Interferén y Biotecnologia, Vol. 2, No. 1, 41-51 (1985)

Obtencidén de hibridomas de ratén

productores de anticuerpos monoclonales

que reconocen células humanas de origen T. IIL
Determinacién del reconocimiento ultraestructural
de los anticuerpos monoclonales IOR-T1 e IOR-T2.

T. RODRIGUEZ OBAYA, C. GARCIA SANTANA, A. M. VAZQUEZ LOPEZ, B. TORMO BRAVO y
J. GAVILONDO COWLEY

Departamento de Biologia, Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia (INOR), MINSAP
29 y E, Vedado, La Habana 4, Cuba

Recibido el 10 de agosto de 1984

RESUMEN

La combinacién de metodos inmunoldgicos y ultraestructurales constituye un elemento
fundamental para la identificacion de las caracteristicas del reconocimiento celular de los
anticuerpos monoclonales. En el presente articulo se reporta la aplicacion de la técnica
de inmunoperoxidasa para microscopia electronica, en la dilucidacion del reconocimiento
celular y la ubicacién de las estructuras antigénicas identificadas por los anticuerpos
monoclonales IOR-T1 e IOR-T2, utilizando como sustrato antigénico células mono-
nucleares de sangre periférica de individuos normales y de pacientes con linfomas T
cutineos. Se determind que el IOR-T1 reconoce un marcador de superficie celular
caracteristico de los linfocitos humanos T normales, que puede ser expresado también por
células tumorales del mismo origen. El IOR-T?2 identifica exclusivamente una parte de la
poblacion tumoral celular con caracteristicas morfoldgicas compatibles con las células de
Sézary, provenientes de la sangre periférica de dos pacientes con linfomas T cutdneos.

ABSTRACT

The combination of immunological and ultrastructural methods constitutes a funda-
mental element for the identification of the characteristics of cell recognition by mono-
clonal antibodies. In this article we report on the application of the technique of immuno-
peroxidase for electron microscopy in the determination of the cellular recognition and
for the localization of the identified antigens, for IOR-T1 and IOR-T2 monoclonal
antibodies. In our study we employed mononuclear cells of peripheral blood from normal
individuals and patients with cutaneous T lymphomas, as antigenic substrate. [t was
determined that IOR-T1 recognizes a cell surface marker characteristic of normal human T
lymphocytes, that can also be expressed by tumor cells of the same origin. [OR-T2
identifies exclusively a portion of the tumor cell population with morphological charac-
teristics of Sezary cells, from the peripheral blood of two patients with cutaneous T
lymphomas,
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INTRODUCCION

En la década anterior (1970-1980) surgid una nueva concepcién en la clasificacién de las
enfermedades linfoproliferativas, al comenzar a usarse los marcadores inmunolégicos -encon-
trados en las células linfoides normales para el estudio del origen celular de ellas (Lukes y
Collins, 1974; Taylor, 1978 ; Berard et al., 1978). Posteriormente, estos marcadores comen-
zaron a ser relacionados con diferentes estadios de diferenciacion y maduracion de las células
normales y la expresion de éstos en distintos tipos de leucemias y linfomas incidié positiva-
mente como factor indicativo del pronodstico y la terapéutica de estas enfermedades (Bowman
et al., 1980).

Uno de los marcadores inmunoldgicos mas estudiados es aquel que caracteriza a los linfocitos T.
Estas células se han identificado cldsicamente por su habilidad de unirse espontineamente a
los eritrocitos de carnero, formando las llamadas “Rosetas E” (Ross y Winchester, 1980), y
mediante antisueros policlonales especificos (MacMahon-Pratt et al., 1980; Cotner et al., 1981).
Otros métodos han permitido la definicion de subpoblaciones de linfocitos T con diferentes
funciones en la respuesta inmunoldgica, basindose igualmente en la capacidad de reconoci-
miento y unién de células heterélogas a las distintas estructuras superficiales exhibidas por estas
subpoblaciones (Ross y Winchester, 1980).

Actualmente, los anticuerpos monoclonales( AcM, ver revisionesen: Kohler, 1981 ; Waldmann
y Milstein, 1982; Gavilondo, 1984), que reconocen los marcadores que expresan las células
de estirpe T, estdn sustituyendo progresivamente los métodos tradicionales de identificacion de
estos linfocitos. Los AcM han permitido un andlisis refinado de las etapas del proceso de dife-
renciacién de las células T normales (Ortho-mune Monoclonal Antibodies 1982; Parkinson y
Mier, 1983) y del patrén antigénico superficial que se expresa en las células T malignas(Greaves,
1981; Foon et al., 1982; Nadler et al., 1982 Parkinson y Mier, 1983), lograndose una mejor
comprension de la patogenia, y una adecuada clasificacion de las enfermedades linfoprolifera-
tivas malignas con este origen. La posibilidad de obtener AcM contra antigenos tumor-asociados
poco representados en las células normales maduras ha abierto, ademds, una via potencialmente
Gtil para la inmunoterapia de leucemias y linfomas (Ritz y Schlossman, 1982; Damjanov y
Knowles, 1983).

La Micosis Fungoides y el Sindrome de Sézary estuvieron entre los primeros linfomas clasi-
ficados inmunolégicamente como derivados de las células T (Lukes y Collins, 1974; Brouet
et al., 1973; Broder ef al., 1981). Los AcM contra subpoblaciones de linfocitos han verificado
su origen y permitido identificar que las céiulas tumorales se derivan de la transformacion de
linfocitos T “maduros” con fenotipo “auxiliador” (Kung ez al., 1981). Estas dos enfermedades
se caracterizan por el dermatotropismo positivo que exhiben sus células malignas, aunque el
Sindrome de Sézary es leucemoide desde sus inicios y se pueden encontrar células tumorales
circulantes; ambas enfermedades se consideran variantes de un mismo proceso, denomindandose
genéricamente como linfomas T cutdncos (Bowman et al., 1981; Souteyrand y Thivolet, 1981).
Recientemente se han obtenido AcM que reconocen antigenos relacionados con las células
tumorales de los linfomas T cutdneos (Haynes et al., 1981 b; Haynes y Metzgar, 1981) y cuya
completa caracterizacion queda adn por realizar.

Utilizando la técnica de fusion de células somdticas (Kohler y Milstein, 1975) para la hibri-
dacion de un mieloma de ratdn y células esplénicas de animales inmunizados con células mono-
nucleares periféricas (CMP) de un paciente con el Sindrome de Sézary, nuestro grupo ha produ-
cido los AcM IOR-T1 e IOR-T2. Después de los estudios comparativos realizados con AcM
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comerciales y la técnica de rosetas E, se ha podido determinar que el IOR-T1 reconoce un
marcador asociado a células T humanas; el AcM [OR-T2 parece identificar un antigeno tumor-
asociado de las células circulantes en los linfomas T cutdneos, poco representado en las CMP
de individuos aparentemente sanos (Gavilondo ef al., 1984; Garcia et al., 1984).

Un elemento esencial para la completa caracterizacion de estos AcM es la verificacion del
tipo celular identificado y la ubicacién del antigeno reconocido. El presente trabajo reporta el
reconocimiento ultraestructural de los AcM IOR-T1 e [OR-T2, empleando la técnica de inmuno-
peroxidasa para la microscopia electrénica de trasmision y utilizando como sustrato antigénico
CMP de individuos normales y de pacientes con linfomas T cutdneos.

MATERIALES Y METODOS

Células mononucleares de sangre periférica (CMP)

Las suspensiones de CMP se obtuvieron a partir de la sangre periférica de tres individuos
aparentemente sanos (controles) y de dos pacientes con diagndstico clinico e histoldgico de
Sindrome de Sézary y Micosis Fungoides, respectivamente. Se utilizé el método de centrifu-
gacion en gradiente de densidad (Garcia y Silva, 1979), ligeramente modificado para la sangre
de los controles; en éstos se empleé una densidad especifica de 1.080 g/cm? con el propdsita
de obtener alguna contaminacién con granulocitos y eritrocitos en las muestras.

Anticuerpos monoclonales

Se utilizaron los AcM IOR-T1 e IOR-T2, secretados por hibridomas estables obtenidos
mediante la fusion de células de mieloma de raton P3/x63-Ag8-653 y células esplénicas de
ratones Balb/cHab, inmunizados con CMP de un paciente con el Sindrome de Sézary (Gavilondo
etal., 1984).

El IOR-T1 fue utilizado en forma purificada, después de pasar liquido ascitico rico en anti-
cuerpos a través de una columna de Sepharosa 4B activada con CNBr (Pharmacia), a la cual se
le acoplo 1gG de conejo anti-IgG de raton (Garcia et al, 1984). El IOR-T2 fue utilizado en
forma de liquido ascitico clarificado por centrifugaciones sucesivas.

Inmunoperoxidasa indirecta para microscopia electronica

Las CMP obtenidas sc lavaron tres veces en solucion salina tamponada con fosfatos (SSTI-),
pH 7.2 a 4°C, utilizdndose | x 107 células para cada ensayo. Las muestras se incubaron a 4°C
durante 30 minutos con 2% de liquido ascitico clarificado producido por la linea P3/x63-Ag8-653
(Garcia et al., 1984), en SSTF. Después de centrifugar las muestras a 400 g durante 10 minutos,
se desecho el sobrenadante y las células fueron resuspendidas e incubadas a 4°C durante 60 mi-
nutos con 50 ul de una dilucion 1:30 de los AcM IOR-T1 e IOR-T2,en SSTI. Se lavaron tres
veces las muestras a 4°C, 400 g y 10 minutos en el mismo tampon y las células se incubaron
30 minutos a 4°C con 2% de suero de conejo normal, en SSTF. Al término, se centrifugaron
como fue descrito anteriormente y se desecho el sobrenadante. Las células se resuspendieron e
incubaron a 49C y durante 30 minutos con 50 ul de una dilucion 1:30 de suero de conejo
anti-Ig(; de raton conjugado con peroxidasa (Sigma), en SSTI-.
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Después de tres lavados con SSTF, las células fueron fijadas a 4°C con glutaraldehido al
2,5% en tampoén fosfato 0,15 M, pH 7,3, durante 30 minutos. Al término se procedi6 a lavar
tres veces con tampén Tris-HCI 0,15M, pH 7,2 y los botones celulares se resuspendieron en
2 ml del tamp6n sustrato (6 mg de tetraclorhidrato de diaminobencidina +10 ul de H, 0, al
30% + 10 ml de tampén Tris-HCl), deteniéndose la reaccion al cabo de 10 minutos mediante
tres lavados con tampén fosfato 0,15 M, pH 7,3. La posfijacion de las células se realizd con
0sOy4 al 1% en igual tampdn. Las muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes
de etanol, para ser incluidas finalmente en Epon 812. Los bloques fueron cortados en un ultra-
micrétomo Ultratome Il (LKB); se estudiaron rejillas con contraste y sin él, de uranil-acetato
y citrato de plomo, en un microscopio Hitachi H-300.

RESULTADOS

Controles normales

La mayoria de las células presentes en las muestras de los tres controles normales posefan
nicleo redondeado y escaso citoplasma, donde podia observarse la presencia de numerosos
ribosomas libres, mitocondrias y un reticulo pobremente desarrollado (figura 1), morfologia
compatible con aquella de los linfocitos maduros de sangre periférica. Después de la incubacién
de las muestras con el AcM IOR-T1 y la realizacién de la técnica de inmunoperoxidasa, una
elevada proporcion de este tipo celular mostrd sobre su membrana citoplasmdtica un precipitado
de alta densidad electrénica, distribuido en forma de “parches” sobre la superficie celular,
indicativo del reconocimiento de alguna estructura antigénica por este AcM (figura 2). Otros
tipos celulares también presentes y compatibles por su morfologia con polimorfonucleares y
monocitos no evidenciaron reaccion sobre la membrana, presentando tinicamente evidencias de
la actividad de la peroxidasa enddgena en sus grinulos citoplasmadticos, aspecto este que sirvid
ademds como dato de control de la propia técnica (figura 3).

FIG. 1. Microfotografia electrénica que
muestra la ultraestructura tipica de un linfo-

cito maduro presente en las muestras de los
controles sanos. Obsérvese el niicled redon-
deado y el citoplasma con escasos organelos
(x 17 500).
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FIG. 2. Microfotografia electrénica de la membrana citoplasmdtica de un linfocito normal proveniente de
las muestras del grupo control, incubado con el AcM IOR-T1 y sometido a la técnica de inmunoperoxidasa.
La flecha sefiala la reaccion positiva sobre la superficie. Sin contraste (x40 000).

FIG. 3. Microfotografia electronica que muestra las caracteristicas ultraestructurales de un monocito prove-
niente de una muestra del grupo control. Puede observarse la presencia de numerosos granulos peroxidasa-
positivos en su citoplasma y la ausencia de reaccién en la superficie celular (x 9 800).
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Cuando las muestras de los casos-controles se incubaron con el AcM IOR-T2, no se pudo
evidenciar marcaje especifico alguno sobre los linfocitos y leucocitos observados.

Linfomas T cutaneos

Entre las células mononucleares presentes en las muestras de sangre periférica de los dos
pacientes con el Sindrome de Sézary y la Micosis Fungoides, se identificaron, ademds de tipos
celulares compatibles con los descritos para los controles, células atipicas de tamafo variable
(entre unas 10 y 20 micras), citoplasma con escasos organelos y niicleo con alteraciones morfo-
légicas que iban desde identaciones en su envoltura hasta un tipico aspecto cerebriforme
(figura 4); la proporcion relativa en las muestras de este tipo celular fue superior para el Sindrome

de Sézary.

FIG. 4. Microfotografia electrénica de una célula atipica tumoral caracteristica de los linfomas T cutdneos.
El nicleo presenta aspecto “‘cercbriforme” y el citoplasma exhibe muy escasos organelos. Sin contraste

(x 14 000).

El AcM IOR-T1 identificé antigenos de superficie celular en casi el 100% de las células
atipicas estudiadas en ambos pacientes (figura 5). Después de la incubacién de las muestras con
el IOR-T2, se pudo comprobar que ademds de que solo reaccionaba con células atipicas, el reco-
nocimiento de estructuras de membrana sélo se producra en parte de esta poblacion celular,
tanto en uno como en otro paciente.
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IFIG. 5. Microfotogralfa clectronica de una célula tumoral tipica caracteristica de los linfomas T cutdneos.
Obscrvense las identaciones nueleares asi como su citoplasma con escasos organclos, En su membrana puede
identificarse ¢l tipo de marcaje caracieristico obtenido en la mayorfa de las células incubadas con el AcM
IOR-T1 y en parte de la poblacién después de la incubacion con el IOR-T2. Sin contraste (x 14 000).

DISCUSION

Con la ayuda de los AcM que reconocen diferentes estadios de diferenciacién de las células
linfoides normales, se ha podido comprobar que el patron antigénico que muestran en su super-
ficie las células linfoides tumorales puede estar relacionado con estadros discretos de la diferen-
ciacion normal (Bernard et al., 1982; Nadler er al., 1982). Los AcM estudiados por nosotros
fueron generados a partir de la estimulacion antigénica efectuada por CMP de un paciente con
el Sindrome de Sézary, que es considerado como un linfoma T de fenotipo “maduro” (Boumsell
et al., 1983; Souteyrand y Thivolet, 1981; Parkinson y Mier, 1983). El [OR-T1 reconocid
estructuras superficiales de la membrana citoplasmética en una alta proporcidn de células con
caracterrsticas morfoldgicas compatibles con las de linfocitos maduros normales. Si bien en
trabajos anteriores habramos sugerido, sobre la base de estudios de inmunofluorescencia indi-
recta, que este AcM debra reconocer un marcador de células T humanas (Garcia et al., 1984),
el empleo del método de inmunoperoxidasa para microscopia electrénica permitié ubicar las
estructuras identificadas como superficiales y demostré morfoldgicamente que el IOR-T1 no
reconoce otras células hematopoyéticas normales, reafirmandose su especificidad.

Existen evidencias que sugieren que los tumores pueden derivarse de la expansion clonal de
una sola célula (Sikora y Lennox, 1982), de ahi que si no se pierden con la transformacién,
los antigenos de diferenciacion normales pueden ser expresados por la mayoria de las células
malignas. Se ha reportado que el AcM 3A1 (Haynes et ai., 1981 b) es capaz de reconocer
el 85% de los linfocitos normales circulantes, pero no reacciona con las células de Sérary,
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a diferencia de los resultados obtenidos con las series de AcM OKT y Leu (Boumsell etal, 1981;
Haynes et al., 1981 a y b; Kung et al., 1981; Laroche y Bach, 1981; Schroff et al, 1982;
Foon et al.,, 1982) que son capaces de identificar tanto a unos como a otras. El AcM IOR-T1
también reconocidé una alta proporcién de células con niicleos cerebriforme, caracteristico de
las células tumorales de los linfomas T cutineos (Rosa-Uribe er al, 1973; Souteyrand y
Thivolet, 1981).

Estas diferencias en el reconocimiento celular de los AcM mencionados pueden atribuirse a
la presencia de distintos epitopes en un mismo antigeno de diferenciacién, cuya existencia ya
ha sido sugerida por los estudios de Cotner ez al. (1981) para el marcador de células T humanas.
Los resultados preliminares de la comparacion de los AcM [OR-T1 y OKT-3 sugieren que éstos
identifican epftopes distintos en este marcador (U. Landergreen*); de confirmarse esto, la
transformacion maligna de las células T en los linfomas cutdneos no afecta al marcador de
células T normal al menos en dos de sus epitopes.

El AcM IOR-T2 no reconocié CMP de los individuos controles ;en estudios anteriores basados
en la técnica de inmunofluorescencia indirecta (Garcia et al., 1984), habramos encontrado que
este AcM podia identificar entre 4% y 12% de CMP de individuos aparentemente sanos. Estas
diferencias en los resultados son explicables teniendo en cuenta que en los estudios por micros-
copia electronica no es factible analizar un nimero suficiente de células como el requerido
cuando el marcador estd poco representado en la poblacién celular. Es evidente también que
el IOR-T2 estd identificando un antigeno expresado muy discretamente en células normales.

Resultd, por tanto, de mucho interés determinar que el AcM IOR-T2 no reconoce todas las
células de morfologra atipica presentes en la sangre periférica de ambos pacientes con linfomas T
cutdneos y que aquellas identificadas no poseen caracteristicas morfoldgicas que las distingan
del resto de las células tumorales. Este tipo de observacion sélo podia ser realizada mediante
estudios ultraestructurales a causa de que la técnica de inmunofluorescencia indirecta empleada
en trabajos anteriores (Garcia ef al., 1984) no permitia una precision de la morfologia de las
células identificadas.

Nuestros resultados indican que el AcM [OR-T2 estd reconociendo un antigeno asociado al
tumor, distinto del marcador de las células T maduras discutido anteriormente. Su presencia
muy discreta en CMP de individuos normales, asi como en sélo parte de la poblacion de células
tumorales, sugieren que este antigeno puede estar relacionado con la proliferacion y/o etapas
de la progresién neopldsica de las células T malignas circulantes en los linfomas cutdneos; ésta
puede ser, por ejemplo, una variacion antigénica producida en la superficie de parte de la
poblacion de células tumorales, semejante a la reportada para células T malignas durante las
recaidas de la enfermedad en pacientes con linfomas linfobldsticos T (Bernard ef al., 1982) o
producto de la expresion de receptores de factores de crecimiento o inmunomoduladores.

Por iltimo, queremos destacar que el andlisis ultraestructural indicé que el paciente con
Micosis Fungoides presentaba células atipicas en periferia, caracteristica esta de las etapas
finales de esta enfermedad (Souteyrand y Thivolet, 1981 ; Parkinson y Mier, 1983); la verifi-
cacion del reconocimiento celular del AcM IOR-T2 hace que éste pudiera ser potencialmente
util para la identificacion precoz de la etapa leucémica en esta enfermedad, empleando técnicas
convencionales de inmunofluorescencia indirecta.

*  Comunicacién personal.
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