ml). En estas condiciones (Figura IlIl.13A), el efecto del FC-
2.15 en la agregaciéon homotipica de PMN fue significativamente menor,
permaneciendo aislados el 81,1% + 4,3% de PMN luego de la incubacién con el FC-
2.15 en lugar de los 28,4% de PMN que permanecieron aislados cuando la colchicina
fue omitida. Puede concluirse entonces, que la preincubacién con colchicina inhibid, al
menos parcialmente, la agregacién de los PMN inducida por el AMC FC-2.15 y por
ende que la agregacién de los PMN es dependiente de los microtabulos.

92



Capitulo lll: Propiedades funcionales del
AMC FC-2.15. Estudios in vitro y ex vivo

_ 100dA 100+ B
R
- =T
7)) 80— N = 80
§ N | Z
“ —
B 60- \ L 60-
.a IQ
0 )
g 40 S 404
0
©  20- \ 20+
o N 5 N\
PMN PMN
Colchicina Colchicina

Y 'd’fl().u ‘r,‘

~ada

determinaciones realizadas por triplicado

En segundo lugar quiso descartarse que la preincubacion de los PMN con colchicina
interfiriera en la lisis por fijacion de C’ para lo que se llevé a cabo un ensayo de
liberacién de [*'Cr] in vitro en el cual los PMN marcados fueron preincubados con
colchicina en las mismas condiciones mencionadas anteriormente previo al agregado
de FC-2.15 y suero humano. Como puede verse en la Figura IlI.13B, los valores de
citolisis obtenidos no se vieron afectados por la preincubacién con la colchicina,
permitiendo concluir que la integridad de los microtibulos no es necesaria para la lisis
por fijacion de C' y que por ende los fenébmenos de aglutinaciéon y lisis son

independientes.

En base a los resultados previos fue realizado un ensayo de liberacién de [*'Cr]
utiizando PMN marcados pretratados con colchicina y resuspendidos en sangre
entera (también pretratada con colchicina) en el SEVCS. Los resultados se muestran
en la Figura l1l.14 donde puede observarse que en estas condiciones el AMC FC-2.15
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fue capaz de lisar a los [*'Cr]-PMN, siendo la maxima cit6lisis obtenida 78,0 % + 1,1 %
con 20 pg/ml de FC-2.15, luego de 90 min de circulaciéon. Es importante destacar que,
si bien el efecto citotdéxico fue un poco menor al obtenido en los ensayos de lisis in
vitro (93,4% + 7,9 %, Figura IlIl.5), el efecto inhibitorio de la colchicina sobre la
agregaciéon homotipica de PMN no fue total (aproximadamente 20 % de PMN se
encuentran agregados aun en presencia de la droga).

Los resultados obtenidos serian coherentes entonces con la hipétesis planteada, ya
que si se bloquea la aglutinacion de los PMN en el SEVCS, los mismos son blanco del
efecto citotoxico del AMC FC-2.15 por fijacion ce C' humano.

Cuando se llevé a cabo un experimento en el cual [°'Cr]-MCF-7 pretratadas con
colchicina fueron resuspendidas en sangre entera, también pretratada con colchicina y
cargadas en el SEVCS, se observa (Figura 11l.14) que el AMC FC-2.15 es capaz de
lisar las células en la misma proporcion que lo hace en los ensayos in vitro desde los
30 min de circulacién.

Los experimentos control llevados a cabo con células marcadas con [°'Cr] en ausencia

de FC-2.15 demostraron que estas células no son lisadas espontaneamente durante
la circulaciébn como consecuencia de las condiciones de flujo aplicadas.
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Discusion

Como mencionamos en la Introduccion, el primer uso clinico del AMC FC-2.15 en el
ensayo de Fase | [Mordoh J y col. 1995] permitid realizar dos principales
observaciones: 1) como principal toxicidad se observa una intensa neutropenia, la cual
revierte rapidamente luego de finalizar con la infusién del AMC FC-2.15 con la
aparicion de formas juveniles de PMN en mayor proporcién luego de cada ciclo de
AMC; 2) se observaron respuestas clinicas, lo que sugiere que el AMC FC-2.15
estaria llegando eficientemente a los focos tumorales.

Del efecto de AMC FC-2.15 sobre células tumorales Le*-positivas, ya fue reportado
que ejerce un fuerte efecto citotdxico sobre las mismas [Ballaré C y col. 1995] y los
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experimentos de liberacién de [*'Cr] realizados en este Capitulo con la linea celular
MCEF-7, confirmaron dicho efecto

Del efecto del AMC FC-2.15 sobre los PMN. como dijimos anteriormente, la
neutropenia podria resultar de la lisis de los PMN, de su marginacién periférica o de la
eliminacién de los mismos opsonizados de la sangre periférica.

En base a las observaciones mencionadas, en esta seccion se llevaron a cabo
estudios tendientes a caracterizar la interaccion del AMC FC-2.15 con PMN y con
células MCF-7 tanto in vitro como en un SEVCS.

En primera instancia, hemos demostrado que el AMC FC-2.15 reacciona
fuertemente con practicamente el 100% de los PMN periféricos por los cuales
presenta una alta afinidad (Ka = 5.14 x 10° M"").

Por otro lado, en este capitulo se ha demostrado que existe una diferencia clara
cuando los PMN son tratados con el AMC FC-2.15 in vitro o en sangre entera en el
SEVCS. In vitro, el AMC FC-2.15 induce la agregacién homotipica de PMN, pero si se
agrega C’ humano, la lisis de PMN es practicamente total. Sin embargo, en el SEVCS,
la lisis es practicamente nula y los PMN se encuentran aglutinados. Por el contrario,
FC-2.15 lisa eficientemente a las células MCF-7 en ambas condiciones aunque se
observa la formacién de algunos agregados heterotipicos en el SEVCS.

Ya es bien conocido que la agregacion de PMN requiere una estimulacién previa con
quimioatractantes (fMLP, TNF-a, LPS, GM-CSF) necesaria para la activacién del
camino de adhesion celular dependiente de las -2 integrinas (CD11b/CD18) [Bennett
TA y col. 1995; Rieu P y col. 1992, von den Driesch P y col. 1997]. También ha sido
reportado que: a) el “crosslinking” del Ag de superficie CD43 por el AMC BS1 activa a
los PMN promoviendo su agregacion [Kuijpers TW y col. 1992]; b) algunos AMC anti-
Le* estimulan a los PMN a formar agregados homotipicos en forma activa asociada
con la activacion de las (-2 integrinas [Stockl/ J y col. 1993]; c) AMC del isotipo IgM
dirigidos contra Le* disparan un aumento del calcio intracelular en PMN [Mackenzie SJ
y Kerr MA 1995], d) los PMN de un paciente con neutropenia persistente mostraban
una adhesién aumentada B-2 integrina dependiente [Biasi D y col. 1994], e) PMN
estimulados con quimiotractantes en sangre entera heparinizada incorporan en sus

agregados células de tumor mamario humano [Orr F.W. y Mokashi S. 1985].
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Basados en lo expuesto, los experimentos reportados en este capitulo sugieren
que el “crosslinking” de epitopes Le* con el AMC FC-2.15 estimula a los PMN,
pero no a las células tumorales Le*-positivas tales como las MCF-7, a formar
agregados. Sin embargo, cuando los PMN y las MCF-7 son incubadas con el
AMC FC-2.15, los PMN activados incorporan a las MCF-7 en agregados mixtos.
Es importante mencionar que no todos los AMC anti-Le* testeados estimulan a los
PMN a formar agregados homotipicos. Este efecto fue reportado para 3 de 12 AMC
anti-Le* probados [Stockl J y col. 1993]. El hecho de que la afinidad del AMC FC-2.15
por los PMN sea considerablemente mayor que la de otros AMC descriptos (Ka = 5.14
x 10° M versus Ka del orden de 10° — 10° M) [Quang D y col. 1996] probablemente
explique su efecto activante sobre los PMN.

¢Por qué los PMN son lisados in vitro pero no en el SEVCS? Por el momento sélo
podemos especular. Cuando los PMN son sometidos a rangos fisiolégicos de “shear
stress” se induce la agregacion homotipica de los mismos. El mecanismo involucrado
(diferente al descripto post-activacion con quimioatractantes) es dependiente de la
interaccion de LFA-1 (CD11a) - ICAM-3 [Okuyama M y col. 1996'] y de la
polimerizaciéon de actina en las regiones de contacto célula-célula [Okuyama M y col.
1996%]. Teniendo en cuenta este hecho, una posible explicacion a la pregunta
planteada es que, en el SEVCS utilizado en este trabajo, la circulacion sanguinea
podria favorecer una tasa de aglutinacién mayor, inducida por la adicién de los dos
mecanismos: el AMC FC-2.15 que activa a los PMN vy el flujo aplicado. En la medida
que los agregados van siendo formados, habria un impedimento estérico progresivo al
acceso de los factores de C’ al CR del AMC FC-2.15 y por ende los grumos de PMN
formados no serian lisados. Asi, en el SEVCS, la aglutinacién se veria favorecida
sobre la lisis.

Los resultados que demuestran que agregados de PMN preformados no son lisados
por el AMC FC-2.15 en experimentos in vitro de liberaciéon de [*'Cr] y que el efecto
litico del AMC FC-2.15 en el SEVCS es restaurado si la aglutinacion de PMN se
impide por un pretratamiento con colchicina, validan la hip6tesis planteada. El hecho
de que las células MCF-7 sean lisadas de todas formas en el SEVCS se podria deber
a su incompleta agregacion con los PMN.

Los datos obtenidos sugieren también que la agregacién homotipica de los PMN por el

AMC FC-2.15 es altamente dependiente de la integridad de los microtubulos (puesto
que es inhibida por colchicina), mientras que la lisis de PMN por el AMC FC-2.15 tiene
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lugar por un mecanismo independiente, que no requiere la previa aglutinacién, puesto
que no se ve afectada por la presencia de la droga.

De acuerdo al modelo propuesto, puede especularse que cuando el AMC FC-2.15 se
inyecta in vivo, los PMN rapidamente forman agregados y son secuestrados de
circulacién, probablemente aumentando el pool normal de PMN marginados. La
localizacién y destino de estos agregados es actualmente ignorado, pero no producen
ninguna sintomatologia clinica significante. Tan pronto como la infusion del AMC
finaliza, los PMN liberados de médula ésea podrian explicar la rapida recuperacion de
los mismos en sangre periférica y la aparicion de formas juveniles en circulacion. Este
modelo es coherente con datos obtenidos en un estudio experimental de neutropenia
causada por la administracién de AMC [Thakur ML y col. 1996].

La induccién de neutropenia seguida a la administracién de AMC ha sido previamente
reportada en pacientes que recibieron un AMC anti-CEA el cual fue utilizado para
inmunodetecciéon [Dillman RO y col. 1984]. Fenbmenos de neutropenia pueden
producirse también espontaneamente debido a la presencia de anticuerpos anti-PMN.
Carr y col. reportaron [Carr ME y col. 1996] el caso de un paciente con cancer de
colon que presentaba una neutropenia intermitente debida a una aglutinacién de PMN
IgM dependiente. También fueron reportados pacientes con esquistosomiasis que
sufren neutropenia y que desarrollaron altos titulos de anticuerpos IgM especificos
contra Ag catddico circulante que cross-reaccionan con unidades Le* repetitivas
presentes en la membrana de los PMN [van Damm GJ y col. 1996].

De lo observado en este capitulo puede concluirse que la falta de lisis de los PMN por
el AMC FC-2.15 en circulacién y por el contrario que las células tumorales Le*-
positivas sean eficientemente lisadas, son dos caracteristicas importantes que avalan
el uso del AMC FC-2.15 en el tratamiento de tumores Le*-positivos, sin riesgo de

producir una lisis masiva de PMN.

Por Gltimo, es importante comentar que para poder extrapolar las conclusiones del
efecto del AMC FC-2.15 a células tumorales Le*-positivas, mas alla de lo observado
para MCF-7, los mismos experimentos fueron realizados utilizando las lineas celulares
de carcinoma de colon que disponemos en el Laboratorio. Por lo tanto el efecto
citotéxico del AMC FC-2.15, en presencia de C' humano, fue ensayado obteniendo en
todos los casos un porcentaje de lisis coincidente con el porcentaje de células Le™-
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positivas en dichas lineas (27,25 % + 10,21 % de lisis para T-84, 35,11 % = 4,79 %
para DLD-1, 3,89 % * 3,86 % para CACO-2, 0 % + 2,7 % para HT-29y 0 % + 6,8 %
para HCT-116)(Ver Capitulo |, seccién |I-6).

El efecto del AMC FC-2.15 sobre células tumorales en el SEVCS fue confirmado
utilizando como modelo a la linea celular de carcinoma de colon DLD-1, la cual fue
lisada en el SEVCS en un 20,3 % + 0,13%, observandose también en este caso la

formacion de agregados heterotipicos (datos no mostrados).
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CONCLUSIONES

Este trabajo de Tesis se ha basado en la produccion y caracterizacion de AMCs
dirigidos contra las células troncales de carcinoma mamario humano. Para esto se
inmunizaron ratones Balb/c con células intactas obtenidas de un paciente con un
carcinoma de mama agresivo y altamente indiferenciado, negativo para la expresion
de ERy PgR.

¢ De los hibridomas obtenidos fue seleccionado el AMC FC-2.15, de isotipo IgM,

que cumple con los requisitos deseados, puesto que:

= reacciona con la mayoria (93,9 %) de los carcinomas mamarios humanos,
independientemente de su tipo histolégico y grado de diferenciacion.

= Reconoce en ellos al 80 % de las células tumorales y al 90 % de las células
proliferantes del tumor, entre las que se encuentran las células troncales.

= reconoce otras neoplasias como carcinoma de colon y LMC principalmente.

= presenta escaso reconocimiento con tejidos normales, siendo la principal reaccién
cruzada con los PMN.

= Reacciona con antigenos de superficie celular.

¢ En cuanto al Ag FC-2.15, la caracterizacion bioquimica inicial indicé un antigeno
de naturaleza glicoproteica, residiendo el epitope en la parte hidrocarbonada y
posteriores experimentos determinaron que el AMC FC-2.15 reconoce
especificamente al trisacarido Lewis™ o CD15 terminalmente expuesto.

Se determiné que el AMC FC-2.15 no presenta reacciéon cruzada con la
contraparte sialil Lewis™, conocido ligando de E- y P-selectinas con roles en la
adhesién PMN-endotelio activado durante la inflamacién y células tumorales-endotelio
activado durante la invasion tumoral. Aunque numerosas evidencias le asignan a
Lewis* roles en la interaccién célula-célula y sugieren un rol en la invasividad, la
funcion de Lewis™ parece ser diferente a la de sialil Lewis™ y aun permanece oscura.

La caracterizacion de la reactividad del AMC FC-2.15 en los diferentes tejidos
revel6 que Lewis™ puede estar formando parte tanto de N-glicoproteinas como de
O-mucinas. Segin el tipo celular estudiado, Lewis* estd en N-glicoproteinas
exclusivamente (PMN y LMC), predominantemente en N-glicoproteinas (células T-84)
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o predominantemente en O-mucinas (células MCF-7). También puede variar la
cantidad de lactosaminoglicanos portando sialil Lewis®, desde la ausencia (MCF-7),
pasando por una baja proporcién respecto de los Lewis*-lactosaminoglicanos (PMN)
hasta llegar a un gran predominio de los mismos en LMC y T-84.

Puede ser concluido, por lo tanto, que PMN normales y diferentes células
tumorales expresan residuos Lewis™ y sialil Lewis* en muy diferente proporcion
y unidos a diferentes proteinas, aunque la relevancia de Lewis* en condiciones

normales y patologicas tiene que ser aun establecida.

¢ En cuanto a las propiedades funcionales del AMC FC-2.15, trabajos del
Laboratorio reportaron que el AMC FC-2.15 ejerce efecto citotoxico por fijacién de
complemento humano, y la remision objetiva de una metastasis hepatica observada en
un ensayo clinico en Fase |, sugirié que el AMC FC-2.15 podria lisar eficientemente las
células tumorales in situ. En este mismo ensayo se observd, como principal toxicidad,
una profunda pero rapidamente reversible neutropenia que no estuvo acompariada por
ninguna sintomatologia clinica significativa.

Numerosos experimentos se han realizado en esta Tesis tendientes a caracterizar la

interaccién del AMC FC-2.15 con PMN y con MCF-7, tanto in vitro como en un sistema

ex vivo de circulaciéon sanguinea (SEVCS). De los mismos se ha podido concluir que:

= El AMC FC-2.15 induce la agregacion homotipica de PMN in vitro y forma
agregados heterotipicos entre PMN y células tumorales Lewis*-positivas.

= El AMC FC-2.15 lisa a los PMN y células MCF-7 por fijacibn de complemento
humano en ensayos in vitro.

= Contrariamente a lo esperado, el AMC FC-2.15 aglutina, pero no lisa, a los PMN
en experimentos ex vivo de circulacién sanguinea, mientras que la lisis de MCF-7

en dicho sistema es practicamente similar a la observada in vitro.

En base a estos resultados se plante6 la posibilidad de que en el SEVCS los PMN
sean inducidos a agregarse mas rapidamente por la suma de dos mecanismos
distintos: el AMC FC-2.15 que activa a los PMN y el flujo aplicado. En la medida que
los agregados van siendo formados, habria un impedimento estérico progresivo al
acceso de los factores de complemento al Fc del AMC FC-2.15 y por ende los grumos
de PMN formados no serian lisados.
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Los experimentos realizados posteriormente validaron esta hipdtesis puesto que

demostraron que:

= EI AMC FC-2.15 no lisa agregados homotipicos de PMN preformados en ensayos
in vitro.

= EI AMC FC-2.15 es capaz de lisar a los PMN en el SEVCS, si la aglutinacién de los
mismos se impide por un pretratamiento con colchicina.

La lisis de MCF-7 en el SEVCS tendria lugar de todas formas debido a su incompleta

agregaciéon con los PMN.

Puede concluirse que la falta de lisis de los PMN por el AMC FC-2.15 en
circulacién y por el contrario que las células tumorales Lewis*-positivas sean
eficientemente lisadas, son dos caracteristicas importantes que avalan el uso
del AMC FC-2.15 en ei tratamiento de tumores Lewis*-positivos sin riesgo de

producir una lisis masiva de PMN.

En sintesis,

® Obtuvimos el AMC FC-2.15 que reacciona con la mayoria de las células
proliferantes de la gran parte de los carcinomas mamarios, reconociendo en su
superficie el determinante Lewis™.

e E|I AMC FC-2.15 ejerce efecto citotoxico por fijacibn de complemento humano
sobre células tumorales tanto en ensayos in vitro como en sangre entera en

circulacion.

® Posee escaso reconocimiento de tejidos normales, a excepcion de los PMN, sobre
los que no se ha descripto una toxicidad importante in vivo.

Los resultados mencionados indican que el AMC FC-2.15 podria ser util en la
inmunoterapia pasiva de pacientes con carcinomas Lewis*-positivos, sin
necesidad de conjugarlo con drogas ni toxinas. Su aplicacion en un ensayo

clinico en Fase Il esta actualmente bajo experimentacioén.
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I. Células

I-1. Lineas celulares:

Para la realizacion de este trabajo de Tesis se utilizaron las siguientes lineas
celulares cultivadas en atmédsfera humidificada con 95 % aire, 5% CO, a 37 °C.
Carcinoma mamario humano: Las células MCF-7 [Soule HD y col. 1973] y la
linea celular T47-D [Keydar | y col. 1979] se mantuvieron en cultivo continuo en
medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle medium)/mezcla de nutrientes de Ham
F12 (1:1) suplementado con 10 % suero fetal bovino (FBS) (Gibco), 2 mM
glutamina, 10 pg/ml insulina, 100 U/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina. Para
el desarrollo de tumores de MCF-7, ratones atimicos nu/nu NIH de ocho semanas,
suplementados con un pellet de estradiol (Collaborative Research), fueron
inoculados subcutaneamente en un flanco con 5 x 10° células viables.
Aproximadamente un mes después, los tumores obtenidos (1 cm de diametro)
fueron extraidos y procesados para ser utilizados como fuente de antigeno (Ag).

La linea celular lIB-BR-G, establecida en nuestro laboratorio por la Dra. L. Bover y
col. [Bover L y col. 1991], fue crecida en el medio de cultivo ya descripto
suplementado con 20 nM selenito de sodio, 100 uM acido ascérbico, 5 ng/ml factor
de crecimiento epidérmico, 5 pg/ml prolactina, 1,4 uM hidrocortisona y 0,1 nM 17 (-
estradiol.

La linea celular MDA-231 [Cailleau R y col. 1974] fue mantenida en DMEM
suplementado con 10 % FBS, 2 mM glutamina, 100 U/ml penicilina y 100 pg/mi
estreptomicina.

Carcinoma de colon humano: La linea celular T-84 [Guarino A y col. 1987] fue
mantenida en medio DMEM/mezcla de nutrientes de Ham F12 (1:1) suplementado
con 5 % FBS (Gibco), 2 mM glutamina, 1,2 g/l glucosa, 100 U/ml penicilina y 100
Hg/ml estreptomicina. El desarrollo de tumores se llevé a cabo como se menciond
anteriormente, a excepcion del suplemento de estradiol.
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Las lineas celulares HT-29, DLD-1, CACO-2 [Fogh J y col. 1977] y HCT-116 fueron
cultivadas en DMEM suplementado con 3,8 g/l glucosa, 10 % FBS, 100 U/ml

penicilina y 100 pg/ml estreptomicina.

Para los distintos experimentos las células fueron cosechadas por incubacion
durante 10 minutos (min) a 37 °C con una solucién 15 mM citrato de sodio - 135
mM KCl y lavadas posteriormente con buffer fosfato salino de Dulbecco (PBS).

I-2. Leucocitos polimorfonucleares (PMN) y linfocitos humanos:

Los PMN fueron obtenidos de sangre periférica humana fresca proveniente de
dadores normales. A partir de sangre heparinizada se realizd primero una
sedimentacién de eritrocitos con dextran (concentraciéon final 0,6 %) en NaCl 0,15
M durante 1 hora a temperatura ambiente (Ta). Seguidamente, 15 ml del
sobrenadante (sbn) obtenido fueron sembrados sobre 10 mi de un gradiente de
Ficoll 9 % : Hypaque 33,9 % (24:10 v:v) y se centrifugd 30 minutos (min) a 1500
rom. Los PMN fueron recuperados en el pellet y los eritrocitos remanentes se
lisaron mediante una incubacién de 10 min a Ta en una solucién de lisis de
eritrocitos (0,1 mM EDTA - 10 mM KCO,H - 155 mM NH,CI). Finalmente los PMN
fueron lavados con PBS y resuspendidos en el mismo buffer para los ensayos.

Los linfocitos fueron aislados a partir de la interfase del gradiente de Ficoll :
Hypaque, se lavaron tres veces con PBS y se congelaron hasta la preparacién del

extracto antigénico.

I-3. Células de leucemias mieloide crénica:

Dichas células fueron obtenidas a partir de un concentrado leucoforético de un
paciente con leucemia mieloide cronica (LMC) (A.M., 20 afos) del Servicio de
Hematologia del Hospital de Clinicas. La muestra fue centrifugada durante 20 min a
1500 rpm en tubos cénicos para decantar los eritrocitos. La interfase (buffy coat)
fue recuperada y los leucocitos lavados una vez con PBS. Los eritrocitos
remanentes fueron lisados por incubacion con la solucion de lisis como se describi
previamente. Finalmente los leucocitos se lavaron con PBS y resuspendieron en el
mismo buffer para los ensayos.
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I-4. Procesamiento de leucemias:

Muestras de sangre periférica, buffy coats o punciones de médula 6sea obtenidas
de pacientes con leucemia fueron procesadas de diferente manera, dependiendo
de la cantidad de muestra disponible.

Primero fueron realizados frotis para la posterior realizacion de |H. Posteriomente
las muestras fueron incubadas con Dextran 10% en CINa 0,9% (50:3, v:v) por 1
hora a Ta para la extraccion del sbn consistente de plasma y glébulos bilancos.
Dicho sbn fue centrifugado a 1500 rpm durante 30 min y en el pellet celular
obtenido los eritrocitos contaminantes fueron lisados con solucién de lisis de
eritrocitos como ya fue explicado para los PMN (seccion |-2). Las células blancas
obtenidas fueron utilizadas para IF, y si la cantidad lo permitié, parte de ellas fueron
criopreservadas en nitrégeno liquido en 90% FBS-10% DMSO o congeladas a —70

°C para su posterior utilizacion en la preparaciéon de extracto antigénico.

Il. Anticuerpos utilizados

El anticuerpo monoclonal (AMC) murino FC-2.15 (IgM) desarrollado en nuestro
laboratorio utilizado en este estudio, fue purificado a partir de fluido ascitico
generado en ratones Balb/c segin se describe en Mordoh J y col. 1995. Otros
anticuerpos usados como control fueron: AMC murino 4.36 (IgM, ascitis), que
reconoce el “core” proteico de la mucina epitelial polimérfica (PEM) en carcinoma
mamario humano [Nuti M y col. 1992]; el AMC murino B1.1 (IgM, ascitis), que
reconoce la seccion proteica del antigeno carcinoembrionario (CEA) [Colcher D y
col. 1983]; AMC murino B6.2 (IgG1, ascitis) que reacciona con un epitope proteico
del NCA-90 (nonspecific crossreacting antigen), glicoproteina miembro de la familia
del CEA [Kufe DW y col. 1983] y el AMC murino MBr1 (IgM, ascitis), que reconoce
un carbohidrato presente tanto en glicolipidos como glicoproteinas de membrana
plasmatica de células de carcinoma mamario y epitelio de mama normal [Menard S
y col. 1983; Canevari S y col. 1983]. EI AMC comercial anti-Le* utilizado, NCL-
CD15, fue adquirido de Novocastra Laboratories, el AMC comercial anti-CD34
(TUK 3) de Dako Corporations y la IgM murina control, TEPC183, de Sigma
(inmunoglobulinas purificadas).
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ll-1. lodinacién del AMC FC-2.15

FC-2.15 fue radiomarcado con '®| (Na'*®l, New England Nuclear, 368 pCi/ul)
usando el método de iodogen [Franker PJ y Speck JC 1978]. Basicamente, 100 pg
de AMC FC-2.15 en un volumen de 100 pl de buffer fosfato de sodio 50 mM pH
7.4, fueron agregados a 1 mCi de Na'®*l en un tubo de vidrio previamente cubierto
con 40 ug de reactivo de iodogen (Pierce) e incubados por 10 min a temperatura
ambiente (Ta), con agitacién ocasional. El Na'®| libre fue separado de la proteina
marcada por filtracion en gel a través de una columna de Sephadex G-50. Las
fracciones eluidas fueron analizadas en un contador v, y aquellas conteniendo ['?I]-
FC-2.15 fueron reunidas y conservadas a 4°C. La actividad especifica del ['**l)-FC-
2.15 fue aproximadamente de 2,4 uCi/pg.

1I-2. Biotinilacién del AMC FC-2.15:
La biotinilacion del AMC FC-2.15 y de la BSA fue realizada usando un succinimidil-
éster de biotina [Bayer EA, Wilchek M, 1980]. Soluciones de proteina de al menos

1-3 mg/ml en borato de sodio 0,1 M pH 8,8 fueron mezcladas con
sulfosuccinimidobiotina en una relacion 150 pg de éster/mg de proteina e
incubados durante 4 hs a Ta. Posteriormente la reaccién fue detenida por agregado
de 20 pl de NH,Cl 1 M/250 pg de éster durante 10 min a Ta y la biotina no acoplada

fue removida mediante dialisis extensiva de las soluciones proteicas contra PBS.

lll. Complemento humano

Como fuente de complemento (C') se utilizd6 suero humano obtenido de dadores
normales.
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IV. Reactividad del AMC FC-2.15

IV-1. Inmunohistoquimica (IH) sobre cortes de tejidos humanos

normales y tumorales:
La reactividad del AMC FC-2.15 con tejidos normales y tumorales se determin6

sobre muestras de carcinomas de mama, de colon, patologias benignas y otras
neoplasias obtenidas inmediatamente después de la cirugia. Los tejidos normales
se obtuvieron de necropsias antes de las 6 hs de la muerte. Los tejidos fueron
fijados en formol 3.7%, envueltos en intestino de conejo y embebidos en parafina
como describe Battifora H [Battifora H, 1986]. La IH fue realizada con el método de
biotina-avidin-peroxidasa [Bravo Al y col. 1985]. Brevemente, la peroxidasa
endégena fue bloqueada por medio de una incubacién con metanol conteniendo
agua oxigenada durante 30 min y posteriormente, luego de la rehidratacion del
tejido, los cortes fueron bloqueados con suero normal de caballo 2,5%, 20 min a Ta
en camara humeda. Los anticuerpos a ensayar (AMC FC-2.15, IgM total murina (50
pg/ml) o PBS como control negativo) fueron agregados durante toda la noche y al
dia siguiente se procedié segun las indicaciones del kit ABC Vectastain (Vector). La
reaccion positiva es detectada por el precipitado marrén formado en el lugar donde
se produjo la reaccién antigeno-anticuerpo contra el fondo celeste de las celulas
tefidas con Hematoxilina de Harris (colorante de contraste).

IV-2. Inmunocitoquimica:

Células de las distintas lineas celulares utilizadas fueron crecidas sobre
portaobjetos tratados previamente con FBS puestos en placas de Petri de 100 mm
de diamentro por dos dias y fijadas con 3,7 % formol en PBS durante 10 min o
acetona fria (5 min), realizandose posteriormente 3 lavados con PBS. La expresion
del Ag FC-2.15 se determin6 incubando las células fijadas y bloqueadas (suero de
caballo 2,5 %) con 50 pg/ml de AMC FC-2.15 y la visualizacién de la reactividad se
realizd con el conjugado biotina-avidin-peroxidasa como se explicé anteriormente
(seccibn 1lI-1).

IV-3. Inmunofluorescencia indirecta:

La inmunofluorescencia (IF) indirecta se realiz6 sobre células vivas ya sea crecidas
en placas de Petri de 35 mm de diametro o sobre células en suspensién. Luego del
bloqueo con suero de cabra al 10 % por 15 min, las células se incubaron en tubos
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eppendorf (5-10 x10° células/tubo) con AMC FC-2.15 (50 pg/ml) por 1 hora. Luego
de dos lavados con PBS, la unién del AMC se reveld incubando con un antisuero
de cabra anti-Igs de ratén conjugado con FITC, diluido 1/50 (Sigma) por 30-45 min.
Se lavaron con PBS y se montaron en N-propil-galato al 5%, Permafluor
(Immunon). Todas las incubaciones y los lavados se realizaron a 0 °C - 4°C
(temperatura a la cual se minimiza la internalizacion del AMC, en caso de que se
produjera, observandose la reactividad en la superficie celular). Los preparados se
observaron en un fotomicroscopio Zeiss equipado con un dispositivo de
epifluorescencia con filtro para fluoresceina. En los experimentos control, las
células son incubadas con PBS o IgM total murina, en lugar del AMC FC-2.15.

También se realizaron IF sobre PMN aislados de sangre periférica (seccion I-2) o
glébulos blancos aislados de las leucemias (seccién |-4), utilizando 10° células/100

pl por punto y siguiendo el protocolo anteriormente explicado.

V. Extraccién antigénica

Diferentes fuentes de antigeno fueron utilizadas: Células MCF-7 crecidas en
cultivo, PMN o linfocitos aislados de sangre periférica, células de LMC y células de
tumores MCF-7 o T-84 crecidos en ratones atimicos (nu/nu NIH). Los extractos
antigénicos se prepararon a partir de suspensiones de 5-10 x10” células (lineas
celulares), o bien a partir de tumores murinos 0 humanos (1-2 gr) obtenidos de
intervenciones quirurgicas o biopsias, conservadas a -70°C. Luego de una
pulverizarciéon bajo nitrégeno liquido, la muestra se resuspende en 10 mM Tris-HCI
pH 7,4, 1,5 mM EDTA, 0,5 mM dithiotreitol, 1 mM PMSF y se homogeneiza con un
homogenizador Politron (dos series de 30 segundos separadas por un intervalo de
2 min). El homogenato obtenido fue centrifugado durante 10 min a 1000 g en frio
para descartar el pellet de restos celulares y nucleos y el sbn obtenido
ultracentrifugado durante 2 hs a 100.000 g. El sbn de alta velocidad constituye el
“extracto citoplasmatico” y el pellet, solubilizado durante 15 min a 4 °C con 1%
NP40 en 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 5§ mM MgCl,, 5 mM KCI, 1 mM
PMSF, constituye el “extracto de membranas”. La concentracién de proteinas se
determin6 por el método de Lowry [Lowry OH y col. 1951] y muestras de estos
extractos se utilizaron en ELISA y Western Blot.
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VI. Caracterizacién antigénica

Vi-1. Dot blot:
El Dot-Blot fue realizado sembrando las muestras sobre una membrana de
nitrocelulosa [Hawkes R y col. 1982; Livingston PO y col. 1994]. El AMC FC-2.15 se

ensayd a 5 pug/ml y un anticuerpo de cabra anti-lgM murina conjugado con

peroxidasa (Tago) fue utilizado como segundo anticuerpo. Las muestras a analizar
incluyeron a) Mucinas de quiste de ovario (0,05 pg/punto) conteniendo 1) Le* y Le?,
0 2) Le’ y Le®, o 3) antigenos de grupos sanguineos A o B, o 4) precursor OG no-
fucosilado provistas por Kenneth Lloyd [Lloyd KO y col. 1996], que junto con los
ganglioésidos (0,5 pg/siembra) GM3, GM2, GM1, GD3 y GD2 (Matreya Inc.) fueron
utilizados como antigenos naturales; y b) sTn o sTn trimeros sobre un esqueleto de
serinas (sTn(c)) (Biomira Inc.), Thomsom-Freidenreich antigen (TF) y un péptido de
32 aminoacidos de la mucina Muc 1 (todos 0,5 ug) todos conjugados a keyhole
limpet haemocyanin (KLH) o KLH sola (Perimmune Inc.) y el hexasacarido Globo H
con una cola de ceramida [Ragupathi G y col. 1997] fueron usados como antigenos
sintéticos. Le*-trisacarido y Le?-trisacarido conjugados con poliacrilamida (Glyco
Tech Inc.) fueron testeados a 0,5 pg/punto. Los resultados fueron determinados

como negativo, 1+, 2+ 0 3+ por inspeccién visual.

VI-2. Técnica de ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) [Engwall, 1980]

5 pg de extracto antigénico en 30 pl de buffer 1% NP40 fueron sembrados por
pocillo en multipocillos de polivinilo (Corning) y dejados secar durante la noche a 37
°C. Luego las multiplacas fueron bloqueadas con seroalbumina bovina (BSA) 10
mg/ml en PBS, durante 1 hora a Ta e incubadas durante toda la noche a 4 °C con
las diluciones de los anticuerpos a ensayar o PBS como control negativo. Al dia
siguiente fueron realizados 6 lavados con BSA 1 mg/ml en PBS y se agregé como
segundo anticuerpo uno hecho en conejo anti-lg de raton conjugado con
peroxidasa (Dako Corporation)(1/250 en BSA 1 mg/ml) durante 80 min a Ta. Se
repitieron los lavados con BSA 1 mg/ml y la unién del segundo Ac fue revelada con
o-fenilendiamina (OPDA) 1mg/ml en buffer citrato 0,1M pH 4,5 - 0,012 % H202

durante 30 min en oscuridad, deteniéndose la reaccién con acido sulfurico 8 N y
cuantificandose por medicién de la absorbancia a 415 nm en un lector de ELISA
(Microplate Reader, BIORAD).
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En otros experimentos, en los multipocillos de 96 fueron sembradas diferentes
cantidades de BSA, Le*-BSA, sialil Le*-BSA, Le*-mucina o Le®*mucina en 50 pl de
buffer de siembra (15 mMCO;Na, - 35 mM HNaCO, - 0,02 % NaN,, pH 9,6) y
secados durante la noche a 37 °C. Posteriormente, el ELISA se realiza como fue
anteriormente explicado.

VI-3. Ensayo de inhibicién de binding:
Para testear si el AMC comercial NCL-CD15 (Novocastra Laboratories Ltd.) anti Le*

compite con el AMC FC-2.15 en la unién a extractos de membrana de MCF-7 fue
realizado un ensayo de inhibicion de binding [Demetrick DJ y col. 1992].
Brevemente, una cantidad preseleccionada (6 pg proteina/pocillo) de extracto de
membrana de MCF-7 fue adsorbida a los pocillos durante la noche a 37 °C. Luego
los pocillos fueron bloqueados durante 2 hs con BSA 1 % en PBS e incubados con
50 pl de NCL-CD15 (1/7.5) 0 50 pul de BSA (10pg/mi) por 4 hs a Ta. Posteriormente,
diferentes concentraciones (0-50 pg/ml) de AMC FC-2.15 biotinilado o BSA
biotinilada fueron agregadas durante la noche a 4 °C, los pocillos lavados 6 veces
con 0,1 % BSA en PBS, incubados con Streptoavidina conjugada con peroxidasa
1/300 (Life Technologies) por 3 hs a Ta y lavados como se menciond
anteriormente. Finalmente, la reaccién se revela como se indicé en el ensayo de
ELISA.

Vi4. Técnicas electroforéticas:

Se llevaron a cabo electroforesis en geles de poliacrilamida en diferentes
condiciones, seglin se aclara en cada caso. Las corridas en condiciones
desnaturalizantes se realizaron segun describe Laemmli [Laemmli UK, 1971]
mientras que las electroforesis en condiciones nativas se llevaron a cabo siguiendo
los protocolos de Blackshear [Blackshear PJ, 1984]. Cuando se realizan los geles
gradiente 3%-12%, el gel separador utilizado es 3%. En todas las condiciones de
electroforesis explicadas, las muestras fueron analizadas tanto en condiciones

reductoras como no reductoras.

VI-5. Técnica de Western Blot: [Burnette WN, 1981]
Muestras de extracto antigénico fueron corridas en electroforesis en gel de
poliacrilamida (porcentage y tipo de gel son aclarados en cada caso) a 34 volts
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durante la noche y la transferidas a un filtro de nitrocelulosa (0.45 um) (Sigma) a 4
°C a 95 volts durante 3 hs con un buffer de transferencia conteniendo 20 mM Tris -
150 mM glicina - 20% metanol. El filtro fue bloqueado mediante una incubacién con
3% de leche en polvo en PBS, 1 hora a Ta, e incubado durante toda la noche a 4
°C con el AMC FC-2.15 (50 pg/ml) o ascitis control (1/150) en PBS-3% leche
descremada. Al dia siguiente, 3 lavados con PBS-0,05% Tween 20 fueron
realizados, y los filtros incubados durante 2 hs a Ta con F(ab’), cabra anti-ilg de
ratdon conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
1/10000. Se repitieron los tres lavados con PBS-Tween 20 y la reaccion fue
revelada en presencia de BCIP-NBT (Gibco,BRL) como sustrato de la enzima.

Vi-6. Digestion antigénica con Péptido N-glicosidasa F (PNGasa F) y
Neuraminidasa:

Muestras de extracto de membrana (20 pg de PMN o 100 pg de LMC, células
MCF-7 o tumores de T-84 desarrollados en ratones nude) se sometieron a
tratamiento con la enzima PNGasa F (Biolabs) segun se describe en
Tarentino,1990 [Tarentino A y col. 1990] durante 1 hora a 37 °C o se digirieron con
Neuraminidasa de Cl. Perfringens (BioLabs), 15 U/mg de extracto, en buffer citrato
de sodio 5 mM pH 4,5 durante 2 hs a 37 °C. Alternativamente se realizaron
controles de muestras no tratadas y tratadas en iguales condiciones pero en
ausencia de enzima. Las reacciones se detuvieron por agregado de buffer de
muestra, se corrieron en geles de poliacrilamida y la persistencia del antigeno fue
analizada mediante la técnica de Western Blot.

Cuando se digirieron con Neuraminidasa células en cultivo (crecidas sobre P-35), la
enzima fue utilizada en una concentracion 100 X a la habitual, puesto que las
digestiones (para que sean compatibles con la viabilidad celular) debieron hacerse
en PBS, buffer de pH 7,4, condiciones muy lejanas a las éptimas para la mayor
actividad enzimatica. La digestion se realizé durante 2 hs en estufa a 37 °C. Se

realizaron en todos los casos los controles de células sin tratar.

VI-7. Tratamientos enzimaticos:

2 ng (PMN) o 5 ug (MCF-7) de extracto de membrana/pocillo se plaquearon en
multiplacas de 96 pocillos y se dejaron secar durante toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente los pocillos se rehidrataron con PBS durante 5 minutos y se sometieron,
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segun corresponda, a los siguientes tratamientos: a) metanol frio, durante 30
minutos a 0°C [Canevari et al, 1983]; b) tripsina 2.5 mg/ml y Proteinasa K 2 mg/ml
en buffer Tris-HCI 10 mM pH 8, 2 mM Cl>Ca durante 1 hora a 37°C [Pancino et al.,

1989], c) tratamiento con calor 100°C durante 30 minutos,el cual se llevé a cabo
con el extracto en suspension previo a ser sembrado [Canevan et al, 1983]; d)
oxidacion con periodato de sodio a 4°C durante dos horas en oscuridad,
adicionando a los pocillos buffer fosfato 10 mM pH 7.2 conteniendo diferentes
cantidades de periodato de sodio entre 0 y 50 mM [Canevari et al, 1983] y e) PBS
como control. Posteriormente se lavan las placas con PBS tres veces, 5 minutos
cada vez y se bloquean con BSA 1% en PBS durante una hora a temperatura
ambiente, determinando luego la persistencia del epitope por el método de ELISA
previamente descripto.

La oxidacioén con periodato de sodio sobre células MCF-7 fue realizada solo con 10
mM y durante 1 hora a Ta.

VII. Citometria de flujo

PMN aislados fueron incubados durante 60 min a 4°C con FC-2.15 (50 pg/ml) en
PBS, lavados tres veces con PBS e incubados con F(ab), de cabra anti-lgM murina
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Zymed, dilucién 1/50 en PBS)
por 60 min a 4°C. Finalmente se lavaron tres veces con PBS, se fijaron con 2%
formaldehido y la intensidad de fluorescencia fue analizada con un citdmetro de
flujo (FACScan, Becton Dickinson). En experimentos control se utilizé PBS en lugar
de FC-2.15.

VIIl. Analisis de Scatchard

PMN aislados de sangre periférica fueron usados como antigeno blanco. Se
incubaron 3x10° células en 100 pl de PBS conteniendo cantidades crecientes de
FC-2.15 (rango: 0,05 - 30 ug/ml) durante 3 horas (hs) a 4°C. Para determinar la
captacién inespecifica, se realizaron incubaciones control en presencia de un
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exceso de 100 veces de AMC FC-2.15 frio. Al finalizar el periodo de incubacién, se
efectuaron dos lavados con PBS y se cuantifico la radioactividad unida a las células
en un contador y. Se utilizé el analisis de Scatchard [Scatchard G. 1949] para
calcular la constante de afinidad (Ka) del AMC FC-2.15 y el nimero promedio de
sitios antigénicos por célula.

IX. Ensayo de aglutinacion in vitro del AMC FC-2.15

Suspensiones de PMN de 3x10° células/ml de PBS fueron incubadas con el AMC
FC-2.15 (concentracién indicada en cada experimento) durante 1 hora a 37 °C con
agitacibn suave. Posteriormente las suspensiones fueron observadas en un
microscopio de contraste de fase (Axioplan, Carl Zeiss) y el porcentaje de células
que permanecen aisladas fue calculado considerando como 100% el numero de
células aisladas de un experimento control llevado a cabo en ausencia de FC-2.15.
Cuando se indica, fue llevado a cabo un pretratamiento de los PMN con colchicina
(2,5 x 10 M) durante 1 hora a 37 °C, manteniéndose la misma durante el ensayo
de aglutinacién.

Experimentos similares fueron realizados con suspensiones mixtas de PMN y
células MCF-7 (Lewis* (Le*)-positivas) o 1IB-BR-G (Le*-negativas)[Ballaré C y col.
1995] (3x10°® : 3x10° células/ml PBS). Como anticuerpos control fueron utilizados el
AMC B1.1 [Colcher D y col. 1983] (ascitis 1/100), reactivo con PMN pero no con
células MCF-7 y el AMC 4.36 [Nuti M y col. 1992] (ascitis 1/100), reactivo con MCF-
7 pero no con PMN.

X. Microscopia electrdnica

Para la realizacién de la microscopia electrénica las células fueron fijadas con 10%
glutaraldehido en PBS durante 1 hora a Ta, post-fijadas en 1% tetroxido de osmio
en buffer veronal acetato pH 7,4 por 2 hs a 4 °C, tefidas con acetato de uranilo (5

mg/ml), deshidratadas en acetona y finalmente embebidas en Epon 812.
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Xl. Citotoxicidad mediada por complemento anticuerpo-
dependiente

Un ensayo de liberaciéon de [*'Cr] fue utilizado para analizar la capacidad del AMC
FC-2.15 de mediar lisis por C’. Como células blanco se utilizaron PMN humanos y
células MCF-7. Para el ensayo, las células blanco (2,5 x 10%ml) fueron marcadas
con [°'Cr] (150 uCi/ml) (Na,>'CrQ,, actividad especifica 550 mCi/mg, New England
Nuclear) por 2 hs a 37°C, y lavadas tres veces con PBS o medio de cuitivo. Células
marcadas con [*'Cr] (10° células por punto) fueron incubadas en 100 yl DMEM con
el agregado de 100 pl de suero humano como fuente de C’, en presencia de
diferentes concentraciones del AMC FC-2.15 (rango entre 0 y 20 pg/ml) y durante
diferentes intervalos de tiempo a 37°C. Paralelamente se efectuaron incubaciones
de células blanco resuspendidas en medio solo, o con 0,1 N HCI para evaluar la
liberacién espontanea y maxima de [°'Cr], respectivamente. Cada ensayo fue
llevado a cabo por triplicado. Al final del periodo de incubacién, las células fueron
centrifugadas a 1200 rpm por 10 min y la radioactividad en los sobrenadantes
cuantificada en un contador y. El porcentaje de citélisis especifica fue calculado de

acuerdo a la férmula:

% lisis = liberacién experimental (cpm) - liberacién espontanea (cpm) x 100

especifica liberacidon maxima (cpm) - liberacién espontanea (cpm)

Cuando es indicado, diferentes concentraciones de heparina fueron adicionadas al
medio de incubacion y la citdlisis especifica calculada como se menciond
previamente. En algunos experimentos, se realizé un tratamiento de los PMN
marcados radioactivamente con 2,5 x 10® M colchicina durante 1 hora a 37 °C,

previamente a que tenga lugar el ensayo de lisis.

Para estudiar la citotoxicidad mediada por C' FC-2.15 - dependiente en sangre
entera en circulacion, las células marcadas con [°'Cr] (450.000 PMN/ml o 150.000
MCF-7/ml) fueron resuspendidas en sangre entera heparinizada (10 U/ml) y la
misma, cargada en un set de infusién, fue sometida a condiciones de flujo
controladas mediante una bomba peristaltica (ver Materiales y Métodos, seccién
XIl). Cuando se indica, fueron agregados diferentes concentraciones de AMC FC-
2.15 y a los tiempos especificados, se tomaron muestras de sangre de 500 pl con
una jeringa de 1.0 ml de volumen. Para determinar la liberacién de [*'Cr]
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experimental, la sangre fue diluida 1:2 con PBS y centrifugada a 2.000 rpm durante
20 min. La liberacion total de [*'Cr] fue medida diluyendo 1:2 la sangre con 0.15 N
HCl y centrifugando como se indicé anteriormente. En ambos casos, la
radioactividad del sbn fue cuantificada en un contador y. La liberacion espontanea
de [°'Cr] fue determinada soélo a tiempo cero, previamente al agregado de FC-2.15.
Para cada tiempo ensayado, fueron preparados frotis y los mismos fueron tefidos
con May Grunwald - Giemsa. Cuando es indicado, fue realizado un tratamiento con
2,5 x 10°® M colchicina durante 1 hora a 37 °C tanto de las células (PMN o MCF-7)
marcadas con [*'Cr] como de la sangre entera heparinizada, previo a la realizacion
del ensayo de liberacién de [*'Cr].

Para estudiar la citotoxicidad mediada por C° FC-2.15-dependiente sobre
agregados homotipicos de PMN, suspensiones de 5 x 10° [*'Cr]-PMN fueron
primero incubadas con diferentes concentraciones de FC-2.15 (0, 5, 20 ug/ml PBS)
durante 1 hora a 37 °C con agitacion suave y el porcentaje de células que
permanecieron aisladas, calculado como se mencioné anteriormente.
Seguidamente se agregd suero humano como fuente de C" (1:1, viv) y la citdlisis
calculada luego de una incubacién de 90 min a 37 °C en bresencia de 20 pg/ml de

FC-2.15, concentracion final.

Xll. Sistema ex vivo de circulacion sanguinea (SEVCS):

Sangre heparinizada (10 U/ml) fue obtenida de dadores normales. Las condiciones
de flujo fueron establecidas introduciendo dicha sangre en un set de infusion
(BIOM, B14) de 4 mm de diametro conectado a una bomba peristaltica (LKB-Pump
P1, Pharmacia) la cual permite aplicar una tasa de flujo controlada de 730 ml h™
(1,61 cm/seg). El sistema entero fue mantenido a 37 °C y la oxigenacion durante la
circulaciéon fue lograda mediante una aguja de 25G insertada en el puerto de
acceso del set de infusién. A través de ese mismo puerto de acceso se tomaron las
muestras de sangre con una jeringa de 1.0 mi (aguja de 25G) a los tiempos
indicados.
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El numero de glébulos blancos totales/mm® fue determinado por recuento en
camara de Neubauer luego de una lisis de eritrocitos con 2% acido acético (1:20,
sangre: acido acético 2%) y la formula sanguinea calculada a partir de frotis tefidos
con May Grunwald - Giemsa.

El porcentaje de hemodlisis espontanea a distintos tiempos de circulacién fue
determinada de la siguiente manera: 50 pl de sangre diluida 1:1 con PBS fueron
incubados durante 10 min a Ta, centrifugados a 2.000 rpm por 10 min y la
absorbancia del sbn (diluido 30:500 con agua destilada) a 416 nm fue medida
como indicativo de la cantidad de hemoglobina liberada. Para calcular la hemélisis
total, 50 pl de sangre fueron diluidos 1:1 con solucién de lisis de eritrocitos e

incubados, centrifugados y medidos como se mencioné anteriormente.

Xlll. Andlisis de imagenes:

El tamafio de los grumos fue determinado usando un microscopio Axioplan (Carl
Zeiss, Alemania) y un analizador de imagenes Kontron KS300 (Kontron Elektronik,
Alemania).
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AAT
Ac
ADCC
Ag
AMC
BIotBSA
BltFC-2.15
BSA
c
CAM
CEA
conA
cpm
CRD
Da
DMEM
EGF
ELISA
ER
FBS
FITC
fMLP
GMCSF

ap
hs

kDa
KLH

Anexo I: Abreviaturas

ANEXO |I: ABREVIATURAS

Antigeno Asociado a Tumor
anticuerpo

Citotoxicidad Celular Dependiente de Acticuerpo
antigeno

anticuerpo monoclonal

BSA biotinilada

FC-2.15 biotinilado

seroalbumina bovina

complemento

Moléculas de Adhesion Celular
antigeno carcinoembrionario
concanavalina A

cuentas por minuto

Dominio de Reconocimiento de Carbohidratos
Dalton

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
factor de crecimiento epidérmico
Enzyme linked immunosorbent assay
receptor de estrégeno

suero fetal bovino

isotiocianato de fluoresceina
formil-metionina-leucina-fenilalanina
factor estimulante de colonia de granulocitos y macréfagos
glicoproteinas

horas

inmunocitoquimica
inmunofluorescencia
inmunoglobulina

inmunohistoquimica

constante de afinidad

kiloDalton

Keyhole Limpet Hemocyanin
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Le*
Le®

Le’
LMC
LPS
min
NCA
NK
OPDA
PAA
PBS
PECAM
PEM
PgR

pl

PM
PMN
PNGasaF
sbn

SD
SEVCS
SLe*
Ta

TcR

TF
TNF-a

Anexo I: Abreviaturas

Lewis 2
Lewis ®

Lewis *

Lewis ¥

Leucemia mieloide crénica
lipopolisacarido

minutos

nonspecific cross-reactive antigen
Natural Killer

ortofenilenediamina

poliacrilamida

buffer salino de fosfatos

molécula de adhesion celular endotelio-plaqueta
Mucina Epitelial Polimérfica

receptor de progesterona

punto isoeléctrico

peso molecular

leucocitos polimorfonucleares

Péptido N-glicosidasa F

sobrenadante

desviacién estandar

sistema ex vivo de circulacion sanguinea
sialil Lewis*

temperatura ambiente

receptor de células T
Thomson-Freidenreich antigen

factor de necrosis tumoral-o
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ANEXO II: Integrinas y sus ligandos

‘Subunidad Otra denominacién

Ligando.

“31 a; VLA-1(CD49aCD29)
az VLA-2 (CD49bCD29)
az VLA-3 (CD49cCD29)
os VLA-4 (CD49dCD29)
as VLA-5(CD49eCD29)

Colageno, laminina

Colageno, laminina

Colageno, laminina, fibronectina, entactina
Fibronectina, VCAM-1

Fibronectina

os VLA-6 (CD49fCD29) Laminina
o7 Laminina
B2 o, LFA-1(CD11aCD18) ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
oy MAC-1,CR3 iC3b, fibrinégeno, factor X, ICAM-1
(CD11bCD18)
ax P150,95; CR4 iC3b, fibrinbgeno
(CD11cCD18)

IB3 ay CD51CD61 Vitronectina, fibrinégeno, factor de Von
Willebrand, trombospondina, fibronectina,
osteopontina, colageno, PECAM-1

Uib Fibronectina, fibrinbgeno, factor de Von
Willebrand, vitronectina, trombospondina

|[34 o CD49fCD104) Laminina

IBs ay Vitronectina

Iﬂs oy Fibronectina

B7 o4 Fibronectina, VCAM-1, MadCAM

oy Fibronectina
o E-caderinas

[Hynes RO, 1992; Springer TA, 1994,

Karcela Pl y col. 1995]
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ANEXO Ill: Estructura y funcién de las Selectinas

E-Selectina

NH,FLectina [EGF 1.2 ) 3X4 X(5)(6 ) tn} citop |-COOH

® |ocalizacién: Endotelio (activadas transcripcionalmente)
e Expresion: Aumenta con la inflamacion (IL-1, TNF, LPS)
e Adhiere a: monocitos, neutréfilos (rolling), subconjunto de células T
® Funcion propuesta: Inflamacion
P-Selectina

NH,FTectina [EGF OOOOOOOOOEE@!

Localizacion: Plaquetas (a-granulos); Endotelio (cuerpos de Weibel-Palade)
Expresién: Aumenta con trombina, histamina, peréxidos

Adhiere a: monocitos, neutréfilos (rolling), subconjunto de células T

Funcién propuesta: inflamacion

L-Selectina

NHMMEE-COOH

Localizacién: Leucocitos (constitutiva)

Expresién: Disminuye con la activacién celular

Adhiere a: endotelio de ganglios linfaticos periféricos / endotelio adyacente
a sitios de inflamacién (rolling)

Funcién propuesta: recirculacion de linfocitos a travas de los ganglios
linfaticos periféricos / inflamacién

La estructura de las selectias consta de: Un dominio de tipo lectina o Carbohydrate
recognition domain (CRD), un dominio tipo EGF o factor de crecimiento epidérmico, un
ndimero variable de secuencias repetitiva consenso (O), un dominio transmembrana

(tm) y un dominio citoplasmatico (citop). [Lasky LA, 1992].
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ANEXO IV: Formula y biosintesis de antigenos
del grupo Lewis

Gal 154 GIcNAc>R —» NeuNAc a2—3 Gal 154 GIcNAc—»R
a2—>3 ST

al1->3FT
a1->3/4 FT o enzima de Lewis

Fuc a1 Fuc a1
R 3/4 \3l4
Gal p154 GIcNAc>R ———® NeuNAc a2—3 Gal p1-4 GlcNAc—R
LEWIS*? SIALIL LEWIS*?
R = Poli-NAclactosaminas N-glicoproteinas complejas
O-mucinas
Glicolipidos

a2—>3 ST = a2—3 Sialil Transferasa

a1->3 FT = a1-3 Fucosil Transferasa

Enzima normalmente expresada en PMN y monocitos, encargada de la sintesis
de determinantes Lewis* y sialil Lewis* expresados en N-glicoproteinas y glicolipidos
de membrana.

al1->3/4 FT o enzima de Lewis = a1—>3/4 Fucosil Transferasa

Enzima normalmente expresada en tejido gastrointestinal, encargada de la
sintesis de determinantes Lewis”, sialil Lewis*, Lewis® y sialil Lewis® presentes en la
superficie del mismo.

Ha sido descripto, entre las alteraciones que afectan al patrén de glicosilacién de las
células tumorales, la up-regulacién o aumentos en los niveles de expresion de
diversas fucosil-transferasas, con la consecuente expresion de determianantes del
grupo Lewis en su superficie. Los principales reportes son en carcinomas de colon,

mama y pulmon.
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ANEXO V: Leucemias

Como mencionamos en la Introduccion, la caracteristica fundamental de las células
cancerosas es la pérdida de la capacidad de controlar su crecimiento y division,
resultando en una excesiva proliferaciéon y en la expansion clonal de la progenie de la
célula afectada.

Cuando ésta enfermedad ocurre en el sistema linfoide, reciben el nombre de
enfermedades linfoproliferativas. Si la excesiva proliferacién ocurre en un érgano tal
como nodos linfaticos o timo se denomina linfoma mientras que si se manifiesta como
un aumento en el nimero de células de la sangre recibe el nombre de leucemia
[Golub ES, 1987].

La leucemia es, entonces, la acumulacién de células blancas en la circulaciéon. Se
clasifican en agudas o crénicas en base al curso clinico de la enfermedad y a las
caracteristicas hematologicas que la misma presenta, especialmente la maduracién de
las células acumuladas. Las leucemias, tanto agudas como crénicas, pueden ser tanto
del linaje linfoide como mieloide [Golub ES, 1987].

Basicamente, la leucemia aguda se caracteriza por un bloqueo en un paso de
maduracién temprano en el proceso de diferenciacion. Este defecto causa que la
acumulacién de la progenie celular neoplasica ocurra primero en la médula 6sea y
luego en la sangre periférica. En el caso de la leucemia crénica, las células
acumuladas pertenecen a un paso de maduracién mas tardio en la via de
diferenciacién y son, por ende, parcialmente funcionales [Golub ES, 1987].

Leucemias mieloides:

Esta categoria puede a su vez dividirse en siete leucemias mieloides agudas
(LMA) y seis leucemias mieloides crénicas (LMC). Esta clasificacion se basa
principalmente en el grado de diferenciacion o maduracién y en el tipo celular
acumulado. Entre las LMA se encuentran: LMA mieloblastica o M1, LMA mieloblastica
con maduracién o M2, LMA mielomonocitica o M4, LMA monocitica o M5, LMA
promielocitica o M3, LMA eritroblastica o M6 y LMA megacariocitica o M7. Por otro
lado, entre las crénicas pueden mencionarse la LMC granulocitica, la LMC

mielomonocitica, la LMC monocitica, la leucemia eritroblastica cronica o policitemia
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vera, la leucemia megacariocitica crénica o trombocitemia esencial y la mielofibrosis
primaria cronica [Wittels B y Bennington JL, 1985].

Es importante mencionar, sin embargo, que en base al multifactor denominador comtn
que caracteriza a estas leucemias hay una tendencia a considerarlas como un
espectro de enfermedades superpuestas cuyos limites son frecuentemente borrosos o
confusos.

De todos éstos tipos de leucemia, nuestro interés se basa principalmente en la
leucemia mieloide crénica granulocitica, la que se caracteriza por presentar
esplenomegalia combinada con una suave anemia y una marcada granulocitosis
(mayor a 50000/ul) en la cual una mezcla de neutréfilos maduros y en desarrollo es
acompanada por una basofilia en sangre periférica [Wittels B y Bennington JL, 1985].
Los mieloblastos no exceden al 5% de la poblacién granulocitica.

Genotipicamente se caracteriza por la presencia del cromosoma Philadelfia (el
cromosoma 22 esta acortado puesto que la mitad de su brazo largo se escuentra
translocado al cromosoma 9), también presente en células de la serie eritroide y
trombocitica pero ausente en células linfoides.
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