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INTRODUCCION







1. CARACTERISTICAS DE LOS TUMORES DE VEJIGA

1.1. PREVALENCIA Y DISTRIBUCION MUNDIAL

El cancer de vejiga ocupa en el vardén entre el 4° y 7° lugar en cuanto a
frecuencia dentro de las enfermedades neoplasicas mientras que en la mujer se sitiia el
14° més frecuente(Ro et al., 1987). Las variaciones de las tasas de incidencia son de
hasta ocho veces mayores al comparar distintas zonas del planeta, aunque puede
comprobarse una incidencia tres veces superior en paises industrializados. La
localizacion de la mayoria de los tumores vesicales es superficial (70%) y unicamente el
15% de estos tumores tiene probabilidades de progresar, con riesgo de muerte. La tasa
global es de 250 / 10° habitantes, mostrando las variaciones que pueden observarse en
la figura 1.

La variedad mas frecuente es el carcinoma de células transicionales (CCT), que
representa del 90-95% de los casos en Europa y EEUU, siendo el resto carcinomas de
células escamosas en su mayoria. En contraste con estos datos, en Egipto, donde se dan
las tasas mas elevadas de incidencia, menos del 40% de los casos tienen morfologia de
CCT; este hecho se ha asociado a la alta incidencia de parasitismo por Schistosoma

haematobium en la poblacion egipcia(Hodder et al., 2000).

1.2. FACTORES DE RIESGO

1.2.1. FACTORES DE RIESGO AMBIENTALES

Tabaquismo. El riesgo de cancer de vejiga se estima de 2 a 4 veces superior en
fumadores y aumenta con el nimero de cigarrillos y el tiempo que dura el habito de
fumar(Cordon-Cardo et al., 1987; Tsai et al., 1995). El riesgo es mayor para los
fumadores de tabaco negro, tabaco sin filtro y tabaco con alto contenido en

nicotina(Harnden et al., 1995; Hainau and Dombernowsky, 1974; Rubben et al., 1988)



Varones Regiones Mujeres

Norteamérica
Alfrica septentrional
Europa meridional
Europa septentrional
Europa occidental

Australia/N. Zelanda
Europa oriental
Africa meridional
Asia occidental
Sudamérica
Africa occidental
Caribe
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Micronesia
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Sudeste asidtico
Africa central
Melanesia
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Més desarrollados
Menos desarrollados

Todo el mundo

30

20 30

I ncidencia
Tasa x 100.000 B Mortalidad Tasa x 100.000

Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad normalizadas del cdncer vesical

segun darea y sexo.




Ocupacional. La exposicion a aminas aromaticas, y en especial a la 2-
naftilamina y la bencidina es el determinante principal de las altas tasas de cancer
vesical observadas en trabajadores de varios tipos de industrias, tales como las de
manufactura de tintes y colorantes y manufactura de caucho(Lee and Droller, 2000;
Dalbagni et al., 1993; Jequier and Rousseau, 1987). La presencia de aminas aromaticas
en tintes para el pelo ha sido sefialada como la causa principal del aumento de
incidencia de CCT en peluqueros, aunque no se ha encontrado un riesgo mayor en los
usuarios de tintes capilares(Taylor et al., 1996).

Ingesta hidrica. Una ingesta hidrica elevada diluira los agentes carcinégenos de
la orina y elevara la frecuencia de la miccion, por lo que se disminuye a la mitad el
riesgo de padecer carcinoma vesical(Neal et al., 1990).

Café. Compuestos aromdticos derivados del metabolismo del café son
eliminados por la orina, por lo que en principio se tuvo en cuenta como un posible
factor de riesgo. Para la evaluacion de este riesgo se han realizado varios estudios, el
mas importante con 2982 casos y 5782 controles y se ha descartado una asociacion
fuerte entre la ingesta de café y el tumor vesical, aunque no se ha descartado una
asociacion débil(Algaba et al., 1988).

Edulcorantes artificiales. Ni con la sacarina ni con otros edulcorantes
artificiales se ha podido demostrar una asociacion con el cancer vesical(Bosman, 1999),
esto hizo que la sacarina fuese pasada por la Agencia Internacional de Investigacion del
Céancer de la categoria 2B (posible carcin6geno) a la categoria 3 (evidencia
insuficiente).

Dieta. Los estudios realizados hasta la fecha no son concluyentes(Heney et al.,
1983) e indican una asociacion protectora con la ingesta de frutas y vegetales(Habuchi
et al., 1993; Heney et al., 1983). Algunos trabajos indican una asociacion directa con la
ingesta de grasas(Reuter, 1999; Younes et al., 1990) y otros indican un efecto protector
de la vitamina A frente al cancer vesical(Millan-Rodriguez et al., 2000; Hasui et al.,
1994).

Enfermedades de las vias urinarias. Se ha comprobado en estudios de casos y
controles una mayor incidencia (con un riesgo relativo de 5) de carcinoma vesical en
parasitados por Schistosoma haematobium(Riddle et al., 1975; Cheng et al., 1999). Las

causas se atribuyen a los fenémenos de inflamacion y retencion urinaria cronica.



En infecciones urinarias cronicas de repeticion de distinta etiologia se ha
calculado un riesgo relativo de aproximadamente el doble, atribuyéndosele a este estado

crénico un papel carcinogénico en las etapas tardias(Jequier and Rousseau, 1987).

1.2.2. FACTORES GENETICOS DE RIESGO

La eliminacién urinaria de distintas sustancias implica que puedan ser mas o
menos carcindgenas segun las modificaciones metabolicas que hayan sufrido antes de
su excrecion, diferencias que pueden estar genéticamente determinadas; en este sentido
se ha estudiado la enzima N-acetiltransferasa (NAT), involucrada en el metabolismo de
aminas aromaticas. Existen dos genes, NAT-1 y NAT-2(Oyasu et al., 1995) y se ha
comprobado que existe polimorfismo en NAT-2, polimorfismo que permite distinguir
entre acetiladores lentos y acetiladores rapidos (aproximadamente el 50% de individuos
de origen caucasiano son acetiladores lentos). Asi, se ha comprobado una proporcion
mayor de la esperada de cancer vesical en pacientes expuestos a aminas aromaticas(Herr
et al.,, 1986) y otros estudios han encontrado ademds una proporcion mayor de la
poblacional de acetiladores lentos en pacientes con cancer vesical con historia de
tabaquismo(Bostwick et al., 1999; Zincke et al., 1985).

Otra enzima que se ha estudiado es la glutation S-transferasa M1 (GSTM1),
encargada de conjugar y asi solubilizar diversos toxicos para su eliminacion. Varios
estudios apuntan a un mayor riesgo relativo de cancer vesical en individuos con un solo

alelo funcional(Orsola et al., 1998b; Rosell Costa et al., 1998b; Soini et al., 1994)



1.3. MORFOLOGIA DE LOS CARCINOMAS VESICALES DE
CELULAS TRANSICIONALES

1.3.1. MICROANATOMIA VESICAL NORMAL

1.3.1.1.  Epitelio vesical
Es el estrato de mayor importancia oncologica pues es donde se originan
los CTT; su estructura, partiendo desde la luz vesical hacia capas mas

profundas es la siguiente:

e (C¢lulas de superficie o células en paraguas. Son células aplanadas de
gran tamafo, su membrana apical es de gran grosor y puede llegar a ser
pentalaminar; las uniones entre células son muy estrechas, mostrando un
perfil especifico de citoqueratinas(Bukholm et al., 1997); juegan un
importante papel en mantener la impermeabilidad de la vejiga.

e Estrato intermedio. Se compone de varias capas de células de unas 50-
60 um de diametro, de nucleos diploides o tetraploides.

e Estrato basal. Estd formado de una sola capa de células cubicas de 15-
30 wm de diametro. Estas son las células de reserva o células madre

diferenciadas.

1.3.1.2. Estructuras mas profundas

e Membrana basal del epitelio. Es la separacion con el estroma, en esta
zona es donde se localizan las moléculas de adhesion entre el epitelio y el
estroma.

® Muscularis mucosae. Se compone de finos haces musculares
discontinuos y vasos de distinto calibre. El hecho de que un tumor infiltrante
del subepitelio llegue a esta capa es signo de una mayor agresividad(Rosell
Costa et al., 1998a; Abdel-Fattah et al., 1998).

e Submucosa. Es el tejido conectivo entre la capa anterior y la tinica
muscular.

e Tunica muscular o muscular propia. En ella se distingue una capa mas

externa y otra mas interna.



e Capa de tejido adiposo perivesical (pericisto).
“'%. Epitelio transicional
«~ % = - Submucosa (incluye muscularis mucosae)

Capa interna de musculo
longitudinal

Figura 2. Diferentes estructuras de la vejiga normal.

1.3.2. GRADO DE DIFERENCIACION

Conforme disminuye el grado de diferenciacion los tumores son cada vez mas
agresivos y por tanto de peor pronostico. De mas diferenciados a menos diferenciados,
los CCT pueden clasificarse segun las recomendaciones de la OMS/ISUP de 1998 y
OMS 1999 y subdividir los carcinomas de alto grado en Grado II y III(Orsola et al.,
1998a; Vollmer et al., 1998).

e Papiloma. Segun la clasificacion de la OMS, el diagnodstico de
papiloma estd restringido a lesiones finamente papilares revestidas de
urotelio practicamente normal. Este tipo de lesion no suele ser multiple (6%)

ni recidivar (7,6%) y nunca progresa a infiltrante.



e Neoplasia papilar urotelial de bajo potencial maligno. Son papilas de
mayor grosor que el papiloma. Presentan una atipia moderada y mitosis

incrementadas.

e Carcinoma transicional Grado I (de bajo grado). Presentan un grado de
atipia celular considerable, con pérdida de la polaridad en algunas zonas y

nulcleos algo mayores que en la neoplasia papilar de bajo potencial maligno.

e Carcinoma transicional de alto grado. Incluye los CCT de grado Il y
grado III. En el grado II hay una pérdida notoria de la ordenacion de los
nucleos, la polaridad estd muy alterada pero sigue siendo reconocible. En el
carcinoma transicional Grado III los nticleos son pleomorficos y la pérdida

de la polaridad es casi total.

1.3.3. EXTENSION LOCAL (Estadio).

1.3.3.1. Carcinomas superficiales de vejiga. Son aquellos que no llegan
a invadir la muscular propia (ver figura 3); pueden ser erradicados con un

tratamiento adecuado, en oposicion a los infiltrantes. Se subdividen en:

Carcinoma "In situ" (CIS o TIS). Son lesiones planas del epitelio con una
transformacion maligna evidente. La cohesion intercelular suele estar alterada,
produciendo una descamacion de células malignas (detectables por citologia)
que puede llegar a presentar un epitelio monoestratificado.

Carcinomas Ta. Segun la clasificacion TNM de 1997, son carcinomas que no
infiltran el estroma. Son de mejor prondstico que los infiltrantes ya que hasta el
momento no han desarrollado la capacidad de degradar la membrana basal ni
han perdido la expresion de moléculas de adhesion intercelular(Sanchez-
Carbayo et al., 2002).

Carcinomas T1. Infiltran el tejido subepitelial pero sin alcanzar la muscular
propia. Numerosos grupos han observado diferencias en progresion en grado y

estadio entre aquellos que infiltran la muscularis mucosae y aquellos que no



llegan a hacerlo(Rosell Costa et al., 1998a; Abdel-Fattah et al., 1998; Zhan et al.,
1994), por lo que una subdivision de estos tumores podria resultar til.

1.3.3.2. Carcinomas infiltrantes de vejiga.

Se clasifican desde T2 a T4 segun el grado de infiltracion, como puede verse

en la figura 3.

pTis pTa pT1 pT2 pT3a pT3b pTa4
I

-i"u'rbtéfio”'llﬁ. MI::

Corion
-1?!- '-'-'.-:_

Musculo superficial 1 |! [.l
ﬂ:.ﬂ:'ﬂ;ﬂifﬂ.;ﬂj.‘!ﬂ:_. -k - -
# Musculo profundo

Teiido adiposo perivesical

Otros 6rganos _ _
Carcinoma vesical

Figura 3. Grado de extension local de los carcinomas vesicales primarios (p).

2. CARCINOGENESIS

El proceso de carcinogénesis en los tumores de vejiga se asocia, al igual que en
otros tumores, a una alteracion de genes reguladores del ciclo celular, tanto de aquellos
que promueven la division celular (protooncogenes) como de los encargados de impedir
la evolucion del ciclo celular de una fase a otra o de promover la apoptosis (genes
supresores tumorales). El carcinoma de vejiga tiene la peculiaridad de tener un
comportamiento bastante impredecible, dos tumores de igual grado, estadio y apariencia
(papilar, sélido) pueden comportarse de forma muy diferente; asi, uno de ellos podria

recidivar sin invadir la submucosa y el otro evolucionar a infiltrante. Esta discrepancia
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de comportamientos ha hecho pensar en la existencia de distintas vias de la
carcinogénesis con distintos patrones de alteracion de protooncogenes y genes
supresores, hecho corroborado por la existencia de alteraciones mutuamente
excluyentes. Asi, alteraciones en el gen FGFR3 (receptor tipo 3 del factor de
crecimiento de fibroblastos) y alteraciones en TP53 no se encuentran juntas en un tumor
concreto y ademas son predictoras de la evolucion(Spruck et al., 1994) (los tumores con
alteraciones en TP53 progresarian a infiltrantes y los tumores con alteraciones e FGFR3

no lo harian).

2.1. GENES ALTERADOS EN LOS CARCINOMAS DE VEJIGA

2.1.1. FGFR3.

Este gen codifica para el receptor tipo 3 del factor de crecimiento de
fibroblastos, es el gen que se ha encontrado alterado en un mayor porcentaje de tumores
de vejiga (30%)(Fradet and Lacombe, 2000), con una fuerte asociaciéon a tumores de
bajo grado. El papel de este gen se relaciona con una regulacion negativa del ciclo
celular en hueso, aunque su mecanismo de accion todavia no esta claro(van Rhijn et al.,

2002; Cappellen et al., 1999; Billerey et al., 2001).

2.1.2. TPs3.

El gen TP53 o su producto, p53, se han encontrado alterados en tumores de
vejiga y se asocian a progresion a infiltrantes(Vollmer et al., 1998; Sarkis et al., 1994)
ya que se encuentran alteraciones hasta en el 50% de los tumores de alto grado y estadio
avanzado. Mediante técnicas inmunohistoquimicas se detecta sobreexpresion nuclear
de p53 debida a mutaciones en su zona efectora que la convierten en no funcional y la
estabilizan, estas mutaciones también pueden detectarse mediante andlisis del
polimorfismo conformacional de cadena simple y estudios de secuenciacion(Soini et al.,
1994; Abdel-Fattah et al., 1998; Oyasu et al., 1995).

La proteina p53 actiia regulando la expresion de muchos genes, aumenta la
produccion de factores antiangiogénicos y proapoptdticos, y disminuye la de factores
proangiogénicos y antiapoptoticos(Zhan et al., 1994; Dameron et al., 1994); también
ejerce su control sobre los genes RAS, que a su vez controlan el ciclo celular(Bukholm

etal., 1997; Fei et al., 2002; el-Deiry, 1998a).
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2.1.3. HRAS
HRAS pertenece a la familia de genes RAS, involucrados en el control del ciclo
celular. Su producto, p21, se une a los complejos ciclina-quinasa dependiente de ciclina
e impide la evolucioén del ciclo celular(Bagui et al., 2003; el-Deiry, 1998a). Los estudios
inmunohistoquimicos sobre carcinomas vesicales no son concordantes en cuanto a
expresion de p21 y su valor prondstico estd en discusion; en los trabajos que si se haya
valor prondstico, suele asociarse a mutaciones de p53(Clasen et al., 1998; Garcia del

Muro et al., 2004; Lacombe et al., 1996).

2.14. GenRB

La proteina RB (pRB) ejerce su control sobre la evolucion del ciclo celular
reteniendo factores de transcripcion necesarios para el paso de G1 a S. Para mantenerse
unida a los factores de transcripcion, Rb debe estar en un estado hipofosforilado, estado
al que se oponen los complejos Ciclina-Cinasa dependiente de ciclina, con la
consiguiente liberacion de factores transcripcionales y la progresion del ciclo celular(el-
Deiry, 1998b). Se han descrito alteraciones en este gen mediante técnicas
inmunohistoquimicas, pérdida de heterocigosidad, analisis de conformacion de cadena
simple y secuenciacion(Horowitz et al., 1990).(Ishikawa et al., 1991; Miyamoto et al.,
1995) Las frecuencias de alteracion dadas por distintos autores van de un 10 a un 50%.
Recientemente también se han descrito hiperfosforilacion de pRB(Chatterjee et al.,
2004) que liberaria a factores necesarios para la progresion del ciclo celular, como E2F,

de su union a pRB.

2.1.5. EGFR
Se ha encontrado sobreexpresion del gen del receptor del factor de crecimiento
epidérmico en tumores vesicales, observandose una mayor frecuencia de positivos por
inmunohistoquimica en tumores de mayor grado y estadio(Korkolopoulou et al., 1997;
Ravery et al., 1995; Cheng et al., 2002), también se ha publicado la sobreexpresion de
ARNm de este gen (Wood et al.,, 1992) y se ha comprobado in vitro como la
estimulacion de este receptor provoca una aceleracion en el crecimiento tumoral(Gleave

etal., 1993).
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2.1.6. ERBB-2

El gen ERBB-2 (HER-2/neu) codifica una glucoproteina de la superficie celular
de 185 kDa, la p185HER-2/neu, que guarda una gran semejanza con el EGFR. Se ha
estudiado su alteracion mediante inmunohistoquimica, amplificacion génica mediante
Southern, PCR semicuantitativa y mas recientemente mediante hibridacion in situ. La
sobreexpresion del gen ha sido estudiada mediante Northerm y mediante PCR a tiempo
real. Los resultados encuentran sobreexpresion en una parte de estos tumores,
amplificacion génica en un bajo porcentaje (alrededor de 5%) y aumento de la
transcripcion del gen(Junttila et al., 2003; Miyamoto et al., 2000; Ohta et al., 2001;
Ravery et al., 1997; Wood et al., 1991).

2.1.7. MDM2

El MDM?2 es un prooncogen situado en el cromosoma 12. Su producto, la mdm?2
es una proteina nuclear que se une a p53 e impide que realice su funcion; ademas, la p53
es mas susceptible de ser degradada cuando se une a mdm2(Momand et al., 1992;
Oliner et al., 1992). El estudio de mdm2 se ha realizado fundamentalmente mediante
inmunohistoquimica, aunque la amplificacion génica se ha comprobado mediante
Southern y FISH(Habuchi et al., 1994; Lu et al., 2002; Simon et al., 2002; Tuna et al.,
2003). Se ha investigado el valor pronostico de la sobreexpresion nuclear de mdm?2 y se
considera importante en casos con p53 funcional(Jahnson and Karlsson, 2000; Lu et al.,

2002).

2.1.8. INK4A e INK4B
Estos genes se localizan en 9p21 y codifican las proteinas pl6 y plS5
respectivamente. Actian como inhibidoras de las quinasas dependientes de ciclinas
Cdk4 y Cdk6, por lo que se oponen a la progresion del ciclo celular al impedir que se
fosforile pRB(Cordon-Cardo, 1995; Hannon and Beach, 1994; Graham, 1992). Para
mayor complejidad, existe una pauta de lectura alternativa de INK4A cuyo producto,

9*RF se ha visto que interactiia con mdm?2 y bloquea la degradacion de p53

llamado pl
inducida por mdm2(Pomerantz et al., 1998; Quelle et al., 1995). Alteraciones en 9p21
se consideran un evento temprano en la etiologia del carcinoma de vejiga, ya que han
sido descritas en tejidos displasicos (Tsutsumi et al., 1998). Estudios de transferencia

Southern han demostrado deleciones homocigotas tanto de INK4A como de INK4B,
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también se ha descrito pérdida de heterocigosidad en 9p21 y se han detectado
mutaciones puntuales por secuenciacion directa(Orlow et al., 1995). Otro mecanismo
descrito es el de hipermetilacién del promotor de INK4A(Chang et al., 2003; Gonzalgo
et al., 1998). Estudios de inmunohistoquimica han relacionado el fenotipo negativo para
pl6 con niveles altos de pRB, que no seria capaz de contener la progresion del ciclo
celular al estar fosforilada. También se ha intentando conseguir la reexpresion de pl16 en
células tumorales de vejiga mediante adenovirus-pl6 como una nueva estrategia

terapéutica (Lee et al., 2001)

2.2. ALTERACIONES EN EL CARIOTIPO

Los carcinomas transicionales de vejiga exhiben cariotipos pseudodiploides con
solo unas pocas anomalias en etapas tempranas, evolucionando hacia cariotipos
complejos seudo-tetraploides. La monosomia parcial o completa 9 (-9) es un
acontecimiento temprano(Van Tilborg et al., 1998), encontrado en la mitad de los casos.
Las pérdidas (11p) o -11 se encuentran en 20-50% de casos, mas a menudo en tumores
de grado alto e invasivos. Deleciones en 13q se encuentran en el 25% de los casos y
correlacionan con grado y estadio altos del mismo modo que lo hacen las alteraciones
en RB, que se haya en esta localizacion(Benedict et al., 1999; Sanchez-Carbayo et al.,
2003). Del(17p) es un acontecimiento tardio que puede encontrarse en el 40% de los
casos, en esta region estd TP53, cuyas alteraciones se relacionan con lesiones de alto
grado y estadio, asi como con peor pronostico(Chaturvedi et al., 1997). Otras
alteraciones como del(1p), i(5q), +7 y otros reagrupamientos, mas a menudo deleciones
que duplicaciones, son frecuentes(Mahdy et al., 1999; Koo et al., 1999) y apuntan hacia

un proceso de varias etapas en las que se van afectando genes supresores.

2.3. PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD (LOH).

Los estudios realizados en el andlisis de LOH en cancer de vejiga han
demostrado la existencia de diversas alteraciones, aunque no han conducido por ahora a
la identificacién de genes supresores tumorales. La pérdida de heterocigosidad parece

ser frecuente dentro de un cromosoma en concreto. Se han descrito alteraciones en
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diversas localizaciones, no vamos a describirlas todas, sino solamente las mas
frecuentes; asi, en cromosoma 9 se describe en cinco regiones, 9p21, 9922, 9q31-32,
9933 y 9q34; en el cromosoma 5 en cuatro regiones, 5q13.3-q22, 5q22-q31.1, 5q31.1-
g32, y 5934, y en el cromosoma 3 en las regiones 3pl2-14, 3p21.3-22 y 3p24.2-
25(Bohm et al., 2000; Erbersdobler et al., 1998; van Tilborg et al., 2002; Saran et al.,
1996).

Una de las alteraciones mas estudiada es la deleccion del cromosoma 9 o de
regiones del mismo, pues se considera un evento temprano en el desarrollo tumoral y se
relaciona con la alteracion de inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina como
plS, pl6 u otras proteinas relacionadas. Vamos a desarrollar con un poco mas de
extension las alteraciones del cromosoma 9. Gracias a la posibilidad de estudiar tumores
multiples recurrentes del mismo paciente, se esta llegando a la evidencia de que la
pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 9 casi nunca es el primer paso del
desarrollo tumoral. LOH se puede detectar hasta en el 67% de los marcadores
probados. Las regiones de LOH son multiples, varian en diversos tumores del mismo
paciente y se amplian en tumores subsecuentes. Por otra parte, las regiones de LOH en
el cromosoma 9 varian de un paciente a otro(Louhelainen et al., 2000; Williams et al.,
2002).

En un intento de relacionar de forma general el tipo y extension del dafio
genético con el grado y estadio de los tumores de vejiga, se cree que en la patogenia del
cancer de vejiga puede estar implicado un indice incrementado de recombinacion
mitotica, que puede llevar a pérdidas de heterocigosidad en distintas regiones del
genoma. Esta alteracion se adquiere de forma temprana en el proceso tumoral y por
tanto, las alteraciones genomicas se iran acumulando durante la evolucion del
carcinoma(van Tilborg et al., 2002). La region HLA también sufre alteraciones, las
veremos mas adelante, cuando tratemos las alteraciones en HLA comentaremos la LOH

en esta region del genoma.

2.4. VIAS DE LA CARCINOGENESIS EN VEJIGA.
El analisis de tumores de alto grado y estadio avanzado y de tumores de grado
bajo y estadio temprano ha sugerido a distintos autores la existencia de dos vias
distintas de desarrollo canceroso en el epitelio de vejiga que van a producir tumores de

distinto comportamiento(Baithun et al., 2001; Spruck et al., 1994).
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2.4.1. Tumores superficiales
Son tumores que producen recurrencias pero normalmente no progresan a
infiltrantes. En estos tumores suelen encontrarse alteraciones en el cromosoma 9, en
relacion con genes supresores del crecimiento celular, como ya hemos

comentado(Tsutsumi et al., 1998).

2.4.2. Tumores infiltrantes
En estos tumores la alteracion predominante es la de p53, que no suele
encontrarse en los superficiales. Esta alteracion también suele encontrarse en los

CIS(Niehans et al., 1999).
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3. EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El descubrimiento de los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) data de principio de los afios 50 y fueron descritos en el hombre por la reaccion
de leucoaglutinacion que tenia lugar al enfrentar el suero de pacientes politransfundidos
con leucocitos extrafios. Las moléculas del MHC son glicoproteinas que aparecen en la
membrana de mayoria de las células nucleadas de todos los vertebrados. Su expresion en
superficie en combinacidon con el antigeno permite su reconocimiento por los linfocitos

T.

3.1. MOLECULAS DEL MHC

En humanos estas moléculas van a recibir la denominacion HLA (Human
Leukocyte Antigen). Los ensayos celulares y seroldgicos han permitido describir la
existencia de dos grandes grupos de moléculas. El primero de ellos, HLA de clase I, esta
representado en el hombre por las moléculas HLA-A, -B, y -C; el segundo, HLA de
clase II, incluye las moléculas HLA-DP, -DQ y -DR.

3.1.1. Moléculas HLA de clase I

Los antigenos de histocompatibilidad de clase I comprenden las moléculas
clasicas (clase Ia) HLA-A, -B, -C (Bjorkman and Parham, 1990) y las no clésicas (clase
Ib) HLA-E, -F, -G (Shawar et al., 1994). Todas son glicoproteinas de la superficie
celular de dos subunidades no covalentemente asociadas (Cresswell et al., 1973); se
componen de una cadena transmembrana y polimoérfica de 45 KD (cadena pesada o
cadena o) y una proteina no polimorfica de 12 KD, la B;-microglobulina, no anclada a
la membrana celular. El péptido antigénico se ensambla con esta estructura, formandose
asi el complejo HLA de clase 1.

La cadena pesada contiene aproximadamente 340 aminoacidos organizados en
tres regiones: extracelular, transmembrana e intracitoplasmatica. La region extracelular

se divide en tres dominios (al, a2 y a3) de aproximadamente 90 aminoacidos cada
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uno. El polimorfismo en la cadena pesada reside en los dominios a1l y a2, cada uno de
los cuales contiene una region de alto polimorfismo, estas dos regiones unidas forman la

gruta de union al péptido antigénico (Figura 4).

GRUTA DE UNION AL PEPTIDO

Figura 4. Estructura de la molécula HLA de clase 1.

El péptido, formado por unos 8-10 aminoacidos, participa en el ensamblaje de la
molécula de clase I y proporciona estabilidad al conjunto, de manera que las moléculas
HLA vacias son inestables(Elliott et al., 1991). Asi, la gruta formada por los dominios

al y a2, donde se anclard el péptido, serd la zona reconocida por el receptor de las

células T (TCR).

3.1.2. Moléculas HLA de clase II

Las moléculas de clase II son heterodimeros compuestos por dos subunidades

glicoproteicas, una cadena o de 33-35 kD de peso molecular, y una cadena B de 25-30

kD, asociadas de forma no covalente (Kappes and Strominger, 1988). Cada una de ellas
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consta de tres regiones: Una region extracelular, una porcion transmembrana y un
segmento intracitoplasmatico.

La estructura tridimensional de la molécula de clase II fue descrita aplicando
técnicas de difraccion de rayos X(Brown et al., 1993). Una gruta de similares
caracteristicas a la de la clase I, pero algo mas amplia, parece justificar el mayor tamafio
de los péptidos presentados por las moléculas de clase II (10-24 aminoécidos)

(Rudensky et al., 1991).

3.2. GENES DE LA REGION HLA

Los genes HLA estan localizados en el brazo corto del cromosoma 6, en la porcion
distal de la banda 6p21.3, en un espacio aproximado de 4 Mpb (Campbell and
Trowsdale, 1993).

El sistema HLA es una regién génica que se organiza en diferentes subregiones
estrechamente ligadas entre si, su herencia es mendeliana codominante. Es el sistema
mas polimorfico conocido en humanos debido a la enorme cantidad de alelos para cada
uno de los genes conocidos; ensayos seroldgicos y celulares permitieron diferenciar
unos 150 alelos distintos, y el tipaje genémico ha multiplicado esta cifra.

Esta region contiene multiples genes y pseudogenes ordenados en tres grupos
(Aguado and Campbell, 1999; Stewart et al., 2004);la region de clase I, la region de

clase 11 y la region de clase II1.

3.2.1.  Genes de la region HLA de Clase I

Los genes codificantes de la cadena pesada de las moléculas HLA de clase I estan
situados en esta region, mientras que el gen de la B2-microglobulina se ubica en el

cromosoma 15 y por tanto independiente del complejo MHC (Goodfellow et al., 1975).

Dentro de la region de clase I estan los genes llamados clasicos (HLA-A, -B, -C), otros
tres no clasicos (HLA-E, -F, -G) (Geraghty, 1993) y al menos veintinueve elementos
génicos entre los que figuran pseudogenes (HLA-H,J,K,L,X), genes incompletos o

truncados y genes de significado incierto (Bodmer et al., 1994; Stewart et al., 2004)
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3.2.2. Genes de la region HLA de Clase 11

Las dos subunidades polipeptidicas de los antigenos de clase II, o y 3, estan
codificadas por genes pertenecientes a esta region, la cual se subdivide en tres regiones
funcionales, que ordenadas por su proximidad al centromero, se denominan: HLA-DP, -
DQ y -DR (Bell et al., 1986). También estan aqui los genes que codifican para HLA-DM
y HLA-DO, que regulan la unién del péptido antigénico a la gruta de la molécula HLA
de clase II.

Otros elementos identificados dentro de la region de clase II son los genes TAP1
y TAP2 (Trowsdale et al., 1990) que codifican las proteinas transportadoras de los
péptidos de las moléculas de clase I. Ademas, se encuentran aqui los genes LMP2 y
LMP7, que codifican subunidades proteoliticas del proteosoma inducibles por INFy y
que una vez incorporadas al proteosoma aumentan la variedad de péptidos producidos,

formando el llamado inmunoproteosoma(Boes et al., 1994) (Glynne et al., 1991) .
3.2.3. Genes de la region HLA de Clase 111
La region de clase III no contiene genes que codifiquen para moléculas HLA, pero
si contiene genes que codifican proteinas con importantes funciones relacionadas con el

sistema inmune, como las proteinas del complemento, Factor B, C2 y C4; el TNF y la

linfotoxina(Aguado and Campbell, 1999).
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3.3. FUNCION BIOLOGICA

3.3.1. Reconocimiento Antigénico mediado por el linfocito T

De forma general, las moléculas del HLA de clase I participan en la presentacion
de antigenos derivados de proteinas citosodlicas, tanto propias como posibles proteinas
virales(Townsend et al., 1989); por el contrario, las moléculas de clase II acttian durante
el procesamiento de antigenos exdgenos, previamente captados por la célula a través de

fendmenos de endocitosis(Chicz et al., 1992; Jardetzky et al., 1991).

Los linfocitos B y T, con sus receptores de alta especificidad, son los responsables
de la deteccion de los antigenos extrafios en la respuesta inmunitaria especifica. Los
linfocitos B, productores de anticuerpos, son capaces de reconocer determinantes
antigénicos tridimensionales en proteinas nativas solubles o particuladas, mientras que
los linfocitos T reconocen epitopos antigénicos en forma de fragmentos peptidicos
unidos a moléculas del MHC en la superficie de la célula presentadora. Este
reconocimiento del antigeno se lleva a cabo por el receptor antigénico del linfocito T
(TCR), adquirido durante su fase de desarrollo intratimico. Este proceso requiere una
serie compleja de eventos de diferenciacion, que incluyen el reordenamiento y la

expresion de los genes que codifican las cadenas del TCR.

El reconocimiento del antigeno por los linfocitos T depende de la interaccion entre
el TCR presente en la membrana de los linfocitos T y el péptido antigénico englobado en
la molécula del MHC, que se encuentra en la membrana de la célula que va a ser
reconocida por el linfocito T. El reconocimiento es dependiente tanto del péptido
presentado como del alelo HLA que lo presenta; asi, un péptido propio presentado en
una molécula HLA extrafia va a producir una respuesta similar a la de un péptido
extraio presentado por una molécula HLA propia. El polimorfismo de los residuos
localizados en la cavidad de union al péptido va a asegurar la presentacion de un amplio
repertorio de péptidos distintos, pues cada alelo HLA va a tener mas afinidad por un
grupo de péptidos de caracteristicas adecuadas para encajar en su gruta de union al

péptido(Chen et al., 1994). Asi, el TCR es a la vez especifico de péptido y de alelo del
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MHC vy esta interaccion puede conducir a la activaciéon del linfocito T, que sera

antigeno-especifica y restringida por el MHC.

Las moléculas de clase II estan especializadas en la presentacion de antigenos
captados del medio extracelular por las células presentadoras de antigeno. Los linfocitos
T CD4", llamados colaboradores, reconocen el antigeno presentado por la molécula
HLA de clase II(Doyle and Strominger, 1987; Unanue and Allen, 1987). Estos linfocitos
T CD4 van a producir y mantener la respuesta especifica de los linfocitos B, de los
propios linfocitos T CD4 y de los linfocitos T CDS citotoxicos mediante la secrecion de
citoquinas especificas y la expresion de nuevos receptores. Los linfocitos T CDS8"
citotoxicos identifican el antigeno presentado conjuntamente con el MHC de clase
I(Townsend et al., 1989), y su respuesta consistira en ejercer una actividad citotoxica

contra células diana (linfocitos T citotdxicos o CTL).

3.3.2. Inhibicion de la funcion efectora de las células NK

Las células NK son células de estirpe linfocitica y aunque no poseen receptor
especifico de antigeno(Wang et al., 1996a) tienen importantes funciones en la respuesta
inmune celular. Muestran actividad citotdxica “in vitro” contra una variedad de células

diana normales o tumorales(Trinchieri, 1989) (Moretta and Moretta, 1997)

La funcion litica de las células NK esta regulada por un equilibrio que se
establece entre sefales activadoras e inhibidoras; estd controlada por el reconocimiento
especifico de moléculas HLA de clase I a través de 2 familias de receptores inhibidores
especificos de HLA de clase I: KIR (Killer Inhibitory Receptors) y el receptor
CD94/NKG2A. La interaccion entre las moléculas HLA de clase I y estos receptores
inhibe la citotoxicidad mediada por las células NK y la secrecion de citoquinas, de
modo que la pérdida patolégica de las mismas confiere susceptibilidad a la actividad
NK(Ljunggren and Karre, 1990). Un amplio espectro de moléculas de superficie pueden

contribuir a desencadenar la actividad de estas células(Lanier, 2001).

Varias combinaciones de receptores pueden ser expresados en diferentes

subpoblaciones de células NK. Este fendmeno permite a la célula NK detectar incluso
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pérdidas de alelos HLA en la célula diana. Cada célula NK individual expresa, al
menos, un receptor para uno u otro alelo HLA de clase I propio, previniendo asi la

autorreactividad(Lopez-Botet et al., 1996).

3.3.3. Diferenciacion timica.

Aunque no guarde una relacion directa con este trabajo, el papel del MCH de
clase I en la doble seleccidon de los linfocitos T citotoxicos debe al menos ser

mencionada, por su importancia biologica.

3.4. MAQUINARIA DEL PROCESAMIENTO ANTIGENICO (MPA)

La maquinaria del procesamiento antigénico comprende a las proteinas de
actividad enzimatica o transportadora involucradas tanto en la producciéon de los
péptidos antigénicos como su transporte, correcto plegamiento y ensamblaje de los
componentes del MHC. El fallo en estos mecanismos puede conllevar una pérdida de
presentacion de antigenos en la superficie celular, por lo que vamos a verlas con mas

detalle.

3.4.1. Procesamiento de péptidos antigénicos endégenos.

Los antigenos, que inicialmente se encuentran en el citosol, son degradados por
enzimas proteoliticas en fragmentos de corta longitud, 8-11 residuos(Falk et al., 1991;
Van Bleek and Nathenson, 1990). Varios estudios indican que la principal fuente de
péptidos presentados por MHC-I son proteinas recién sintetizadas(Jones, 1997; Zaks et
al.,, 1999) que son rapidamente degradadas. Estos sustratos han sido denominados
productos defectivos ribosomales o DRiPs, y representan polipéptidos que no tienen la
longitud correcta o estan mal plegados y que generan una fuente rica de péptidos para la

presentacion antigénica por parte de moléculas del MHC de clase I, ya sea de productos
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normales, virales o tumorales que pueden unirse a ubiquitina para ser degradados por el

proteosoma (Figura 5).
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Figura 5. Produccion de péptidos para ser presentados por moléculas HLA de

clase |

El proteosoma estd compuesto por un niicleo central proteolitico unido a unos
complejos reguladores 19s (PA700) y PA28; el proteosoma genera la principal fuente
de péptidos presentados por moléculas del MHC de clase I (Pamer and Cresswell,
1998). Esta funcion fue claramente demostrada con el empleo de inhibidores especificos

que interaccionan con los centros cataliticos del proteosoma (Reits et al., 2000)

El proteosoma es un complejo constituido por 28 subunidades con estructura
cilindrica que se ordenan en cuatro anillos apilados, con un nucleo hueco recubierto por
los centros activos de las subunidades cataliticas (Schubert et al., 2000). Tres
subunidades constitutivas, y sus correspondientes subunidades inducibles por IFNy,

constituyen los centros cataliticos del proteosoma. Las subunidades inducibles LMP2 y
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LMP7 estan codificadas en la regién del MHC cerca de los genes TAP. La sustitucion de
las subunidades constitutivas por las inducibles cambia la especificidad del proteosoma
hacia su sustratos: generandose péptidos mas adecuados para su transporte al reticulo
endoplasmico y presentacion por moléculas MHC-I.

Seguidamente los péptidos son trasladados hacia el reticulo endoplasmatico por
la accion de los transportadores TAP-1 y TAP-2(Monaco, 1992; Shepherd et al., 1993).
Estas proteinas transportadoras presentan homologia con una variedad de enzimas de
transporte dependientes de ATP que se conocen como la familia ABC (ATP-Bind
Casette)(Trowsdale et al., 1990).

En el lumen del reticulo endoplasmico cada péptido interactiia con una cadena
pesada de la molécula HLA de clase I y participa en su ensamblaje confiriendo
estabilidad al heterodimero cadena pesada-p2m(Elliott et al., 1991). En el ensamblaje de
la cadena pesada con la B2m y el péptido estdn implicadas una variedad de chaperonas
tales como calnexina, calreticulina, ERp57 y tapasina(Lehner and Trowsdale, 1998). La
tapasina controla el ensamblaje de las moléculas HLA con péptidos de alta afinidad que
estabilizan el complejo(Grandea and Van Kaer, 2001; Purcell et al., 2001). La molécula
HLA de clase I es asi conducida a través del aparato de Golgi hacia la superficie de la

célula.

Estudios de secuenciacion han puesto de manifiesto que los péptidos afines a
cada uno de los alelos HLA de clase I muestran una estructura comun en lo que respecta
a la conservacion de residuos que coinciden espacialmente con los bolsillos de la gruta

donde se ancla el péptido(Falk et al., 1991)

3.4.2. Procesamiento de péptidos antigénicos exogenos.

El proceso de sintesis y ensamblaje de moléculas HLA de clase II empieza en el
reticulo endoplasmatico con la produccién de un complejo compuesto por tres dimeros
de subunidades o, P y un trimero de cadenas invariables (li). En el reticulo
endoplasmico hay péptidos transportados a su interior y péptidos de proteinas que estan
siendo sintetizadas. Para evitar que las moléculas de clase II se unan a ellos, la cadena

invariable sella la gruta de unién al péptido, la parte de Ii que bloquea la gruta de union
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al péptido es llamada CLIP. El ensamblaje del nondmero es mediado por calnexina,
cuando el nondmero se ha formado, se libera la calnexina(Cresswell et al., 1994).

La cadena Ii dirige al complejo al aparato de Golgi, donde se glicosila (Cresswell
et al., 1994); después llega al sistema endosomial a través de vesiculas del aparato de
Golgi(Peters et al., 1991). El sistema endosémico/lisosomico esta constituido por
compartimentos proteoliticos en los cuales se procesan los antigenos externos capturados
en la superficie de la célula, que se transforman en péptidos mediante hidrolisis
acida(Watts, 2001) y se cargan sobre las moléculas del HLA de clase II. En el interior de
las vesiculas endosémicas, el pH acido produce la degradacion de la cadena invariable
por la peptidasa catepsina S, y s6lo el péptido CLIP queda unido en la gruta. Es ahora
cuado se une el péptido antigénico a la molécula de clase II, por desplazamiento del
péptido CLIP en la gruta de union, este proceso asegura la unién a péptidos de alta
afinidad. La union estd catalizada por el dimero HLA-DM, que facilita la salida del
péptido CLIP y la entrada de otros péptidos hasta que finalmente entra uno lo
suficientemente estable. Otra molécula, llamada HLA-DO, también controla este
proceso pero de forma negativa, es decir, inhibiendo la funcion de HLA-DM; esta
molécula no es inducible por INF-y mientras que HLA-DM si lo es. Por tanto, en estados
de activacion del sistema inmune, la presentacion de péptidos a través de HLA de clase
IT se vera facilitada(van Ham et al., 2000; van Ham et al., 1997).

Finalmente el complejo se transporta a la superficie celular para cumplir su

funcion(Brocke and Kunz, 2002).
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4. INMUNOLOGIA TUMORAL

4.1. INTRODUCCION HISTORICA

Los primeros ensayos que apuntaban hacia una respuesta antitumoral del sistema
inmune datan del afio 1943: en estos ensayos, Ludwik Gross, indujo fibrosarcomas con
metilcolantreno en un modelo experimental murino; al extirpar los tumores y reinyectar
las células tumorales en el mismo ratén, el tumor era rechazado en la mayoria de las
ocasiones.

Estas primeras experiencias apuntaban hacia la existencia de un antigeno
tumoral responsable del rechazo; la acumulacion de estudios posteriores se concretd en
la hipdtesis de la inmunovigilancia de Thomas (1959) y Burnet (1970), en la cual se
presumia la generacion de antigenos tumorales durante el proceso de transformacion
cancerigena, antigenos que serian los responsables del rechazo de los tumores. Los
ensayos posteriores de Stutman (1974) y de Rygaard y Povlsen (1974) compararon la
incidencia de tumores entre ratones nude (atimicos y por tanto carentes de linfocitos T
que produzcan la respuesta antitumoral) y ratones inmunocompetentes; no hallaron
diferencias entre los dos grupos, con lo que la hipdtesis de la inmunovigilancia fue
seriamente cuestionada. La no existencia de diferencias entre los grupos, hoy en dia es
explicada por la existencia en los ratones nude de una pequena cantidad de linfocitos T
y una sobreproduccion de células NK, que llevarian a cabo la respuesta antitumoral

(Pardoll, 2003).

Ya en la década de los 90, nuevos descubrimientos relanzaron la teoria de la
inmunovigilancia, llevandola a ser aceptada por la comunidad cientifica.

El primero de ellos lo realizaron Dighe y colaboradores en relacion a la
produccion de interferon gamma en ratones de la cepa BALB/c; al suministrarles un
anticuerpo neutralizante del interferon gamma (IFN-y) constataron que la funcién de
esta citoquina era imprescindible para el rechazo de una linea de fibrosarcoma murino
singénica; asi mismo constataron que al modificar la linea tumoral para que no
expresase el receptor del IFN-y, la linea modificada era capaz de progresar en los

ratones(Dighe et al., 1994).
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Otros experimentos que avalan el concepto de la inmunovigilancia han sido
realizados con ratones knockout deficitarios en algiin gen relacionado con la respuesta
inmune; asi, los ratones C57BL/6, negativos para la sintesis de perforina, demostraron
ser mas sensibles a tumores inducidos con metilcolantreno que la cepa de la que
derivan(van den Broek et al., 1996). También se han disefiado cepas de ratones
knockout para RAG-1 (necesario para el reordenamiento del TCR y de las
inmunoglobulinas, por lo que estos ratones carecen de linfocitos T y B), para el receptor
del IFN-y y para STAT-1 (implicada en la transduccion de la sefal del receptor IFN-y);
en estos ratones se constatd una incidencia significativamente elevada, tanto de tumores
inducidos como espontaneos, tumores que al ser inoculados en la cepa original murina

inmunocompetente eran rechazados(Kaplan et al., 1998)

En humanos con inmunodeficiencias y en inmunosuprimidos se ha descrito una
alta tasa de tumores (Trofe et al., 2004; Boshoff and Weiss, 2002), muchos de ellos son
de origen viral y no puede excluirse que la etiologia de estos tumores esté en la alta tasa
de infecciones que sufren estos pacientes. Sin embargo, en el caso de pacientes
trasplantados sometidos a inmunosupresion, si se ha constatado una tasa mayor de
tumores de origen no viral que en la poblacion normal(Birkeland et al., 1995), tumores
que podrian ser atribuidos a un sistema inmune deficitario, aunque también se han
relacionado con estados de infeccion e inflamacion crénica por infecciones
bacterianas(Dranoff, 2004), por el alto grado de lesion y regeneracion tisular que puede
conducir a neoplasia(Sheil, 1999; Penn, 1996). Otros hechos que apoyan la idea del
control inmunologico de los tumores son por un lado la apariciéon de respuestas
antitumorales espontaneas en pacientes oncologicos y por el otro el que la presencia de
linfocitos infiltrantes en un tumor puede ser un factor prondstico positivo para la

supervivencia del paciente(Dunn et al., 2004).

4.2. ANTIGENOS ASOCIADOS A TUMOR
Las primeras investigaciones en este campo describieron antigenos tales como

los gangliésidos GM2 y GD2 que eran reconocidos por anticuerpos (Houghton et al.,

1980) y mas tarde, con la introduccion de las técnicas de transfeccion génica y dilucion
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limite se empezaron a estudiar antigenos reconocidos por células T (van der Bruggen et
al., 1991).

La existencia de una respuesta inmune frente al tumor(Crowley et al., 1991)
abre una via terapéutica de enormes posibilidades terapéuticas, por lo que todo esfuerzo
que ayude a conocer estos antigenos y como llegan a ser presentados al sistema inmune
o como dejan de serlo, sera un esfuerzo que merezca la pena. Vamos a ver

seguidamente las categorias de antigenos tumorales.

4.2.1. Antigenos normalmente expresados en células de linea germinal de

testiculo.

Estos antigenos tumorales fueron identificados sobre una libreria de cDNA
derivada de la linea celular MZ2(van der Bruggen et al., 1991).

Los miembros de esta familia son expresados en células de lineas germinales,
principalmente en testiculos, que no poseen expresion de moléculas HLA de clase I ni
de clase II(Takahashi et al., 1995), lo que las preserva de despertar una respuesta del
sistema inmune frente a estos antigenos; por tanto, son realmente un blanco muy
interesante sobre el que trabajar para provocar una respuesta inmune. Dentro de estos
antigenos se engloban los genes de la familia MAGE, BAGE, GAGE y RAGE, capaces
de desarrollar una respuesta mediada por linfocitos T citotoxicos al ser presentados por
un determinado alelo HLA de clase I(De Plaen et al., 1994; Van den Eynde et al., 1995)
(Gaugler et al., 1996).

4.2.2. Antigenos producidos por mutaciones en genes normales
Se han descrito células cancerosas que dan origen a nuevas proteinas con o sin
alteraciéon en su funcion. Las proteinas o péptidos mutados, resultantes de la
inestabilidad genética de la célula tumoral, podrian ser mucho mas inmunogénicas y ser
reconocidas por células T. = Muchas de estas proteinas estdn involucradas en los
procesos de regulacion del ciclo celular y la via de la apoptosis(Wolfel et al., 1995;
Mandruzzato et al., 1997).
Recientemente ha sido descrito que el sistema inmune puede reconocer
productos derivados de transcritos alternativos provenientes de nuevos marcos de

lectura y pseudogenes(Moreau-Aubry et al., 2000).
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4.2.3. Antigenos derivados de moléculas presentes en células normales
sobreexpresadas en tumores y antigenos de diferenciacion.

La sobreexpresion de antigenos propios por células tumorales puede provocar
la aparicion de una respuesta inmune frente a un antigeno que en principio era tolerado.
Las explicaciones que se barajan para este fendmeno son dos, primero que un aumento
del antigeno provocaria un aumento de los estimulos activadores y romperia la
tolerancia; segundo, alteraciones en la glicosilacion de la proteina podrian ser las
responsables de esta respuesta (Finn et al., 1995; Rongcun et al., 1999; Ramirez-

Montagut et al., 2003).

4.2.4. Antigenos virales

Existen virus asociados al desarrollo de tumores humanos como el del linfoma
de Burkitt (virus de Epstein Barr), el del carcinoma hepatocelular (virus de la Hepatitis
B) vy el del carcinoma de cérvix (HPV). Las proteinas virales expresadas en estos
tumores pueden actuar como diana inmunolégica y ser utilizadas en inmunoterapia de

para provocar una respuesta especifica de células T (Alexander et al., 1996).

4.3. RESPUESTA INMUNE FRENTE A TUMORES

El concepto de que el sistema inmune reconoce y elimina tumores incipientes
nace en 1909 con Paul Ehrlich y se contintia con los ya mencionados ensayos de Gross
y subsiguientes investigadores. La presencia de linfocitos T citotdxicos con capacidad
de reconocimiento de antigenos tumorales y lisis especifica se ha puesto de manifiesto
en distintos tipos de tumores(Coulie et al., 2001; Gueguen et al., 1998; Karanikas et al.,
2001; Baurain et al., 2000). También se ha constatado la presencia de linfocitos B
productores de anticuerpos que reconocen antigenos tumorales(Sahin et al., 1995) y de
respuestas mediadas por células NK(Karre, 2002). Sin embargo, a pesar de esto, hay
tumores que progresan porque son capaces de evadir o no provocar la respuesta del
sistema inmune, por lo que se hace necesario conocer los mecanismos por los cuales se
llega a esta situacion para poder establecer una estrategia capaz de revertirla.(Old and

Chen, 1998)
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4.3.1. MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL FRENTE AL SISTEMA
INMUNE.

Las alteraciones que se observan en los tumores varian tanto si comparamos
tumores de distintos origenes como tumores de igual origen, unos pueden comportarse
como un tejido normal en crecimiento y no provocar respuesta inmune, otros pueden
potencialmente producir dicha respuesta pero ser capaces de bloquearla y otros pueden
ser resistentes a la respuesta inmune a pesar de producirla, llegando incluso a establecer
una suerte de batalla con el sistema inmune. En todos estos casos, la variabilidad
genética del tumor unida a la accidén del sistema inmune produciria una especie de
presion evolutiva que conferird a las células tumorales resultantes las caracteristicas que
le permiten progresar; de otro modo, el tumor desapareceria sin dar manifestaciones

clinicas. Vamos a ver de forma individualizada los principales mecanismos descritos.

4.3.1.1.  Alteraciones en la expresion de moléculas HLA de clase I

Se han descrito pérdidas de expresion de moléculas HLA en diversos tipos de
tumores (Festenstein, 1987; Garrido et al., 1993; Cabrera et al., 2003a); estas células
tumorales con alteraciones en la expresion de moléculas HLA de clase I pueden tener
ventajas en su desarrollo. Asi, la pérdida del alelo HLA de clase I que presenta el
antigeno tumoral va a preservar a la célula de la lisis por linfocitos T citotdxicos;
igualmente, una baja expresion generalizada de moléculas HLA de clase I puede
disminuir lo suficiente la presentacion del antigeno tumoral como para no provocar
respuesta citotdxica, pero esta expresion baja va a ser suficiente como para evitar la lisis
mediada por células NK (Algarra et al., 1999).

La existencia de células tumorales con alteraciones de expresion de HLA de clase
I tiene consecuencias adversas a la hora de aplicar terapias basadas en la estimulacion
de las células T, ya que la célula tumoral puede carecer del alelo HLA de clase I en el
cual se carga el péptido antigénico frente al que se quiere provocar la respuesta inmune.
Por lo tanto, la deteccion de una alteracion especifica de un determinado tumor en la
expresion de moléculas HLA de clase I puede ser de gran utilidad en el momento de

elegir un determinado protocolo inmunoterapéutico.
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El uso de anticuerpos monoclonales en tumores permite realizar estudios
inmunohistolégicos que reconocen algunos alelos de HLA de clase I, estos anticuerpos,
en uso conjunto con anticuerpos que reconocen todas las moléculas HLA de clase I,
anticuerpos locus especificos y otros especificos frente a las dos grandes familias de
alelos B (Bw4 y Bwo6) ha permitido detectar diferentes tipos de alteraciones en la
expresion de moléculas HLA de clase I(Cabrera et al., 1996; Cabrera et al., 1998;
Cabrera et al., 2003b; Cabrera et al., 2000). La disponibilidad cada vez mayor de
anticuerpos monoclonales alelo-especificos ha aumentado la deteccion de estas
alteraciones (Garrido et al.,, 1997). El empleo de anticuerpos frente a distintas
especificidades HLA de clase I, apoyado a veces en otras técnicas (como ocurre en la
caracterizacion del fenotipo II), nos posibilita agrupar las alteraciones en la expresion de

antigenos HLA de clase I en siete fenotipos (Figura 6).

4.3.1.1.1. Pérdida total de antigenos HLA de clase 1. Fenotipo 1.

La pérdida completa de expresion de antigenos HLA puede ser la consecuencia
de alteraciones en distintas etapas de la sintesis de la molécula HLA, ya que mutaciones
o defectos en la sintesis de los genes de la B2m y modificaciones epigenéticas de la
cadena pesada (HC) de la region HLA que conlleven metilacion del promotor y
silenciacion génica pueden conducir a este fenotipo(Browning et al., 1996; Serrano et
al., 2001; Benitez et al., 1998).También alteraciones en la produccion, ensamblaje o
transporte del péptido antigénico pueden causar ausencia total de expresion de estas
moléculas en la superficie celular(Sanda et al., 1995; Seliger et al., 2000).

En tumores con alteraciones en mecanismos reparadores del ADN se han
descrito mutaciones en el gen de la B2m, por tener secuencias de repeticion susceptibles
de sufrir alteraciones, alteraciones que pueden llevar a la pérdida de expresion de
moléculas HLA de clase I, como se ha descrito en carcinomas de colon (Bicknell et al.,

1996, Cabrera et al., 2003).
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4.3.1.1.2. Pérdida de un haplotipo HLA. Fenotipo II.

La pérdida de un haplotipo se describid inicialmente en diversas lineas celulares
derivadas de tumores de distintos tipos histologicos(Browning et al., 1996; Real et al.,
1998; Torres et al., 1996). Existen evidencias de que esta alteracion fenotipica la
originan alteraciones en la region gendmica del MHC, que pueden detectarse como
pérdida de heterozigosidad (LOH). Los mecanismos que conducen a una LOH son
diversos e incluyen: delecciones, conversion génica, recombinacion, translocacion, no-
disyuncion y pérdida cromosomica mas duplicacion(Cavenee et al., 1983). Su deteccion
con técnicas inmunohistoldgicas es dificil al no disponer de anticuerpos monoclonales
especificos que reconozcan cada uno de los alelos HLA, por lo que el empleo de
técnicas de microdiseccion en tejido, empleo de microsatélites y tipaje genomico del
ADN tumoral han permitido mejorar mucho la deteccion de LOH en la region
cromosomica del complejo mayor de histocompatibilidad, detectandose tales
alteraciones en tumores de laringe, carcinomas renales y otras procedencias
histologicas(Maleno et al., 2004). En carcinomas de vejiga no se habia definido la LOH
mediante empleo de microsatélites y tipaje genémico, labor que ha sido realizada en el

presente estudio.(Maleno et al., 2004; Ramal et al., 2000; Maleno et al., 2002)

4.3.1.1.3. Pérdida de un locus HLA de clase 1. Fenotipo III.

Esta anomalia se detecta con anticuerpos locus especificos y parece deberse a un
fallo transcripcional que suele afectar més frecuentemente al locus B(Mendez et al.,
2001). Se han detectado alteraciones en las secuencias promotoras de locus HLA de
clase I (Cereb and Yang, 1994) y en los niveles de mRNA de los alelos de un locus

HLA en células tumorales. Estos niveles pueden elevarse con el uso de citoquinas.

4.3.1.14. Pérdida de un alelo HLA. Fenotipo IV.

La perdida de un alelo HLA se debe a mutaciones puntuales o delecciones

parciales de los genes HLA de clase I (Browning et al., 1993) que afectan a la
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transcripcion o traduccion de la cadena pesada (Wang et al., 1998) o impiden la union
de la molécula HLA a los TAP (Wang et al., 1996b). Estos defectos no son recuperables
mediante tratamiento con citoquinas. Como no existen anticuerpos frente a todos los
alelos HLA de clase I, el porcentaje de tumores en que se detecta este fenotipo mediante

inmunohistoquimica serd siempre menor que el porcentaje real.

4.3.1.1.5. Fenotipo compuesto. Fenotipo V.

Es el resultado de la combinacion de algunas de las alteraciones anteriores. Este
fenotipo se ha descrito en lineas celulares de melanoma por una pérdida haplotipica
unida a una baja regulacion del locus B (Ikeda et al., 1997; Real et al., 1998)En
carcinomas de cérvix, la alteracion esté originada por una pérdida haplotipica asociada a
inserciones, delecciones o mutaciones puntuales en los genes HLA (Koopman et al.,
1998). Se considera que esta alteracion deriva de la combinacion de diversos
mecanismos que actiian de forma independiente durante la progresion tumoral (Ruiz-

Cabello and Garrido, 1998).

4.3.1.1.6. Falta de respuesta al interferon (IFN). Fenotipo VI.

Se ha descrito en tumores con baja expresion de antigenos HLA que no responden
al tratamiento con interferon por una baja regulacion general de los elementos de
respuesta secuencial a interferon (IRSE) (Abril et al., 1996) o de forma menos general,
una baja respuesta para la induccion de TAP y LMP (Dovhey et al.,, 2000).
Logicamente, este fenotipo puede establecerse en lineas tumorales y no en tumores

solidos.
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4.3.1.1.7.

Baja expresion de moléculas HLA clasicas (Ia) con

expresion aberrante de moléculas HLA no clasicas

(Ib). Fenotipo VII.

En estas células se detecta una baja expresion de moléculas HLA clésicas y se

aprecia expresion de moléculas HLA-E, lo que permitiria a estos tumores inhibir la

actividad de las células NK al ser reconocidas por el receptor CD94/NKG2 (Marin et

al., 2003).
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Figura 6. Alteraciones en la expresion de moléculas HLA.
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4.3.1.2. Pérdida de antigenos tumorales

La pérdida de antigenos tumorales es una alternativa para eludir una respuesta
por CTLs frente a un antigeno tumoral. Asi, por ejemplo, se ha comprobado la perdida
del antigeno de melanoma MART, frente al que se producen CTLs especificos, en un
25% de los tumores de estadio IV frente a un 0% de pérdida de los melanomas en
estadio I(Hofbauer et al., 1998). El hecho de que existan antigenos inmunodominantes,
es decir, antigenos frente a los cuales se monta preferentemente la respuesta inmune, ha
hecho pensar en la posibilidad de que se produzcan células tumorales carentes de los
mismos o0 con una expresion lo suficientemente baja como para no ser inmundgeno;
estas células progresarian mientras el sistema inmune se centra en destruir a las células

tumorales que si lo expresan(Khong and Restifo, 2002).

4.3.1.3. Pérdida de la sefializacion de muerte celular

Dos moléculas de superficie presentes en linfocitos y capaces de producir
apoptosis en células tumorales son FasL y TRAIL, mediante la activacion de la cascada
de las caspasas(Davidson et al., 1998; Takeda et al., 2001). Se ha comprobado que
esisten mutaciones de pérdida de sentido para FasL en tumores hematoldgicos y
melanoma(Gronbaek et al., 1998) y pérdidas cromosdémicas y mutaciones para las
moléculas encargadas de la transduccion de la sefial de TRAIL(Hersey and Zhang,
2001). También se ha descrito en tumores altos niveles de expresion de inhibidores de
las caspasa 8 (cFLIP)(Irmler et al., 1997), asi como mutaciones en el gen de la caspasa
10(Shin et al., 2002).

Otra via de escape es la inhibicion de la apoptosis inducida por perforinas

mediante la produccion de PI-9 un inhibidor de la granzima B(Medema et al., 2001).

4.3.1.4. Produccion de citoquinas inmunosupresoras

4.3.14.1. VEGF.
El factor de crecimiento del endotelio vascular es secretado por muchos tumores
y se ha comprobado que a demads de tener actividad angiogénica es capaz de inhibir la
diferenciacion y maduracion de las células dendriticas(Kuroi and Toi, 2001; Oyama et

al., 1998)
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4.3.1.4.2. Interleukina-10

Esta citoquina es frecuentemente encontrada en el suero de pacientes con cancer,
su efecto inmunosupresor es debido a la suma de distintos efectos. Se ha comprobado la
capacidad de IL-10 para inhibir la diferenciacion hasta células dendriticas, también su
capacidad de inhibir la produccion de IL-12 y las respuestas de linfocitos colaboradores
Th-1(De Smedt et al., 1997; Sharma et al., 1999). También disminuye la presentacion
antigénica ya que disminuye la expresion de moléculas HLA de clase I y II y de
componentes de la maquinaria del procesamiento antigénico (Sharma et al., 1999;

Zeidler et al., 1997).

4.3.1.4.3. Prostaglandina E,
Esta citoquina es un factor proinflamatorio que se sobreexpresa en tumores
debido a la alta actividad ciclooxigenasa que poseen; el efecto principal que se ha
encontrado es la inhibicidon de la produccion de IL-12 por macréfagos, a la vez que

favorece la produccion de IL-10 por macrofagos y linfocitos(Khong and Restifo, 2002).

4.3.1.4.4. TGF-beta
Este factor se ha demostrado que es producido por diferentes tipos de tumores y
se ha comprobado que inhibe la proliferacion y actividad de los linfocitos in vivo(Weller

etal, 1994).

4.3.1.5. Produccion de ligandos peptidicos alterados.

Los ligandos peptidicos alterados son péptidos que tienen la misma
especificidad tanto para cargarse en un alelo HLA como para interaccionar con el
mismo TCR que su andlogo original, su origen estd en mutaciones puntuales que
afectan al péptido presentado. El resultado es un péptido que puede actuar como
agonista parcial o antagonista, es decir, producir anergia en lugar de activacion; el
desarrollo de péptidos alterados capaces de comportarse como superagonistas (producir
una mayor activacion del linfocito T) estd siendo investigado como arma

terapéutica(Rivoltini et al., 2002).
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4.3.1.6.  Apoptosis de linfocitos T activados

En varios tipos de tumores humanos como melanoma, carcinoma de pulmén y
carcinoma de colon se ha comprobado la expresion de la molécula funcional Fas-L,
capaz de interaccionar con el receptor Fas linfocitario y provocar la apoptosis de los
linfocitos T antitumorales, aunque la expresion de este receptor es cuestionada por otros

autores(Chappell et al., 1999; Hahne et al., 1996; Niehans et al., 1997).

4.4. INMUNOTERAPIA EN EL CANCER DE VEJIGA

Como apartado final de esta introduccion vamos a tratar los avances en
inmunoterapia tumoral en el carcinoma vesical, pues al fin y al cabo el motivo de esta
investigacion es aportar conocimientos que ayuden al control del desarrollo tumoral. El
carcinoma de vejiga es un tumor en el que se emplea la inmunoterapia de forma

habitual, mediante el uso del bacilo de Calmette y Guérin (BCG).

4.4.1. Uso del bacilo de Calmet y Guérin en el carcinoma vesical.

El BCG se emplea mediante instilaciones intravesicales tras reseccion
transuretral de tumores superficiales de alto grado donde es mas eficaz que otros
tratamientos, de tipo citostatico, para prevenir progresion y recidiva. Ademads, el
tratamiento con BCG es de eleccion en el carcinoma in situ de vejiga. Sin embargo, la
terapia con BCG no resulta efectiva en el tratamiento de tumores infiltrantes de la
muscular(Meyer et al., 2002; Alexandroff et al., 1999). El tratamiento consiste en una
instilacion vesical semanal durante seis meses, protocolo propuesto por Morales y col.
en 1976. el BCG va a producir una respuesta inflamatoria en la que se ven implicadas
las células del endotelio vesical; el punto de unién del BCG es una proteina de la matriz
extracelular, la fibronectina(Meyer et al., 2002).

La respuesta inmune comienza con un infiltrado de tipo granulocitico, que en el
transcurso del tratamiento originara granulomas en la pared vesical. Seguidamente van a
llegar macrofagos, linfocitos T y células NK. Todo este infiltrado va a producir un

patron de citoquinas (INF-y, IL-2, IL-12, TNF-a) que lleva a una respuesta citotdxica en
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individuos respondedores, donde aparecen las llamadas BAK (BCG activated NK cells).
En no respondedores el patron de citoquinas se va a orientar hacia una respuesta de tipo
humoral, con la detecciéon concomitante de anticuerpos frente a BCG en orina y falta de
produccion de INF-y(Meyer et al., 2002; Bohle and Brandau, 2003). Este hecho ha
motivado ensayos en los que se intenta polarizar la respuesta hacia Th1 mediante el uso

de citoquinas, como el INF-a(Luo et al., 1999).

El efecto terapéutico se cree es mediado por los linfocitos T y BAK, en modelo
murino se ha comprobado que tratamiento con anticuerpo anti-NK1.1 impide el efecto
terapéutico(Bohle and Brandau, 2003). También, se ha demostrado la presencia de
linfocitos T citotoxicos autdlogos especificos frente a un antigeno tumoral

humano(Gueguen et al., 1998).
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En el presente trabajo se pretende avanzar en el estudio de las alteraciones de
moléculas de HLA de clase I en tumores de vejiga, tanto en la descripcion de las
alteraciones que sufren como en la comprension de los mecanismos por los cuales en
los tumores de vejiga se alteran la expresion de estas moléculas. La identificacion de
linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos en distintos tumores ha estimulado el
desarrollo de protocolos inmunoterapéuticos con el proposito de generar y/o estimular
respuestas citotoxicas antitumorales. En este sentido, las alteraciones de expresion de
las moléculas de HLA de clase I podrian suponer un medio de escape de la respuesta
inmunologica por parte del tumor frente al sistema inmune. Por tanto, conocer el patron
de expresion de antigenos HLA de clase I en un tumor podria resultar crucial para

disefiar una inmunoterapia efectiva.

Objetivos generales

1) Estudio de frecuencia y tipos de alteraciones en la expresion de antigenos
HLA de clase I en tumores de vejiga.

2) Estudio de los mecanismos genéticos implicados en las alteraciones de la

expresion de antigenos de histocompatibilidad de clase I.

Objetivos especificos:
1) Estudio de pérdidas de heterocigosidad en 6p21, responsables de

hemicigosidad en la region HLA, en tumores de vejiga.

2) Analisis de los genes responsables de la expresion de HLA de clase [ en
tumores de vejiga.
A) Estudio de expresion de genes de la maquinaria de procesamiento
antigénico.
B) Estudio transcripcional de la cadena pesada de los genes de HLA de clase
[y de B2m.

C) Estudio mutacional en los genes de la B2m y HLA (aleloespecifico).

3) Implicaciones clinico-patolédgicas de las alteraciones HLA de clase I en

tumores de vejiga.
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MATERIAL Y METODOS
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1. PACIENTES Y MATERIAL DE ESTUDIO

Las muestras se obtuvieron de un total de 96 pacientes del Area Sanitaria de
referencia del Hospital Universitario “Virgen de las Nieves” de Granada, diagnosticados
de carcinoma de vejiga por el servicio de Urologia del mismo hospital. De todos los
pacientes se obtuvo muestra tumoral mediante reseccion transuretral (RTU) y muestra
de sangre periférica anticoagulada con EDTA. El grado y estadio tumoral se recogen en

la tabla 1.

Previamente al presente trabajo se realiz6 estudio inmunohistoquimico para la
determinacion de la expresion de antigenos HLA clase I en superficie(Cabrera et al.,
2003). En este se rechazaron 24 casos bien por no hallarse tumor en la pieza remitida o
por deterioro de los tejidos tumorales, deterioro que hacia inviable conocer la expresion

en superficie de los antigenos HLA de clase 1.

Los 70 tumores restantes mostraron distintos patrones de expresion de
moléculas HLA de clase I en superficie, como se refleja en la tabla I y ejemplifica en la
Figura 1. En la tabla I también se recogen las caracteristicas anatomopatologicas y

clinicas de los tumores.
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Tabla 1. Caracteristicas de los tumores recogidos. Fenotipo I: pérdida total de

expresion de moléculas HLA-ABC. Fenotipo II: pérdida de un haplotipo. Fenotipo

1II: pérdida de un locus. Fenotipo IV: pérdida de un alelo. Fenotipo V: fenotipo

compuesto.
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Figura 1. Técnica inmunohistoquimica de un tumor HLA clase I positivo (A) y

un tumor negativo, donde podemos comprobar la positividad del estroma (B).
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2. METODOLOGIA DE ESTUDIO DE ALTERACIONES DE
MOLECULAS HLA CLASE I EN TEJIDOS TUMORALES
MICRODISECTADOS DE VEJIGA.

2.1. TECNICA DE MICRODISECCION

La extraccion de ADN y ARN de la pieza tumoral total no nos permite obtener
acidos nucléicos de origen exclusivo tumoral, pues el tejido normal y el infiltrado
leucocitario incluidos en la pieza van a estar también presentes. Esta contaminacion de
material nos impedira llegar a resultados fidedignos tanto en estudios de secuenciacion
como en estudios de pérdida de heterocigosidad y de grado de transcripcion génica. Asi,
la presencia de ARN no tumoral puede enmascarar la baja transcripcion de un gen en
células tumorales y la presencia de ADN no tumoral puede enmascarar la pérdida de

heterocigosidad en un microsatélite.
El empleo de la microdiseccién de nidos tumorales (Figura 2) va a reducir en

gran medida la presencia de material de células no tumorales, por lo que esta técnica fue

la elegida para el presente estudio.
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MICRODISECCION

)
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Punta de pipeta

Agua destilada
g ~.

» M —= @ilido Microdissectado

Tejido tumoral

Figura 2. Microdiseccion manual y recogida de un nido tumoral.

2.1.1. TECNICA DE MICRODISECCION PARA ADN.

Cubrir los cortes criostaticos de tejido tumoral con solucion de azul de
toluidina al 0.05% durante aproximadamente 2 minutos. Esta tincion permite
distinguir las estructuras del corte criostatico y poder seleccionar las células
tumorales para separarlas del resto.

Tras la tincién lavar y cubrir el corte con 50-100 ul de agua bidestilada.
Realizar la microdiseccion en el aparato manual LEICA MS 5 de Heerbrugg.
Utilizar agujas de tungsteno (0.5 mm de didmetro, Fine Sciencie Tools)

Las células tumorales se recuperan por aspirado mediante pipetas
automaticas de punta desechable. Para evitar que el tejido tumoral quede
adherido a la cara interna y borde de la punta de la pipeta, estas puntas se
tratan previamente con una solucidon de silicona (Sigmacote, Sigma). El

liquido aspirado se recoge en un tubo de microcentrifuga; esta operacion se
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realiza tantas veces como sea necesario hasta obtener una cantidad suficiente
de partida para la extraccion del DNA (unas 1000-2000 células
aproximadamente).

- Tras realizar la microdiseccion, puede congelarse el material a —40°C o
continuar el proceso de extraccion de ADN

- Reduccion del volumen de agua obtenido. Al aspirar cada porcion de
microdisectado se pueden tomar unos 5 ul de liquido, por lo que al repetir
esta operacion podemos llegar a tener un volumen tal que diluya los
reactivos de la extraccion de DNA. Para reducir este volumen se lleva el
tubo a centrifuga de vacio, manteniéndose el tiempo necesario para que el
volumen de la muestra no interfiera en la extraccion. Como el DNA es
resistente, puede aplicarse vacio intenso (DNA Speed Vac 120, Savant) y

calor para conseguir un volumen final de unos 10 pl.

2.1.2. TECNICA DE MICRODISECCION PARA ARN

Bésicamente la metodologia empleada es la misma, aunque con variaciones
encaminadas a preservar el ARN de ser degradado. Las modificaciones empleadas

fueron las siguientes.

- Empleo de agua DEPC en la solucion de azul de toluidina y en el
lavado de la tincion.

- Cubrir el corte con agua DEPC a la que se le han adicionado
inhibidores de ARNasas (SUPERase In RNase Inhibitor, Ambion) a una
concentracion final de 1 U/pl.

- El microdisectado se recoge del agua DEPC directamente en la
solucion de lisis del kit de extraccion de ARN para evitar la degradacion del
ARN (contiene tiocianato de guanidina, el mas potente inhibidor de
ARNasas conocido). Se mantiene sobre hielo durante todo el tiempo que
dura la microdiseccion. Una importante ventaja de recoger en la solucion de
lisis es que la punta no tiene que estar tratada para evitar la adherencia de los
fragmentos microdisectados, ya que el tampon de lisis los disgrega por

simple pipeteo; ademas, no es necesario coger un volumen minimo de agua
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para expulsar el microdisectado de la pipeta, con lo que la dilucion del

tampon de lisis es insignificante.

2.2. EXTRACCION DE ADN.

2.2.1. EXTRACCION DE SANGRE PERIFERICA

La extraccion de ADN de sangre periférica se realizod con el kit "DNA isolation

Kit" (Puregene), usando el protocolo para Sml de sangre.

2.2.2. EXTRACCION DE TEJIDOS MICRODISECTADOS

Los fragmentos microdisectados se recogieron en tubo de microcentrifuga de 1,5
ml. El volumen final se redujo a unos 10 pl mediante centrifugado en vacio (DNA
Speed Vac 120, Savant) y se extrajo mediante el kit QITAamp® DNA Mini kit (Quiagen)
segun los protocolos del proveedor, con la modificacion de realizar la elucion final por
dos veces solamente con 50 pul de agua bidestilada, con objeto de conseguir una mayor

concentracion de ADN.

2.3. EXTRACCION DE ARN.

La extraccion del ARN se llevo a cabo con el kit Absolutely RNA Nanoprep Kit
(Stratagene), siguiendo el protocolo para tejidos microdisectados y realizando el paso de

digestion con ADNasas. Se us6 la microcentrifuga Eppendorf Centrifuge 5415D.

2.4. RETROTRANSCRIPCION

Se empleo el kit Reverse Transcription System (Promega). La muestra junto con
el cloruro de magnesio y el tampon se calientan 3 minutos a 70° C e inmediatamente se
pasa a hielo, para que el ARN quede desnaturalizado. Afadir el resto de reactivos,

empleando “random primers” e incubar durante 1 hora a 42° C; finalmente se calienta 5
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minutos a 95° C para inactivar la transcriptasa inversa, se alicuota y almacena a —40° C

para su posterior uso.

2.5. ESTUDIO DE PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD EN
CROMOSOMAS 6Y 15

REACCION DE AMPLIFICACION.

Se selecciond un panel de 10 marcadores de microsatélites (STR) para definir
pérdida de heterocigosidad (LOH) en HLA y [,-microglobulina en los 70 tumores
vesicales.

Para estudiar el cromosoma 6 en 6p21.3, region HLA, se utilizaron 7
microsatélites, y uno para 6q. También se usaron dos microsatélites localizados en el
cromosoma 15 proximos al gen de la [;-microglobulina. La localizaciéon y
caracteristicas de todos ellos se detallan en la tabla II

Cada uno de estos marcadores se escogid siguiendo dos criterios basicos, su

localizacion, y el grado de heterocigosidad que presentan.

La amplificacion de cada marcador se realizéo mediante PCR, utilizando parejas
de oligonucledtidos situados a los lados de la secuencia de repeticion amplificada. Uno
de los cebadores de la PCR tiene el marcador fluorescente 6-FAM (azul) o TET (verde)

(PE Biosystems®) en 5" para posibilitar su deteccion durante la electroforesis.

Teniendo en cuenta los diferentes tamafios de los microsatélites y marcadores (6-
FAM-azul o TET-verde) de cada microsatélite amplificado, se realizaron mezclas de
cebadores que no diesen interferencias durante la amplificacion. Cada cebador se ajustéd
a SmM y de la mezcla se adiciond 1ul / muestra.

MIX.1: D6S105, D6S276,

MIX.2: D6S291, D6S265, D6S273,

MIX.3: D6S311y D15S209,

MIX.4: D15S126 hemos obtenido resultados andmalos al mezclar éste marcador

con otros. Y finalmente, MIX: 5: C: 1.2.Cy C: 1.2.5.
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al gen de la f2m

STR Localizacién Tamafio [Alelos [% Het|Marcaje| Secuencia
D6S311 | 6q24 230-276 |18 91 FAM [CA:5'ATGTCCTCATTGGTGTTGTG3’
GT:5 GATTCAGAGCCCAGGAAGAT 3’
D6S291 |6p21.3 region de|198-210 |7 70 |FAM |CA:5’CTCAGAGGATGCCATGTCTAAAATA3’
Clase II GT:5"GGGGATGACGAATTATTCACTAACT3’
D6S273 | 6p21.3 region de|120-140 |8 76 | TET |[CA:5GCAACTTTTCTGTCAATCCA3’
Clase III GT:5"ACCAAACTTCAAATTTTCGG3’
C.1.2.C |Region A  tel|260-234 |14 84 |FAM | AC5’GGATCCTAGGAACTCCCTCCTG3’
MICB(62kB) GT5’GAGCAGAAGGGAGATGAAATG
G3’
C.1.2.5 |Region A tel HLA- | 178-220 |20 89 |FAM |CA:5’CAGTAGTAAGCCAGAAGCTATTAC3’
B(62Kb TG:5’AAGTCAAGCATATCTGCCATTTGG3’
D6S265 | Centr: HLA-A 118-140 |12 78 |FAM |CA:5’ACGTTCGTACCCATTAACCT3’
GT:5"ATCGAGGTAAACAGCAGAAA3’
D6S105 | Tel. HLA-A 116-138 |12 82 |FAM |CA:5'GCCCTATAAAATCCTAATTAAC
GT:5"GAAGGAGAATTGTAATTCCG3’
D6S276 | Tel HLA-A 198-230 | 14 83 |TET |CA:5'TCAATCAAATCATCCCCAGAAG3’
GT:5GGGTGCAACTTGTTCCTCCT3’
D15S126|15q21(junto al gen| 188-218 |11 82 |FAM |CA:5’GTGAGCCAAGATGGCACTAC3’
de la B2 m) GT:5"GCCAGCAATAATGGGAAGTT3’
D15S209 | 15pter-15qter  Tel. | 198-208 | 10 78 |FAM |CA:5’AAACATAGTGCTCTGGAGGC3’

GT:5GGGCTAACAACAGTGTCTGC3’

Tabla I1. Marcadores de cromosoma 6y 15 empleados.

El DNA de tejido tumoral microdisectado y su correspondiente contrapartida no

tumoral (ADN de leucocitos de sangre periférica, diluido a una concentracion final de

15 ng/pl) se amplificd con estas mezclas, necesitando asi 5 PCRs para estudiar 10

microsatélites.
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Método

La PCR se hizo de acuerdo con el Gene Scan® Reference Guide (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), los reactivos empleados fueron los siguientes:

-5ul del extraido de ADN (aproximadamente 50 ng)

-1.00 pl de la mezcla de cebadores (5 uM cada uno)

-0.12 ul de Taq Gold DNA polymerasa de concentracion 5 U/ul (Boehringer
Manheim)

-1.50 pl de 10x PCR buffer con Cl,Mg (Boehringer Manheim)

-1.50 pl de mezcla de ANTPs (2,50 uM cada ANTP)

-agua bidestilada para un volumen final de 15 pl.

El programa del termociclador (PCT-100 cycler (MJ Research)) fue el siguiente:
(Tomado del Gene Scan Reference Guide)

- 95° C durante 12 minutos

- 10 ciclos : 94 ° C durante 30 s, 55 ° C durante 30 s, 72° C durante 30 s;

- 20 ciclos : 89° C durante 30 s, 55° C durante 30 s, 72° C durante 30 s

- Extension final a 60° C durante 45 minutos.

a) NORMAL b) HOMOCIGOTO ¢) LOH PARCIAL  d) LOH TOTAL e) MSI

L L L L L L | HEEEEN L B B B B B p L P LA AL o e e e e e e
135 200 205 21 215 220 120 125 20 125 130 10 215 220

Figura 3. Patrones obtenidos en el estudio de microsatélites. T=DNA tumoral; N=DNA normal
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Preparacion del gel

Se disuelven 18 g de urea (Sigma) en 26 ml de agua bidestilada, 5 ml de
Poliacrilamida Long-Ranger® y 5 ml de TBE 10x. Afiadimos 35 ul de TEMED
(Tetrametilendiamino) y 250 ul de APS al 10%(Persulfato amoénico) (BIO RAD).

Esta mezcla se inyecta procurando una difusion homogénea entre los cristales

del secuenciador y se deja polimerizar durante 2 h.

Método

1 pl del producto de la PCR se diluye en 3 pl de la mezcla de 2.25 pl / muestra
de Formamida (Amresco), 0.5 pl / muestra de GS500 TAMRA y 0.5 pl / muestra de
Loading buffer (PE Biosystems). Se desnaturaliza calentando a 95° durante 3 min. y se
carga 1.5 pl en el gel de poliacrilamida. La electroforesis se realiza durante 2 horas en el
gel de polyacrilamida, con el secuenciador ABI PRISM 377 DNA con 36 calles a 2400
scan/h y 3000 Kv. El tamafo de los fragmentos es determinado automaticamente

utilizando el software Gene Scan (PE Biosystems).

ANALISIS.

El software Genotyper® interpreta los resultados del Gene Scan respecto al
tamano, altura o area de los fragmentos generados en la PCR y asigna el valor a los
alelos que se encuentran dentro de unos parametros previamente establecidos para un

microsatélite en particular, ademds de proporcionar diferentes representaciones graficas.
Los alelos se definen por el tamafo de los fragmentos, que se estiman por la

capilaridad de los productos de la PCR en la electroforesis. En la figura 3 se muestan

ejemplos de los patrones obtenidos.

74



Se ha decidido asignar como LOH cuando existe una reduccion del 25% del
tamafio de un alelo en el ADN obtenido del tumor comparado con los del control

normal de la misma muestra.

LOH (x) se calcula: Altura del 2° alelo tumoral / Altura del 1*' alelo tumoral

Altura del 2° alelo normal / Altura del 1¥ alelo normal

El 1% alelo es el fragmento de menor peso molecular, el 2° alelo el de mayor. Se
considera para el célculo de LOH que la altura y el area de los alelos dan resultados
comparables, utilizamos la altura como representacion de la intensidad de la
fluorescencia de cada alelo, porque el area es de mas dificil calculo por la presencia de
picos adicionales (stutters). Si uno de los dos alelos estd completamente
desaparecido, la LOH se considera total, en cambio, si el alelo permanece de forma

residual, consideramos la LOH como parcial.

Cuando la LOH se produce en el alelo mas corto, la reduccion de la sefial debe

ser calculada como la inversa de x, le llamamos y =1/x

Se considera que existe una pérdida de haplotipo cuando existe LOH de 3 o
mas marcadores de los estudiados para cromosoma 6. Para la -2microglobulina,
se considera cuando aparece en cualquiera de los marcadores.

2.6. TIPAJE GENOMICO

En aquellos casos en los que en el estudio con microsatélites encontramos LOH,
se procedio a realizar tipaje de baja resolucion para moléculas HLA de clase I (A;B;C) y
clase II (DR y DQ) para determinar el haplotipo perdido. Estudiamos el ADN tumoral y
normal utilizando la técnica PCR-based reverse line blot mediante el analisis de
secuencias especificas de oligonucleétidos (SSO).

Para identificar en un individuo las distintas moléculas HLA, se estudian las zonas
que determinan los distintos aloantigenos, y que generalmente van a codificar la region

aminoterminal, o la zona de unién de la proteina al antigeno.
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Utilizamos 7,5 pul de DNA, 22,5 ul de la mezcla de reaccion de los distintos Kkits,
para cada uno de los locus o regiones del HLA (Dynal RELI® SSO HLA-A, B, C, DRy
DQ typing Kit) que van a ser amplificados por PCR.

El amplificado, se desnaturaliza para separar la doble cadena de DNA, y se anade
a una bandeja donde se han colocado, inmersas en una solucioén astringente las tiras
reactivas (Dynal RELI® SSO Typing Trays) que contienen fijados por una membrana
de nylon las distintas secuencias especificas de oligonucledtidos, al afiadir el producto
de la PCR, van a capturar las secuencias complementarias.

Los cebadores estan marcados con biotina. Se anade estreptavidina marcada con
peroxidasa, que se fijard a la biotina. Finalmente se afade TMB (tetrametilbencidina) y
perdxido de hidrogeno para colorear el complejo. En los distintos pasos seguidos en el
proceso de deteccion seguimos el protocolo y los reactivos incluidos en el kit de
deteccion (Dynal RELI® SSO Strip Detection Reagent Kit)

En la tira reactiva se observa un patréon de bandas que se interpreta con la ayuda

de soporte informéatico (Dynal RELI® SSO Pattern Matching Program 5.1).

2.7. INESTABILIDAD DE MICROSATELITES (MIN)

REACCION DE AMPLIFICACION.

Se prepara una mezcla de reaccion independiente para cada pareja de
cebadores (ver tabla III), a un volumen final de 50 pl, conteniendo 300 ng de DNA, 30
pmol de cada oligonucleétido (sintesis comercial de PE Applied Biosystem), 5 ul de
una mezcla de los cuatro dNTPs (Roche ) 10mM, 5 pl de buffer con Mg (Roche) y una
unidad de Taq Polimerasa (Taqg DNA Polimerase, Roche).

TABLA III. CEBADORES USADOS EN EL ESTUDIO DE MIN.

Secuencia T2 Marcaje
BAT 26 FW1 | TGACTACTTTTGACT TCAGCC |50°C |TET

BAT 26 BW AAC CAT TCAACATTT TTA ACC C |50°C
TGFBRII FW4 |AAG CTC CCC TACCATGACT 50°C |FAM
TGFBRII BW |TGC ACT CAT CAG AGC TACAG |50°C
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Las muestras se someten al siguiente protocolo de amplificacion en un ciclador

GeneAmp 9600 de Perkin-Elmer:

BAT 26 y TGFBRII
35 CICLOS
95°C 94°C 50°C 72°C 72°C 4°C
Smin Imin Imin Imin 10min | Mantenido

ELECTROFORESIS CAPILAR

La incorporacién de cebadores y estandares marcados fluorescentemente permite
la deteccion con laser de los productos de la PCR. Las moléculas absorberan la energia
luminosa emitida por un laser y la reemitiran a distintas longitudes de onda especificas
de cada fluorocromo. Las diferentes longitudes de onda son interpretadas por el
software del ordenador y se muestran como distintos colores a tiempo real. De este
modo es posible analizar hasta veinte microsatélites en una misma linea. Los tamafios
de los alelos son asignados por el programa informatico en referencia a un estdndar
interno marcado en un color Unico y distinto del resto. Debe s6lo asegurarse que los

diferentes fragmentos no se solapen en tamafio y color de marcaje.

Preparar la mezcla de andlisis:

- N° de muestras x 24ul de formamida desionizada (Amresco).

- N° de muestras x 1l de estandar GeneScan-500[ROX] (Applied Biosystems)

- En un tubo del secuenciador afiadir 25ul de la mezcla de anélisis y 1.5ul del
producto de PCR.

- Tapar los tubos y proceder a su desnaturalizacion calentdndolos durante tres

minutos a 95°C e introducirlos posteriormente en hielo durante al menos tres minutos.
- Analizar las muestras en el secuenciador ABI PRISM 310,utilizando la resina

POP-4.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos por el instrumento ABI PRISM se analizaran mediante el
programa informatico Gene Scan que asignara un tamafio y cuantificara los fragmentos
detectados creando una serie de archivos que serdn reanalizados mediante el programa
Genotyper.

Los patrones de inestabilidad dependen del tipo de microsatélite:

- BAT 26: aparicion de alelos con un tamafio menor al tamaio de los alelos del
tejido normal.

- TGFBRII: pérdida de una o varias bases.

2.8.ANALISIS DE MUTACIONES

28.1. EN LA SECUENCIA DE [12-MICROGLOBULINA EN
TUMORES CON PERDIDA TOTAL DE EXPRESION DE
MOLECULAS HLA DE CLASE 1.

La region que codifica para f2-microglobulina se amplifico con 4 pul de ADNc
a volumen final de 50 pl 30 pmol de cada oligonucleotido (sintesis comercial de PE
Applied Biosystem), 5 ul de una mezcla de los cuatro dNTPs (Roche ) 10mM, 5 pl de
buffer con Mg (Roche) y una unidad de Taq Polimerasa (Taq DNA Polimerase, Roche).
Los cebadores empleados fueron
B2-m-S: 5'-GGGCATTCCTGAAGCTGACA-3’
B2-m-AS: 5'-AGAGCTACCTGTGGAGCAAC-3".
Estos cebadores se situan en zona que no codifica y amplifican un tamafio de

614 p.b. El programa de temperaturas empleado fue el siguiente.

40 CICLOS
95°C 94°C 60°C 72°C 72°C 4°C
5 min 60s 30s 90 s 10min Mantenido
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El producto obtenido se purifico por paso en columnas (centri-sep columns,

Princeton Separations, Inc.), siguiendo los protocolos del proveedor.

La reaccién de secuenciacion se realizd con el kit ABI Prism® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), siguiendo los
protocolos recomendados por el proveedor; el andlisis se realizd en secuenciador ABI-
PRISM 377 DNA Sequencer (PE Applied-Biosystems, Foster City, CA). Cada muestra
analizada se secuencid con el cebador B2-m-S (sentido) y 2-m-AS (antisentido), para

comprobar la concordancia de la secuencia amplificada con uno y otro cebador.

2.8.2. EN LA SECUENCIA DEL LOCUS HLA-B EN TUMORES
CON PERDIDA DE EXPRESION DE UN ALELO B.

En este estudio se secuencié el ADNc con cebadores locus especificos. Dado
que el tamafio es demasiado grande para ser amplificado en un solo fragmento, se
amplificaron tres fragmentos que abarcaban la totalidad de la secuencia. Los reactivos
de PCR fueron los mismos del apartado anterior. El programa de temperaturas, y

cebadores empleados fueron los siguientes.

40 CICLOS
95°C 94°C T# hibridacién | 72°C 72°C 4°C
5 min 60 s 30s 120 s 10min Mantenido
Fragmento Cebadores T* hibridacién
F-1 5-CGGACTCAGAGTCTCCTCAGACGCCGAG-3'-OH
58 °C
(420 pb) 5-GCCGCGGTGTCCGCCGCGGTCCAGGAGCG-3"-OH
F-2 5-GACAGCGACGCCGCGAGTCC-3"-OH
64°C
(480 pb) 5"-AGCAGCGACCACAGCTCCGA-3"-OH
F-3 5'-CTGTGGTGGTGCCTTCTTGGAGA-3'-OH
68°C
(720 pb) 5-CTGGGGAGGAAACACAGGTCAGCATGGGAAC-3"-OH
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La reaccion de secuenciacion se llevo a cabo utilizando los cebadores descritos
por Curran y cols(Curran et al., 1996), utilizando los reactivos y condiciones sefialados

en el apartado anterior.

CEBADORES USADOS EN SECUENCIACION LOCUS B

Fragmento Cebador

5'-CGGACTCAGAGTCTCCTCAGACGCCGAG-3-OH

5’-GCCGCGGTGTCCGCCGCGGTCCAGGAGCG-3'-OH
F-1

5'-CTACTACAACCAGAGCGAG-3"-OH

5-GCTCTGGTTGTAGTAGCCGC-3-OH

5’-CATCTCAGGGTGAGGGGCT-3’

E-2 5’-GCCGCGGTGTCCGCCGCGGTCCAGGAGCG-3'-OH

5-GCTCTGGTTGTAGTAGCCGC-3-OH

5-CTGTGGTGGTGCCTTCTTGGAGA-3"-OH

F-3 5-CTGTGGTGGTGCCTTCTTGGAGA-3"-OH

5'-CTGGGGAGGAAACACAGGTCAGCATGGGAAC-3'-OH

2.9.SOUTHERN BLOT

La metodologia del Southern Blot fue empleada con el objetivo de evaluar la
metilacion génica ADN del tumor. El fundamento de la misma fue el empleo de
enzimas con diferente sensibilidad a la metilacion, para observar los distintos puntos de
corte presentes en estos genes para ello se empled como sondas fragmentos de los

genes de cadena pesada HLA-A y HLA-B.

MARCAIJE FLUORESCENTE DE LAS SONDAS.

Las sondas empleadas fueron: un fragmento de Pvull-Xbal de 1.2Kb de
longitud derivado de la region 3° del gen HLA-A3 y un fragmento Pvull-Pvull de
0.55kb derivado de la region 3” del HLA-B7

La reaccion de marcaje se realizé en un volumen de 50 pl.
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Método

e Desnaturalizacion de la sonda. A 50 ng de sonda se le afiade agua destilada
hasta un volumen de 30 pl y se calienta a 95 °C durante 5 minutos.

e Se le anade 5 pl del tampon de reaccion, 5 pul de dNTPs marcados con
fluoresceina, 5 pul de cebadores y 1 ul de la enzima Klenow. La reaccion se
mantuvo a 37°C durante 1 hora.

e La sonda fue cuantificada mediante la elaboracion de un filtro de referencia
con diluciones de los dNTPs marcados con fluoresceina (las diluciones son
realizadas con T.E a partir de una dilucion 1/5 de los cebadores, las mismas son
de 1/10 hasta 1/500). Las diluciones son colocadas en un filtro de nitrocelulosa,
dejandolo secar en la oscuridad. Entonces, 5 pul de las sonda son colocados en
otro filtro con la dilucién 1/5 de los cebadores.

e Este se deja secar en la oscuridad. El filtro con la sonda es lavado durante
15 minutos con 2xSCC a 60 °C en un horno de hibridacion.

e La sonda se compara con el filtro de referencia y la intensidad de la misma
debe estar entre las diluciones 1/10 y 1/250.

e Lasonda se congela a —20 hasta su uso.

DIGESTION DEL ADN

e La digestion se llevo a cabo en un volumen de 100 pl. Las muestras de
ADN de tumores de vejiga y su contrapartida de sangre periférica (20 pg)
fueron digeridas con la enzima HindIIl. La reaccion contenia ademas del ADN,
12 unidades de enzima/pug de ADN y 10 ul de tampon de digestion L x 10
(CL2Mg 100 mM). El ADN fue digerido durante 12 horas a 37°C.

e El ADN fue precipitado con etanol y acetato de sédico 3mM. Se realizdé un
lavado con Etanol al 70%. El ADN se dejo secar y fue resuspendido en 20 pl
de agua destilada. Para su disolucion, se incubd durante una hora a 56°C.

e El ADN ya disuelto fue nuevamente incubado con Hpall durante 12 horas a

37°C.
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TRANSFERENCIA DE LOS FRAGMENTOS DE ADN A FILTRO DE
NYLON.

e Previo a la transferencia las muestras de ADN digeridas fueron separadas en
sus diferentes fragmentos en gel de agarosa al 0.8%. Antes de la transferencia
el gel se lavo durante 30 minutos en agitacion con solucion desnaturalizante
(NaOH y NaCl 0.6 M). Se le da un lavado con agua destilada y se vuelve a
lavar con solucion neutralizante (Tris HCl y NaCl 0.6M).

e La transferencia se realiz6 por capilaridad sobre una membrana de nylon de
dimensiones idénticas al gel. EIl gel se puso sobre un papel de filtro 3MM
humedecido en solucién de transferencia 20xSCC (NaCl 3M, Citrato Sddico
0.3M pH 7.0) y sobre un soporte que comunicaba dos recipientes que contenian
dicha solucion.

e Sobre el gel se puso la membrana de nitrocelulosa (Hybond) humedecida
en solucion 2xSCC y justo encima tres trozos de papel 3MM de igual tamafio e
igualmente humedecidos. Sobre el conjunto se coloc6d un bloque de papel de
filtro (aprox. 10 cm), siempre con las mismas dimensiones del gel, y sobre este
un peso uniforme de 500 grs aproximadamente.

e La transferencia se dejé durante aproximadamente 20 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo el DNA del filtro es fijado al mismo
mediante luz UV (1 minuto) Una vez hecho esto el filtro esta listo para la

hibridacion.

HIBRIDACION DEL FILTRO CON LA SONDA MARCADA.

e El filtro se incuba durante una hora a 60°C en un horno de hibridacion con
180 ml de soluciéon A (100mM Tris HCI, 300 mM NaCl pH 9.5) a la cual se le
afiaden 20 ml del liquido de bloqueo.
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e La solucion de bloqueo se descarta y el filtro es incubado una hora con 50
ml de la solucion A y se le afiaden 0,250 g de albimina bovina y 10 ul de

anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con fosfatasa alcalina (5000x).

LAVADOS Y REVELADOS.

e La sonda se retira del filtro y este es lavado (con solucion 0.5 x SSC, 0,1%
SDS) en condiciones astringentes (65°C durante 15 minutos). El lavado se
vuelve a repetir con la solucién segunda.

e Al volumen restante de la solucion A se le agregan 2,4 ml de Tween 20.
Con esta solucion se realizan tres lavados de 10 minutos cada uno a temperatura
ambiente.

e El filtro se pone en contacto con la solucion CDP, durante 5 minutos, con
agitacion répida y en oscuridad.

e El filtro se seca con papel 3MM vy se coloca en una bolsa plastica y se fija al
chasis, revelandose la interaccion de la sonda mediante autoradiografia (Gene

Image CDP-Star).
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2.10. ESTUDIO DE DIFERENCIAS TRANSCRIPCIONALES ENTRE
TUMORES HLA CLASE I POSITIVOS Y NEGATIVOS

Se determinaron los niveles transcripcionales de P2-microglobulina, cadena
pesada de HLA clase I, LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2, tapasina, -actina y G6PDH
(glucosa 6-fosfato deshidrogenasa) de muestras de tumores con expresion normal o sin
expresion de moléculas HLA de clase I y se realizo estudio comparativo entre los dos

grupos.

SELECCION DE MUESTRAS

Se seleccionaron 11 casos que mostraban pérdida total de expresion de
moléculas HLA clase I en superficie del total de 18 casos iniciales y 10 casos que
mostraban una expresion normal en su superficie. Como criterio de exclusion se
consider6 que el tumor mostrase un patron heterogéneo de expresion de HLA clase I o
un alto grado de infiltrado. De estos casos se obtuvo ADN complementario (ADNCc)

mediante microdiseccion.

PCR CUANTITATIVA

Fundamento

La técnica de PCR a tiempo real permite detectar diferencias entre muestras en
el namero de copias iniciales de la secuencia amplificada, basandose en el ciclo en el
cual se empieza a detectar la presencia del amplificado (ver figura 3). Mediante esta
metodologia podemos comparar la cantidad de ARN mensajero de un determinado gen
y establecer estudios comparativos entre el grado de transcripcion de ese gen entre
distintas células. Se emplearon dos métodos de deteccion, mediante sondas y mediante
el marcador de ADN de doble cadena SYBR Green 1.

- Deteccion por sondas. Se emplean como sondas dos oligonucleétidos

bloqueados en 3" para evitar que sirvan de cebadores de la PCR, estos van a ser
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complementarios a dos secuencias contiguas del amplificado. La sonda que se une mas
hacia 5 de la secuencia amplificada va marcada con fluoresceina en 3, mientras que la
otra sonda va marcada en 5" con un emisor fluorescente que so6lo emitird cuando sea
excitado por la fluoresceina de la primera sonda; para que la fluoresceina excite al
marcador fluorescente, las dos moléculas han de estar muy préximas y esto solamente
ocurrird cuando las dos sondas se unan a la secuencia especifica.

- Deteccion por SYBR Green 1. En este caso el sistema de deteccion del
amplificado es mas inespecifico, pues se trata de un fluorocromo que emite
fluorescencia cuando se intercala al ADN de doble cadena, por lo que un amplificado
distinto al deseado dard también sefial de amplificacion. Para solucionar este problema,
tras la amplificacion se realiza un programa de temperatura que consiste en renaturalizar
el amplificado y después calentar de forma progresiva a la vez que medimos emision
fluorescente en cada muestra. El amplificado especifico tiene una temperatura
caracteristica de fusion dependiente de su contenido en C+G y de su longitud; a esta
temperatura las dos hebras de ADN se separan y la emision fluorescente disminuye con
gran rapidez. La caida de la fluorescencia en cada muestra a la temperatura
correspondiente al amplificado que estemos estudiando nos confirmara la especificidad

de la amplificacion.

Método

La cuantificacion de G6PDH y [2-microglobulina se realizé con sondas
comerciales (“G6PDH Housekeeping gene set kit” y “B2-microglobulin Housekeeping
gene set kit, Roche) que tienen una mezcla de sondas y cebadores de la PCR, y kit de
PCR adecuado (LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes, Roche). La
B-actina se cuantifico mediante SYBR green I (LightCycler-FastStart DNA Master
SYBR Green I, Roche) con kit comercial (beta-Actin Housekeeping Gene, Search LC).

En los tres casos se siguieron los protocolos del proveedor.

En la cuantificacion de la cadena pesada se empleo kit para sondas (LightCycler-
FastStart DNA Master Hybridization Probes, Roche) y las sondas siguientes (2 uM):
CCATCCCgCTgCCAggTCA-Fluoresceina
LCRed640-TgTgATCTCCgCAggeTAgAAgC
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El resto de moléculas se amplificaron con kit comercial LightCycler-FastStart
DNA Master SYBR Green I, Roche. Los cebadores, tamafio del amplificado y
temperaturas de hibridacion se listan en la tabla 4. El volumen final en todos los casos
fue de 20 pl, con una concentracion 4mM de Cl,Mg, 0,5 uM de cada cebador (ver tabla
4) y 2 pl de muestra de ADN complementario. El resto de reactivos se utilizaron

siguiendo el protocolo del proveedor.

Gen Secuencias de los cebadores Tamafio Temperatura de

Amplificado hibridacion

Cad.Pesada 5'-GAGAACGGGAAGGAGACGC-3’ 309 pb 60 °C

HLA clase I 5"-CATCTCAGGGTGAGGGGCT-3’

TAP-1 5-CGCCTCACTGACTGGATTCTAC-3" 194 pb 64 °C
5-TCCGTCTCCTGGCGCAGGAC-3’

TAP-2 5-GTCGTGTCATTGACATCCTG-3’ 228 pb 58°C
5"-TCAGCTCCCCTGTCTTAGTC-3"

LMP-2 5-TTGTGATGGGTTCTGATTCCCG-3" 449 pb 60 °C
5'-CAGAGCAATAGCGTCTGTGG-3’

LMP-7 5-TCGCCTTCAAGTTCCAGCATGG-3" 541 pb 62 °C
5"-CCAACCATCTTCCTTCATGTGG-3

Tapasina 5-CAAAGTGTCCCTGATGCCAGC-3" 281 pb 64 °C

5-GGTGAATTCGACAGGCATAGCG-3’

Tabla 4. Cebadores y temperaturas empleados.

Las condiciones del programa de amplificacion fueron las siguientes:

-Inicialmente 10 minutos a 95° C (activacion de la enzima ADN polimerasa)

-Seguidamente 45 ciclos de: 95°C, 6 s; temperatura de hibridacion, 8 s; 72°C, 1s
por cada 25 pares de bases de tamafio del amplicon. La lectura de fluorescencia se
realiz6 una vez cada ciclo, al final de la temperatura de hibridaciéon en el caso de la

cadena pesada de HLA (deteccion por sondas) y al final de la temperatura de elongacion
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para el resto de moléculas. En el caso de LMP-2 y 7 se incluyo6 una etapa de 3 s a 83°C,
al final de la cual se realizo la lectura de fluorescencia

- En las reacciones que se us6 SYBR Green I: 95° C 3 s; 45° C 10 s; incremento
gradual de temperatura a 0,1° C/s desde 45° C hasta 95° C, con lectura continua de la
emision de fluorescencia, este paso nos sirve para poder realizar el anélisis de las curvas
de fusion.

- Enfriado (mantener a 35° C durante 30 s).

En cada tanda de reacciones se incluyeron 3 estdndares de concentracion
conocida para el célculo de la recta de regresion, recta que nos relacionara el ciclo de

deteccion del amplificado con la concentracion de la molécula en la muestra.
Para tener una mayor seguridad de la especificidad del amplificado, se realizd

en todas las amplificaciones el posterior chequeo en gel de agarosa al 2% en tampon

TAE y una concentracién de bromuro de etidio de 0,5 pg/ml.

Analisis de resultados

- Correccién de variaciones en el cDNA obtenido de los distintos casos. El gen
de la GPDH no esta implicado en el procesamiento y presentacion de péptidos
antigénicos; se ha comprobado que su expresion es constante y puede ser empleado
como factor corrector(Barthe et al., 2001; Kletzien et al., 1994) de diferencias debidas a
la cantidad de ARN obtenido en cada muestra. Por tanto, una vez obtenido el ADNCc, se
alicuot6 y se determind el numero de copias por microlitro de G6PDH, esta cifra se
empled para corregir los resultados obtenidos en el resto de moléculas mediante el

calculo de la razon :

(copias por pl de la molécula estudiada) / (copias por pul de G6PDH)
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CURVAS DE CALIBRACION

La elaboraciéon de las curvas de calibracion se llevd a cabo mediante
amplificacion de ADNc de la linea tumoral Jurkatt, esta linea tiene una expresion
normal de moléculas HLA de clase I en su superficie. Se amplificaron cada una de las
ocho moléculas incluidas en el estudio siguiendo los programas de amplificacion antes

mencionados.
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Figura 4. Diluciones seriadas al décimo del plasmido.

Partiendo de ADNc de la linea Jurkatt se amplificaron las moléculas del presente
estudio y se purificaron en columnas (Wizad®PCR Preps DNA purification System,
Promega) siguiendo el protocolo de centrifugado. Tras esto se insertd en el vector PCR
4-TOPO (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, Groningen, The
Netherlands) y se clon6 en E. coli siguiendo los protocolos del kit de clonacion.

Las bacterias que tenian el plasmido con el inserto se seleccionaron en medio
solido L.B. al cual se adicionaron 50 U.I. de ampicilina por ml y se crecieron en
agitacion a 37° C durante toda la noche en 15 ml de medio L.B. liquido con 50 U.I. / ml
de ampicilina. De 3 a 5 ml del cultivo se emplearon en la extracciéon del plasmido
mediante el kit Wizad® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) segiin
el protocolo de centrifugado del proveedor.

La concentracion de plasmido se determind por lectura en fotémétro

(GeneQuant pro RNA/DNA calculator) del ADN del purificado del plasmido y se hizo
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una dilucién a 1 ng / pl. Asumiendo que todo el ADN del purificado corresponde al
pladsmido, calculamos el numero de copias de pldsmido por ul mediante la siguiente
formula, que permite obtener la concentracion en numero de copias conociendo la

concentracion de ADN y el peso molecular del plasmido (vector + inserto).

9,1%10® (plasmidos/pl) * Kb

Numero copias/pl =

Longitud del plasmido en Kilobases

Una vez conocido el nimero de copias por pl se realizaron diluciones seriadas al
décimo hasta obtener una concentracion final de 20 a 2 copias/pl. Las diluciones que
abarcaban el rango de expresion de la molécula estudiada en nuestros tejidos
(comprobado en pruebas previas) se emplearon como calibradores de concentracion,

incluyéndolas como muestras en la misma tanda de amplificacion de nuestras muestras.

2.11. ANALISIS ESTADISTICO

En el anélisis estadistico usamos el programa estadistico SPSS 12.0. para
windows para aplicar los pardmetros estadisticos a los datos obtenidos.

Para comprobar si existian diferencias estadisticamente significativas en el nivel
de trascripcion de estos genes entre los dos grupos de tumores del apartado anterior se
empled el test no para métrico de Mann-Whitney, también usado para comparar
posibles diferencias en grado y estadio entre los dos grupos estudiados.

En el estudio de correlaciones entre variables clinico-histoldgicas y alteraciones
en la expresion de moléculas HLA de clase I se emple6 la prueba de Chi cuadrado de
Pearson. En este analisis se abarcaron los 70 tumores de vejiga y se clasificaron en tres
grupos; en el primer grupo se incluyeron los tumores en los que no encontramos
alteraciones en HLA de clase I, en el segundo grupo se incluyeron todos aquellos
tumores con una alteracion parcial de la expresion de HLA de clase I y en el tercer
grupo se incluyeron los tumores con una pérdida generalizada de expresion de

moléculas HLA de clase 1.
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1. ESTUDIO DE MECANISMOS IMPLICADOS EN LA PERDIDA DE
EXPRESION DE MOLECULAS HLA DE CLASE I EN CARCINOMAS
HUMANOS DE VEJIGA

En todos estos estudios se emple6 ADN o ADNc obtenidos mediante
microdiseccion de nidos tumorales para eliminar, en la medida de lo posible, células no
tumorales que puedan falsear los resultados obtenidos. El proceso se explica con mayor

detalle en la seccion de material y métodos.

1.1. PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH) EN LOS
CROMOSOMAS 6 Y 15 EN COMBINACION CON EXPRESION DE
HLA DE CLASEI.

La deteccion de LOH en 6p21.3, region HLA, nos permite mejorar la
clasificacion inmunohistoquimica de las alteraciones de HLA de clase I en los tumores,
ya que la falta de anticuerpos para todos los alelos HLA clase I impide detectar pérdidas
de expresion de muchos antigenos. Al estudiar LOH de la region HLA se clasificaron
como fenotipo II tumores que por inmunohistoquimica perdian un alelo A y uno B,
también otros tumores que o no presentaban alteraciones o perdian un alelo y mostraban
LOH. Como fenotipo V se incluyeron tumores que por inmunohistoquimica presentaban
pérdida de un locus y que tenian LOH. En la figura 1 vemos el ejemplo del patron
obtenido en un caso que presentaba LOH. Para la determinacion del haplotipo HLA
perdido se realiz6 tipaje gendémico.

La utilidad de determinar LOH en la zona del cromosoma 15 donde esta el gen
de la B2m consiste en que este mecanismo puede contribuir a la pérdida de expresion de

B2m.
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Figura 1. Patrones obtenidos en el estudio de microsatélites del caso VE 85. En la linea
superior tenemos el patron obtenido en ADN de sangre periférica autologa y en la fila
inferior el patron obtenido en ADN tumoral. El marcador D6S 291 resulto ser homocigoto
y por tanto no informativo, los marcadores D6S 273, C.1.2.5 y D6S 276 muestran un
patron de LOH. N =DNA no tumoral autologo. T= DNA tumoral.
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1.1.1. CROMOSOMA 6

De los 70 casos, uno de ellos fue desechado para estudio de LOH en la region
HLA del cromosoma 6 por estar extremadamente infiltrado por linfocitos; del resto,
encontramos LOH en 25 casos (36%). En los casos con LOH parcial (n=12) no pudo
determinarse el haplotipo perdido por tipaje gendmico, pues se determinan los dos
haplotipos ya que parte del ADN no tiene la alteracion. En los otros 13 casos si se
determino el haplotipo perdido. En el caso VE 43 (tabla 6) sélo pudo determinarse la
pérdida de un alelo A, lo cual fue congruente con el analisis de microsatélites, que
mostraba pérdida de los marcadores D6S265 y D6S276, en la zona del locus A. De los
casos que mostraban LOH en HLA, 11 la mostraron también en 6q, con lo cual es

probable que se haya perdido el cromosoma completo.

La clasificacion de tumores tras realizar el estudio de LOH vy tipaje gendémico
fue de 16 tumores sin alteraciones, 17 con pérdida total de HLA, de los cuales 6
mostraban LOH en HLA, 14 casos con fenotipo II, 5 con fenotipo III, 8 con fenotipo IV
y 10 con fenotipo V, de los que 6 presentaban LOH en HLA.

El resumen de combinar la técnica de inmunohistoquimica con el estudio de
LOH en 6p21.3 da la distribucion de alteraciones que se refleja de forma grafica en la
figura 2, también se muestra la frecuencia de LOH en cada fenotipo.

El estudio pormenorizado de cada caso se muestra en las tablas 1 a 6, donde
vemos el tipaje HLA del paciente, el estudio inmunohistoquimico del tumor y el
haplotipo perdido y retenido en los casos en que se pudo determinar mediante tipaje
gendmico. Cada tabla contiene los casos que se han clasificado dentro de un fenotipo
tras realizar el estudio. Los criterios para considerar LOH en 6p21 se exponen en el

apartado de material y métodos.
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Figura 2. Fenotipos HLA y porcentajes de LOH en 6p21 en cada fenotipo.

En la tabla 1 se recogen los tumores sin alteraciones demostradas para HLA de
clase I, los casos VE-50 y VE-96 se consideraron como no alterados a pesar de cumplir
los criterios de LOH para la regiéon de HLA, ya que la LOH que mostraban era parcial y
ademas no era congruente con la expresion en superficie, puesto que por
inmunohistoquimica se revelaba la expresion de los dos alelos HLA-B. Como podemos
observar, ninglin caso presenta LOH ya que aquellos que la tenian han sido clasificados

como fenotipo II.
En la tabla 2 se agrupan los casos que mostraron fenotipo I, de los cuales 6

mostraban LOH y 11 no. Dentro de los casos con LOH, en los casos VE-6 y VE-52

pudo determinarse el haplotipo perdido.
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Tumor

VE-6
VE-9
VE-22
VE-52
VE-69
VE-78

VE-4
VE-12
VE-13
VE-18
VE-33
VE-37
VE-41
VE-55
VE-56
VE-80
VE-88

TABLA 1. TUMORES HLA CLASE I POSITIVOS TRAS ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO Y DE MICROSATELITES.

(N=16)
Tumor TIPAJE HLA DEL TUMOR
IMMUNOHISTOQUIMICA ‘ 311 | 291
VE-5 | A29 B35 N N
VE-8 A1 B62 B57 L N
VE-26 - B51 B35 N N
VE-27 |[A24 ] A25 |[B44 ]| - N N
VE-34 A68 | B14  B40 L N
VE-44 B35 | B40 L* H
VE-46 A26 | B50 - L N
VE-47 |[ A2 |[A30 ][ B7 | BS55 - Bw6 L N
VE-50 A26 | B52 B50 N L
VE-51 A33 | B65 B41 - Bwé | H N
VE-54 | A11 | A29 | B27 - Bw4 - N N
VE-71 A1 B27 | B35 N H
VE-72 |[ A2 [[ A3 |[B13 ] B35 |[ Bw4 |[Bw6 | N N
VE-87 | A26 | A29 |[B44 | B55 |[ Bw4 [[Bw6 | N N
VE-93 |[ A2 | A29 |[B44] - |[Bw4] - L* N
VE-96 A11 | B51 B35 H N

273

I | Z2 Z2 I |T

H

NO LOH-HLA
c12C | C125
N N
N N
N N
N N
H N
L H
N N
N -

N L
L N
N N
N N
N N
N N
H H
L L

265

276

Z| T Z2 T Z2Z2 Z2

L*

Los alelos enmarcados son los que se han podido estudiar con anticuerpos monoclonales; con fondo blanco son
los que no se han perdido y los de fondo gris los perdidos. Los alelos con fondo blanco y sin recuadro son aquellos
que no se han podido determinar mediante inmunohistoquimica. Los marcadores de microsatélite determinados se

incluyen a la derecha de cada tabla, la L significa pérdida del marcador, si es con asterisco, parcial. La H

significa homocigoto, la N no alteracion y MIN inestabilidad del microsatélite.

TABLA 2. FENOTIPO I TRAS ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y DE

TIPAJE HLA DEL TUMOR

INMUNOHISTOQUIMICA

[ A2 A3 B7 B65 - Bw6 |
[ A2 A25 B41 B44  Bwd _ Bwh |
[ A2 A29 B18 | B44 _Bw4s _ Bwb |
[ A29 A3t B44  B51 Bw4 -
[ A2 A3 B18 __ B50 - Bw6 |
[[A28 " A24 B14 _B27 _Bw4s _ Bw6 |
[ a1 An B8 B27 _Bwd _ Bwh |
[ A2 " A2 B13  B17 _ Bw4 -
[ A1 A2 B41 B51 Bw4s  Bw6 |
[ A2 A3 B49 B35 Bw4s _ Bwh |
[ A11 T A30 B14 _ B51 Bwd | Bwé |
[ A2 - B49  B57 _ Bw4 -]
[ A3 A B14 B35 - Bw6 |
[ A1 A% B62 - - Bw6 |
[ A29 - B17 B35 Bw4 _Bwe |
[ A2 A3 B8 - - Bw6 |
[ A1 A3 B18  B40 - Bw6 |

MICROSATELITES.
(N=17)
LOH-HLA
311) 291 273 C12C C125 265
N| Ll H| H| L] L
Ll L] N L |
L| L|H|] L|L|N
N| N| L] H|H|L
H| L*| N| L*|MN| N
L| | N| "] N| N
NO LOH-HLA
LI N| N| N| N| L
LI N| N| H| N| N
N| H| N| N| N| N
L| v/ | NI N|N
N| N| *|] N| N| N
N| H| N| N| N|L*
N| L*| N| H| L*| N
L| N| | N| N|H
LI H| N| N| N| N
N| N| H| H|H| L
L*| N| N/ N| N|H

105 | 276

zZ\zZz |z Zz|Zz|\r

zZz I x Z2 T Z2 =z Z2 Z2 I

z

HAPLOTIPO PERDIDO

A*03,B*14,Cw*08,DR*01e

A*31,B*51,Cw*16e,DR*01

HAPLOTIPO
RETENIDO

A*02,B*07,Cw*07,DR*01¢

A*29,B*44,Cw*16eDR*03

En la columna de inmunohistoquimica todos los casos estan sombreados, ya que la pérdida total de
antigenos HLA de clase I se ha determinado con un anticuerpo comun para todos los antigenos HLA-
ABC.
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Tumor

VE-23
VE-79

VE-83

VE-3

VE-30
VE-31
VE-39
VE-92
VE-17
VE-24
VE-36
VE-81

La tabla 3 contiene los casos que han mostrado fenotipo II. En ella se incluyen

casos que por inmunohistoquimica eran sugerentes de LOH por perder un alelo A y uno

B, estos casos son VE 23, VE 79 y VE 83; mediante el estudio de LOH vy tipaje

gendémico fueron plenamente corroborados. También se incluyen casos como por

ejemplo VE 31 y VE 39, que por inmunohistoquimica mostraban pérdida de un alelo y

que tras comprobar LOH fueron incluidos en este fenotipo. Los casos VE 17, VE

24,VE 36 y VE 81 que no mostraban pérdidas por inmunohistoquimica presentaron un

patron de LOH, patron que era compatible con los datos de inmunohistoquimica puesto

que son casos que no habian podido ser estudiados de forma completa por falta de

anticuerpos especificos.

TABLA 3. FENOTIPO II TRAS ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y DE
MICROSATELITES.
(N=12)

TIPAJE HLA DEL TUMOR

Bw6

INMUNOHISTOQUIMICA
| A2 | | A3 | | B7 | B27
’ A2 | A29 ‘ B8 ‘ B50

A1l B17 B60

| a3

| A26 | B7 | B62

A26 B51 B

a
o

|A3

|A1 |B8|835

[ A

| a1 [ B8 | Beo

A26 B53  B51

A30 B39 B17

A29 B15 B40

Bwo

Bw6

Bwi

Bwi

Bw6

'

Bwi

Bw6

z

I

I

I

z

-

L*

L*

L*

1

291

273

H

LOH-HLA

C12C| C125| 265

L*

L*

L*

L*

L*

L*

L*

105

L

276

HAPLOTIPO PERDIDO

A*03,B*27,Cw*07,DR*12

A*0201,B*08,Cw*07,DR*03

A*02,B*15,DR*13

A*0301,B*35,Cw*0401,DR*11

A*26,B*53,Cw*04

A*29,B*57,Cw06,DR*07

HAPLOTIPO RETENIDO

A*02,B*07,Cw*15,DR*10

A*29,B*50,Cw*06,DR*07

A*24,B*18,Cw12e,DR*11

A*30,B*18,Cw05,DR*03

A*03,B*51Cw*14,DR*04 ¢

A*30,B*39,Cw*07,DR*15

La tabla 4 muestra los casos clasificados como fenotipo III; los casos VE 62y

VE 86 eran homocigotos para Bw4, el hecho de no tener expresion de esta especificidad

nos indicd que no expresaban ningun alelo B. En esta tabla ningtn caso tiene LOH ya

que un caso que presente LOH y por inmunohistoquimica tenga pérdida de un

locus se ha clasificado como fenotipo V e incluido en la tabla 6.
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TABLA 4. FENOTIPO III TRAS ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y DE

MICROSATELITES.
(N=5)

Tumor TIPAJE HLA DEL TUMOR NO LOH-HLA

INMUNOHISTOQUIMICA 311 291 273/ C12C C125 265 105 | 276
VE-62|| A2 | A26 | B51 B27 [Bw4| - N| N|N| N| N| N N H
VE-68| A2 | A26 B14 B18 - [Bwe] H| H| H| N | - - N | L
VE-86, A1 B17 B49 |[Bw4| - N| N|H| H| N| N N N
VE-90|| A2 | - |[ B8 B4l - Bw6| N| N| N| N| N| N N N
VE-91/[ A2 | A29 |[B44 | B18 L N/H/ N/ N| L| N|H

En la tabla 5 tenemos los casos con fenotipo IV, tampoco en esta tabla hay casos
con LOH, ya que los casos con LOH han sido clasificados como fenotipo II e incluidos
en la tabla 3. Los casos VE 21 y VE 63 aunque cumplian el criterio de LOH no se
clasificaron como tal pues aunque mostraban reduccion en 3 marcadores, o tenian
reduccion parcial o eran periféricos a la region HLA. Ademas, en el caso VE 63 la

inmunohistoquimica no era congruente con pérdida de haplotipo.

La tabla 6 nos muestra los casos con fenotipo V. Casos como VE 43, VE 67 y
VE 11 presentan todos los alelos negativos por dar negatividad los anticuerpos
especificos de locus A y B, sin embargo, muestran reactividad positiva con el
anticuerpo W6/32, que reconoce al complejo HLA-ABC, por lo que estos casos no

pueden ser clasificados como fenotipo I.
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TABLA 5. Fenotipo IV TRAS ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y DE MICROSATELITES.

(N=10)

Tumor TIPAJE HLA DEL TUMOR

INMUNOHISTOQUIMICA 311
VE-10 - B49 |[ Bw4 - N
VE-21 A29 B14 - Bw6 N
VE-25/| A2 |[ A24 || B44 | B51 || Bw4 - H
VE-35 B27 | B35 N
VE-38| A1 [ A24 |[[B13 | B18 H
VE-63 B38 B35 N
VE-75 A32 | B51 | B61 N
VE-76| A28 [ A3 | B51 |[ B7 |[ Bw4 |[ Bw6 | N
VE-82] A1 || A2 || B7 || B8 | - Bw6
veos|[m ] - B8 N

Iz |2

pd

NO LOH-HLA

273 | C12C| C125| 265

P4

zzlzlzxzlz Zz|T|=

H N N
H N N
L* L* N
N N L*
N H N
L H N
N L* H
N N N
N N N
H N H

105 | 276
N N
L* L

N H
N -
L* L
L L
N H
N N
N N

TABLA 6. FENOTIPO V TRAS ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y DE

Tumor TIPAJE HLA DEL TUMOR
INMUNOHISTOQUIMICA

VE-43|[ A2 [A24 [ B18 - Bw6 |

VE-60|[ A1 " A20 | B14 [ B44 |[ Bwa |[ Bw6 |

VE-67|[_A3 |[[[B7 B51  Bw4s _ Bw6 |

VE-84|[ A25  A29 |[ B7 |[ B44 |[ Bw4 ][ Bw6 |

VE-85|[ A1 [ A3 |[ B7 |[ B44 |[ Bw4 |[ Bws |

VE-89/| A2 A1l

B44 |[ Bw4 |[ Bwe

B18 ||

VE-11|[[A11 [A29 |[ B44 B62 | Bw4d | Bwé |
VE-58 A1 B15 - Bw6
VE-61|[ A2 ]| [ B4 B52  Bw4 |

311

pd Ir rr

r I

291

L*

L*

L*

L*

(N=9)
LOH-HLA
273 C12C/ C125 265

L L
H L* | L H
L L L L
L L L L
H L L
NO LOH-HLA
N N N N
- N N N

N N N H

MICROSATELITES.

105

276

L r

Z\|r

HAPLOTIPO PERDIDO

A*02
A*29,B*44,Cw16,DR*07,DQ*05

A*29,B*44,Cw16,DR*07
A*03,B*07,Cw*07,DR*01
A*02,B*18,Cw*12,DR*15

HAPLOTIPO RETENIDO
A*24

A*01,B*14,Cw08,DR*15,DQ*02

A*25,8*07,Cw07,DR*15
A*01,B*44,Cw*05,DR*13
A*11,B*44,Cw*05,DR*12
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1.1.2. CROMOSOMA 15

El estudio de LOH en f2m arroj6 36 casos con LOH sobre 64 informativos, con
una frecuencia del 55%. El resumen de LOH en 2m seglin fenotipo HLA de clase I se
muestra en la tabla 7. En la tabla 8 se recogen los datos pormenorizadamente, las
abreviaturas empleadas para cada microsatélite son las mismas que en las tablas 1-6. Se
consideré LOH en f2m cuando al menos un marcador mostré LOH, como ya se explico

en material y métodos.

TABLA 7. FRECUENCIA ABSOLUTA DE LOH EN B2m SEGUN FENOTIPOS

No LOH 32m LOH 2m No informativos Total
HLA clase I positivo 7 6 2 15
Fenotipo I 6 10 1 17
Fenotipo I1 1 11 0 12
Fenotipo 111 4 0 0 4
Fenotipo IV 7 3 1 11
Fenotipo V 3 6 1 10
Total 28 36 5 69

Como podemos comprobar, los tumores con mayor frecuencia de pérdida de
heterocigosidad en [12m son los que han perdido un haplotipo HLA, seguidos de los
tumores con pérdida total de expresion de HLA y los tumores con alteraciones mixtas.
Los tumores sin alteraciones en la expresion de HLA y aquellos con expresion
deficiente de un locus HLA de clase I o de un alelo son los que presentan menores

frecuencias de pérdida de heterocigosidad en 2m.
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TABLA 8. LOH EN B2M Y MICROSATELITES.

Microsatélites $2m usados

Tumor| EXPRESION HLA LOH en HLA LOH en 32m
D15S126  D15S5209
VE-003|  FENOTIPO II SI Si L L
VE-004 FENOTIPO I NO si L H
VE-005| CLASE I POSITIVO NO NO H N
VE-006 FENOTIPO 1 si SI H L
VE-008| CLASE I POSITIVO NO SI L H
VE-009 FENOTIPO I si SI L H
VE-010| FENOTIPO IV NO SI L N
VE-011|  FENOTIPO V NO NO INFORM H H
VE-012 FENOTIPO I NO NO N H
VE-013 FENOTIPO I NO NO INFORM H H
VE-017|  FENOTIPOII si si L N
VE-018 FENOTIPO I NO si L N
VE-021|  FENOTIPO IV SI NO N N
VE-022 FENOTIPO I si si L N
VE-023|  FENOTIPO II si NO N N
VE-024|  FENOTIPOII st si L L
VE-025|  FENOTIPO IV NO NO INFORM H H
VE-026| CLASE I POSITIVO NO NO N N
VE-027| CLASE I POSITIVO NO NO H N
VE-030|  FENOTIPO II NO st L L
VE-031 FENOTIPO II si si L L
VE-033 FENOTIPO I NO NO H N
VE-034| CLASE I POSITIVO NO si L H
VE-035|  FENOTIPO IV NO si H L
VE-036|  FENOTIPO II si si L L
VE-037 FENOTIPO I NO si N L
VE-038|  FENOTIPO IV NO NO N N
VE-039|  FENOTIPO II st st L L
VE-041 FENOTIPO I NO si H L
VE-043|  FENOTIPO V si si H L
VE-044| CLASE I POSITIVO NO NO INFORM H H
VE-046| CLASE I POSITIVO NO NO N N
VE-047| CLASE I POSITIVO NO NO H N
VE-050| CLASE I POSITIVO NO sf L L
VE-051| CLASE I POSITIVO NO NO INFORM H H
VE-052 FENOTIPO 1 si si N L
VE-054| CLASE I POSITIVO NO NO N N
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Tumor

VE-055
VE-056
VE-058
VE-060
VE-061
VE-062
VE-063
VE-067
VE-068
VE-069
VE-071
VE-072
VE-075
VE-076
VE-078
VE-079
VE-080
VE-081
VE-082
VE-083
VE-084
VE-085
VE-086
VE-087
VE-088
VE-089
VE-090
VE-091
VE-092
VE-093
VE-094
VE-095
VE-096

EXPRESION HLA

FENOTIPO I

FENOTIPO I

FENOTIPO V
FENOTIPO V
FENOTIPO V
FENOTIPO III
FENOTIPO IV
FENOTIPO V
FENOTIPO III
FENOTIPO I

CLASE I POSITIVO
CLASE I POSITIVO

FENOTIPO IV
FENOTIPO IV
FENOTIPO 1
FENOTIPO II
FENOTIPO I
FENOTIPO II
FENOTIPO IV
FENOTIPO II
FENOTIPO V
FENOTIPO V
FENOTIPO III

CLASE I POSITIVO

FENOTIPO I
FENOTIPO V
FENOTIPO III
FENOTIPO III
FENOTIPO II

CLASE I POSITIVO

FENOTIPO II
FENOTIPO IV

CLASE I POSITIVO

LOH en HLA LOH en 32m

NO
NO
NO
si
NO
NO
si
si
NO
si
NO
NO
NO
NO
si
si
NO
si
NO
si
si
si
NO
NO
NO
si
NO
NO
si
NO
Nd
NO
NO

NO
NO
NO
si
NO
NO
NO
st
st
NO
NO
NO
NO
st
st
si
si
si
NO
si
NO
si
NO
NO
NO
st
NO
NO
si
si
Nd
NO
st

Microsatélites 52m usados

D15S126
N

-0 Z -0 T Z Z zZz2z - ooz z z2 - z z

Z 2z v z zZ2 -z zZzxT zZc %

-z

D15S209
N
H

0 ZzZ 2z Z - zZ ZzZ I - LT Zcoco oo o zZ 2z 2z zZoo 2z 222

z Z

Nd: no determinado
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El estudio de LOH en B2m arrojé la frecuencia general mostrada en la figura 3 y la

frecuencia relativa en cada fenotipo mostrada en la figura 4.

Frecuencia de LOH del gen de la f2m

LOH NO-LOH HOMOCIGOTO

Figura 3. Frecuencia de LOH en [12m. En los casos homocigotos no pudo determinarse.

Hlno LOH
ELOH

Clase I Fenot. I Fenot. I1 Fenot. III Fenot IV Fenot. V
positivo

Figura 4. Distribucion relativa de frecuencias de LOH en [12m segun fenotipos HLA de clase
L
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1.2. ESTUDIO DE MUTACIONES EN ALTERACIONES ALELO
ESPECIFICAS

De los casos con alteraciones alelo especificas en la expresion de HLA de clase
I, solamente en 2 de ellos pudo realizarse este estudio, los otros tuvieron que ser
descartados por ser tumores infiltrados y/o por presentar un patréon heterogéneo de
expresion del alelo perdido que no nos permitia obtener unicamente células tumorales
negativas.

Se obtuvo ADNc por microdiseccion de los casos y se secuenciaron los 5 exones
del locus en el que se habia perdido el alelo, como describimos en material y métodos.
El caso VE-10 mostraba una pérdida del alelo B44 y el caso VE-82 una pérdida del
alelo B8. En los dos casos comprobamos que existia transcripcion del alelo perdido
aunque no encontramos alteraciones en ninguno de sus exones, como se recoge en la

tabla 9.

TABLA 9. Analisis de mutaciones en ADNc¢

Tumor | Alelo - RNA Exon 1 Exén 2 Exé6n 3 Exon 4 Exon 5

VEI10 B44 + SA SA SA SA SA

VES&2 B8 + SA SA SA SA SA

S.A : Sin alteracion.
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1.3. ESTUDIO DE MECANISMOS IMPLICADOS EN LA PERDIDA
GENERALIZADA DE EXPRESION DE MOLECULAS HLA CLASE I.

Estos estudios se realizaron en 11 casos negativos para la expresion de HLA de
clase I (VE-4, VE-6, VE-18, VE-22, VE-33, VE-37, VE-41, VE-52, VE-56, VE-77,
VE-80), los criterios de seleccion estan descritos en material y métodos. El caso VE-77
es una recidiva de VE 69. Para el estudio del grado de transcripcion génica se
seleccionaron también 10 tumores sin alteraciones demostradas para HLA de clase I,
siguiendo criterios similares, con objeto de comparar los niveles transcripcionales de los

dos grupos.

1.3.1. ESTUDIO DE ALTERACIONES EN (2M

La alteracion de 32m es una de las causas de pérdida de expresion de HLA de
clase I, como ya comentamos en la introduccion. Estas alteraciones suelen deberse a
defectos en el gen de la B2m. Por tanto, comprobamos si existia transcripcion del gen,
realizamos el estudio de mutaciones del ARNm de f2m y estudiamos si existia
inestabilidad de microsatélites (MIN), puesto que mutaciones en B2m se asocian a la

presencia de MIN.

1.3.1.1. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE
MICROSATELITES.

Se estudiaron por PCR y electroforesis capilar (ver material y métodos) las
secuencias de repeticion de mononucledtidos TGFBRII y BAT26 en los tumores
negativos estudiados y en los leucocitos autdlogos de cada caso, el patron obtenido en
tumor y leucocitos de cada uno de los 11 casos de tumores sin expresion de HLA de
clase I fue normal. Estas alteraciones se han encontrado en tumores de colon con
defectos en los mecanismos reparadores del ADN, produciendo el fenotipo MIN, como
veremos mas a fondo en la discusion. Los tumores con MIN presentan con alta
frecuencia mutaciones en las zonas de repeticion (CT)s, As y Cs del gen de la B2m. En

la figuras 5 y 6 se muestran tumores de vejiga, cuyo patrén es normal, y ejemplos de
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patrones alterados para BAT26 y TGFBRII en tumores de colon. En la tabla 10 (pag 20)

se resumen los resultados obtenidos.

VE 18 |~ VE 52 "} l VE 80 |'|l

[oees] [1662] 10235 [11652 11028 [Z300
5435

[116 66]

CcOo119 CO 132 CO 135

Figura 5. Estudio de Bat26. En la linea superior vemos tres casos de vejiga
que muestran el patron normal, en los casos de colon con MIN vemos la
aparicion de un nuevo pico a distinto peso molecular.

120 120 120 120
VE 6 VE 22 VE 33 VE 56
120 120 120
CO 119 C0 132 CO 135

Figura 6. Estudio de TGFBRII En la linea superior vemos 4 casos de vejiga que
muestran un patron normal. En los casos de colon con MIN vemos la aparicion de
nuevos picos en el marcador.
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1.3.1.2.  SECUENCIACION DEL ARNm DEL GEN DE LA 2m

El analisis de amplificacion por PCR del ADNc de la B2m revelé que en todos
los casos existia transcripcion de la misma, por lo que descartamos la ausencia de
mensajero de este gen como la causa de falta de expresion de moléculas HLA de clase 1.
A pesar de que estos tumores no presentaban fenotipo MIN, la ausencia de inestabilidad
de microsatélites no excluye mutaciones en 32m, mutaciones que suelen aparecer en las
secuencias de repeticion que se esquematizan en la figura 7. El anélisis de secuenciacion
de la secuencia completa del ARNm del gen de la f2m de los 11 casos puso de
manifiesto la ausencia de mutaciones en estos tumores. En la figura 8 vemos la
secuenciacion de las zonas propensas a mutar de un tumor de vejiga y dos ejemplos de
mutaciones encontrados en tumores de colon. Los resultados completos se muestran en

la tabla 10 (pag 20).

Exén 1 Exoén 2 Exén 3

Figura 7. Esquema del ARNm del gen de la 32m con las cuatro zonas de repeticion.
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TACT CT T T T T T 6fllr 6 a a &

T

CO 135 CO 86

A C T ¢ T C T T T C T G

Figura 8. Secuenciacion del ARNm de 32m. En la parte superior tenemos uno de los casos de vejiga, que no
muestra alteraciones en las zonas propensas a mutar al igual que el resto de casos de vejiga. En la parte
inferior tenemos dos ejemplos de mutaciones en estas zonas en dos carcinomas de colon, el primero ha
perdido un CT y el segundo una A.

1.3.2. ESTUDIO DEL GRADO DE METILACION GENICA EN HLA DE
CLASE I.

Como ya dijimos en la introduccidén, se han descrito pérdidas totales de
expresion de HLA de clase I por hipermetilacion de la region de la cadena pesada de
HLA de clase I, por lo que estudiamos si este mecanismo estaba involucrado en
nuestros tumores de vejiga.

El ADN tumoral y el obtenido de linfocitos autdlogos de los 11 casos se sometid
a digestion con endonucleasas de restriccion sensibles a metilacion y se compararon las
bandas obtenidas en Southern Blot al revelar con sondas especificas para el locus A y el
B. Como podemos ver en la figura 9, obtuvimos un patron de bandas similar en las
parejas de tumor y leucocitos de cada paciente (a diferencia del ejemplo de la figura 10),
esto nos indica que no existe un aumento de la metilacion del promotor de HLA de
clase I y que la hipermetilacion del gen la cadena pesada de HLA no es el mecanismo
involucrado en la pérdida de expresion de moléculas HLA de clase I en los carcinomas

de vejiga de nuestro estudio. Los resultados de todos los casos se recogen en la tabla 10.
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Hpall

Figura 9. Digestion con endonucleasas de restriccion sensibles a metilacion y revelado de la
region de HLA con sonda especifica de locus A en tumores de vejiga. Podemos comprobar que
no se observan diferencias entre los tumores (4 primeras calles) y los linfocitos autologos (PBL).

Linfocitos MSR3-mel

Figura 10. Ejemplo de hipermetilacion de la region HLA-A en una linea de melanoma. Como
podemos comprobar, en la linea tumoral el niumero de bandas es menor ya que la

hipermetilacion impide la actuacion de la endonucleasa de restriccion sensible a metilacion.
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TABLA 10. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES,

MUTACIONES EN $2M E HIPERMETILACION

Inestabilidad Mutaciones en

Hipermetilacion de

Caso microsatélite 32m HLA
VE 4 NEG NEG NEG
VE 6 NEG NEG NEG
VE 18 NEG NEG NEG
VE 22 NEG NEG NEG
VE 33 NEG NEG NEG
VE 37 NEG NEG NEG
V341 NEG NEG NEG
VE 52 NEG NEG NEG
VE 56 NEG NEG NEG
VE 77 NEG NEG NEG
VE 80 NEG NEG NEG

NEG: negativo.
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1.3.3. CUANTIFICACION DE NIVELES DE TRANSCRIPCION DE LOS
GENES DE MOLECULAS DEL COMPLEJO HLA DE CLASE I Y DE
LA MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO ANTIGENICO

Puesto que en los estudios hasta ahora descritos no habiamos encontrado un
mecanismo que justificase la pérdida de expresion de HLA de clase I en nuestros casos,
decidimos comprobar si la pérdida de expresion en superficie se debia a defectos de
transcripcion de genes involucrados. Para este estudio se realizd microdiseccion de

nidos tumorales, obtencion de ADNc y PCR a tiempo real.

1.3.3.1.  Genes de referencia y control

La cuantificacion del nivel de transcripcion del gen de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa tiene como finalidad corregir diferencias entre muestras debidas a
variaciones en la cantidad de ARN obtenida en los distintos tumores, al usar el numero
de copias de este gen de referencia como factor de correccion. Los resultados iniciales
al cuantificar el grado de ARNm de un gen se obtienen en copias por microlitro, al
dividir por el nimero de copias del gen de referencia, obtenemos el resultado como
nimero de copias de ARNm del gen estudiado por copia de ARNm del gen de
referencia. El gen de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, como ya se menciond en
material y métodos, es un gen de expresion constante y proporcional a la cantidad de
ARN que habia en la muestra. No esta involucrado en la maquinaria del procesamiento
antigénico y su pérdida haria inviable a la célula. Como gen de control se uso la beta
actina, este gen tampoco esta involucrado en el procesamiento antigénico.

Los niveles de expresion obtenidos en los dos grupos de tumores no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de G6PDH (p = 0,29), lo que
nos indica que la calidad y cantidad del ARN obtenido en los dos grupos es similar. Asi
mismo, tampoco se hallaron diferencias en la expresion de beta actina, esto nos sirve
como control, ya que un gen no involucrado en la maquinaria del procesamiento
antigénico no deberia dar distintos niveles de expresion en los dos grupos estudiados y

de hecho, no encontramos diferencias (p = 0,78).
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1.3.3.2.  Genes involucrados en el procesamiento y presentacion

antigénica mediada por moléculas HLA de clase 1.

El nimero de copias de ARNm de genes involucrados en el procesamiento y

presentacion antigénica (beta2-microglobulina, cadena pesada HLA, tapasina , TAP-1,

TAP-2, LMP-2 y LMP-7) se corrigieron para hacerlas relativas a la expresion de

G6PDH, como hemos comentado. Los resultados obtenidos se reflejan en las figuras 11

a 17. El eje de abscisas refleja el nimero de copias de ARNm de la molécula estudiada

por cada copia de ARNm del gen de la G6PHD. En la tabla 9 se recogen todos los

valores que obtuvimos.

TRANSCRIPCION DE 2-MICROGLOBULINA

1800 4
1600
1400
1200
1000
800 4

600 4

o _nolloooaoa EIHEI o

VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE

4 6 18 22 33 37 41 52 56 77 80 26 34 44 47 51

il

VE VE VE VE VE
54 72 87 93 96

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA TUMORES POSITIVOS PARA HLA

Figura 11. Niveles transcripcionales de beta2-microglobulina
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TRANSCRIPCION DE CADENA PESADA

600

300 4

200 4

100
VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE
4 6 18 22 33 37 41 52 56 77 80 26 34 44 47 5154 72 87 92 96

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA  TUMORES POSITIVOS PARA HLA

Figura 12. Niveles transcripcionales de cadena pesada de HLA de clase |

TRANSCRIPCION DE TAPASINA

70,00 4
60,00 4
50,00
40,00 4
30,00 4

20,00 4

0l 0agll]

10,00 H H

0,00 D‘D‘D‘I:II_IDD 1 |
VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE
4 6 18 22 33 37 41 52 56 77 80 26 34 44 47 51 54 72 87 92 96

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA TUMORES POSITIVOS PARA HLA

Figura 13. Niveles transcripcionales de tapasina.
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TRANSCRIPCION DE TAP-1

S ol alonldoid

VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE
4 6 18 22 33 37 41 52 56 77 80 26 34 44 47 5154 72 87 92 96

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA  TUMORES POSITIVOS PARA HLA

Figura 14. Niveles transcripcionales de TAP-1

TRANSCRIPCION DE TAP-2

120
100 4
80 o
60
40

20

°

0 DH 1o QED

'VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE
4 6 18 22 33 37 41 52 5677 80 26 34 44 47 51 54 72 87 93 96

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA  TUMORES POSITIVOS PARA HLA

Figura 15. Niveles transcripcionales de TAP-2
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TRANSCRIPCION DE LMP-2

g

VE VE VE VE VE VE' VE
22

o

VE VE VE

18 33 37 41 52 56 77 80

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA

o U U U U
VE VE VE VE VE VE VE VE VE VE
26 34 44 47 51 54 72 87 93 96

TUMORES POSITIVOS PARA HLA

Figura 16. Niveles transcripcionales de LMP-2

TRANSCRIPCION DE LMP-7

DDHDHHD HDD DHH

|

VE VE VE VE

4 6 18 22 33 37 41 52 56 77 80

TUMORES NEGATIVOS PARA HLA

26 34 4“4 47

TUMORES POSITIVOS PARA HLA

VE VE VE VE VE VE VE
51 54 72 87 93 96

VE

Figura 17. Niveles transcripcionales de LMP-7
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TABLA 11. RESUMEN DE LOS NIVELES TRANSCRIPCIONALES DE
COMPONENTES DE LA MAQUINARIA DEL PROCESAMIENTO ANTIGENICO.

R2m/ Cad pes/ | tapasina/| TAP 1/ TAP-2/ LMP-2 / LMP-7 /
TUMOR GPDH GPDH GPDH GPDH GPDH GPDH GPDH
Tumores HLA clase | negativos
VE-04 9 4,6 2,08 7,2 8,4 0,01 0,37
VE-06 33 13,7 1,69 44,5 41,1 0,04 0,54
VE-18 56 6,6 4,11 282,3 62,3 0,22 1,14
VE-22 7 7,3 1,03 5,8 9,2 0,06 0,72
VE-33 98 26,7 7,71 27,7 22,4 0,39 1,95
VE-37 145 17,3 4,92 10,6 30,8 0,00 1,25
VE-41 92 37,5 5,76 128,9 15,1 0,16 0,89
VE-52 82 51,6 11,76 183,1 12,3 0,01 0,21
VE-56 44 29,6 4,07 35,0 95,9 0,00 2,02
VE-77 58 42,4 11,89 211 7,8 0,24 0,81
VE-80 29 12,4 14,05 7,8 11,5 0,04 0,54
Tumores HLA clase | positivos
VE-26 84 34,3 15,44 110,6 47,0 0,13 0,60
VE-34 285 26,3 10,33 514,8 63,6 1,12 1,63
VE-44 94 21,0 12,47 137,8 65,2 0,07 2,15
VE-47 879 4679 36,25 176,3 73,3 0,67 5,17
VE-51 93 40,5 11,12 825,9 40,3 0,66 2,45
VE-54 1671 505,7 5,06 311,7 36,8 1,72 9,30
VE-72 1073 361,2 4,82 146,6 97,1 1,48 6,73
VE-87 1036 219,8 58,55 935,5 85,0 1,32 3,02
VE-93 230 1054 17,62 231,9 50,6 0,19 1,37
VE-96 301 545,7 15,63 685,5 76,3 1,58 3,58
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1.3.3.3.  Analisis de los resultados

1.3.3.3.1. Especificidad de los amplificados.

La especificidad de los resultados se comprobd de distinta manera segun el
método de deteccion empleado. En el caso de empleo de sondas especificas para la
deteccion del amplificado, como es el caso de la GPDH, 32m y cadena pesada de HLA,
solo se detecta sefal de amplificacion cuando estd el transcrito especifico, de todas
formas, las muestras fueron analizadas en gel de agarosa. Para comprobar la
especificidad del amplificado cuando se emplea SYBR green I hemos de realizar el
analisis de las curvas de fusion (ver fundamento en material y métodos). También

realizamos el analisis en gel de agarosa, como se muestra en la figura 18.

Figura 18. Andlisis en gel de la amplificacion de TAP-2. En la primera fila estan los
casos negativos para HLA de clase I en el mismo orden que las grdficas y en la segunda

los casos positivos, tres calibradores (20, 200 y 2000 copias/d) y el control negativo.
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1.3.3.3.2. Analisis estadistico de los resultados.

En el andlisis estadistico de los resultados se empleo el test de Mann-Witney,
este test no paramétrico nos indica si existen diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos comparados en los niveles transcripcionales de los distintos genes
estudiados. Los resultados obtenidos nos indicaron que si existian diferencias entre el
grado de transcripcion de los genes involucrados en el procesamiento y presentacion
antigénica mediada por moléculas HLA de clase I, siendo el nivel transcripcional mayor
en los tumores que se detectd expresion de HLA de clase 1 en superficie mediante
inmunohistoquimica. No se encontraron diferencias en el gen de referencia (G6PDH) ni
en el de control (beta-actina). Los resultados del test de Mann-Witney se reflejan en la
tabla 10.

También comprobamos diferencias en grado y estadio entre los dos grupos, para
comprobar si existia asociacion entre estos dos parametros y la baja regulacion de
moléculas de HLA de clase I, el andlisis demostré que no existian diferencias en grado

de diferenciacion (p = 0,53) ni en estadio (p = 0,69) entre los dos grupos de tumores.

Tabla 12. ANALISIS ESTADISTICO DE DIFERENCIAS TRANSCRIPCIONALES.

Gen estudiado Valor de p
Cadena pesada HLA clase [ 0.003
Beta2-microglobulina 0.002
Tapasina 0.009
TAP-1 0.002
TAP-2 0.005
LMP-2 0.001
LMP-7 0.001
Beta-actina 0.78
G6PDH 0.29

Valores de p<0,05 indican diferencias de expresion estadisticamente significativas
entre el grupo de tumores positivos y el grupo de tumores negativos para HLA de clase
1, para un intervalo de confianza del 95%
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2. IMPLICACIONES PRONOSTICAS DE LAS ALTERACIONES DE
EXPRESION DE HLA DE CLASE I

Las moléculas HLA de clase I juegan un papel crucial en el reconocimiento de
antigenos tumorales y en la regulacion de la respuesta citolitica de las células NK, por lo
que nuestro siguiente paso fue comprobar en qué modo estas alteraciones se relacionan
con las caracteristicas del tumor y la evolucion de los pacientes. Como se especifica en
material y métodos, los tumores se distribuyeron en tres grupos. La intencion al realizar
estos tres grupos es establecer una division que nos permita distinguir entre tumores con
un distinto comportamiento inmunolégico.

En el primer grupo se incluyeron los tumores en los que no encontramos
alteraciones en HLA de clase I, estos tumores serian susceptibles de expresar antigenos
tumorales y ser atacados por linfocitos T citotoxicos. El segundo grupo contiene los
tumores con alteraciones parciales en HLA de clase I, estos tumores pueden retener o
perder las moléculas HLA de clase I adecuadas para inhibir la lisis mediada por células
NK y haber perdido las moléculas HLA de clase I que puedan presentar un péptido
antigénico inmunogeno a los CTLs. El tercer grupo engloba a los tumores con una baja
expresion generalizada de moléculas HLA de clase I, este grupo evadiria las respuestas
especificas mediadas por CTLs pero seria susceptible de control inmunoldgico a través

de células NK.

Los pardmetros clinico-patologicos estudiados fueron progresion, recidiva,
metastasis, infiltracion local de ganglios linfaticos, tamafio tumoral, grado tumoral,
estadio tumoral y grado de infiltracion linfocitaria del tumor. Las caracteristicas de cada
tumor se muestran en la tabla 13 (ver Tabla 1 de material y métodos para descripcion
detallada de los parametros que no se reflejan), como podemos observar, hemos
conservado el caso VE-94 a pesar de que no se pudo determinar si tenia LOH por ser
muy infiltrado, el motivo es que el tumor muestra alteraciones parciales de expresion de
HLA por inmunohistoquimica y el grupo en el que se encasilla no va a variar por tener o

no tener LOH.
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Tabla 13 : ALTERACIONES DE EXPRESION DE HLA DE CLASE I, CARACTERISTICAS

HISTOLOGICAS Y CLINICAS EN 70 TUMORES DE VEJIGA.

Tumor | T N M  Grado EXPRESION HLA PROGRESION RECIDIVA
VE-003 | a 0 0 2 FENOTIPO II NO NO
VE-004 | 3 X X 3 FENOTIPO [ NO NO
VE-005 | a 0 0 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-006 | 3 0 0 3 FENOTIPO I NO NO
VE-008 | 2 X X 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-009 | 2 X X 2 FENOTIPO I NO NO
VE0I0 [ a 0 0 2 FENOTIPO IV NO si
VE-OIL | 1T 0 0 2 FENOTIPO V NO Si
VEOI2 | 1 0 0 2 FENOTIPO I NO Si
VEOI3 | a 0 0 2 FENOTIPO I NO NO
VE-0I7 | 3 0 0 3 FENOTIPO II NO NO
VE-OIS | 3 0 0 3 FENOTIPO I NO NO
VE-021 | 2 0 0 1 FENOTIPO II NO NO
VE-022 | 2 0 0 2 FENOTIPO I NO NO
VE-023 | 1 0 0 2 FENOTIPO II NO si
VE-024 | 1 0 0 2 FENOTIPO II si si
VE-025 | 1 0 0 2 FENOTIPO IV NO sf
VE-026 | 4 X X 2 CLASE I POSITIVO Si NO
VE-027 | 3 0 0 3 CLASE I POSITIVO si si
VE-030 [ a 0 0 3 CLASE I POSITIVO si si
VE-031 | 2 X X 3 FENOTIPO 11 si si
VE-033 | a 0 0 2 FENOTIPO I NO S
VE-034 | 3 1 0 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE035 | a 0 0 2 FENOTIPO IV si si
VE-036 | 1 0 0 2 FENOTIPO 11 si si
VE-037 | 1 0 0 2 FENOTIPO I NO NO
VE-038 | 2 0 0 3 FENOTIPO IV NO NO
VE-039 | a 0 0 2 FENOTIPO II NO si
VE-041 | 3 1 1 3 FENOTIPO I NO NO
VE-043 | 2 0 0 3 FENOTIPO V sf si
VE-044 | 1 0 0 2 CLASE I POSITIVO NO Si
VE-046 | 3 1 0 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-047 | 2 3 0 3 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-050 | 2 0 0 3 CLASE I POSITIVO si NO
VE-051 | 3 0 1 3 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-052 | 1 0 0 2 FENOTIPO I NO NO
VE-054 | 1 0 0 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE055 | a 0 0 1 FENOTIPO I NO si
VE056 | 1 0 0 2 FENOTIPO I NO si
VE058 | a 0 0 2 FENOTIPO V si st
VE-060 | 2 0 0 3 FENOTIPO V NO NO
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Tumor | T N M  Grado EXPRESION HLA PROGRESION RECIDIVA
VE061 [ 1 0 0 3 FENOTIPO V NO Si
VE-062 | a 0 0 2 FENOTIPO III NO NO
VE-063 | 2 X X FENOTIPO II NO NO
VE-067 | 3 3 0 3 FENOTIPO V si NO
VE-068 | 3 1 X 3 FENOTIPO III NO NO
VE-069 | 2 1 0 2 FENOTIPO I NO NO
VE-071 | a 0 0 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-072 | X X X X CLASE I POSITIVO NO NO
VE-075 | a 0 0 2 FENOTIPO IV NO Si
VE-076 | 2 2 FENOTIPO IV st si
VE-078 | 1 0 0 2 FENOTIPO [ NO NO
VE079 | a 0 0 2 FENOTIPO 11 si si
VE-080 | a 0 0 2 FENOTIPO I NO NO
VE-081 | 2 0 0 2 FENOTIPO II NO NO
VE-082 | a 0 0 2 FENOTIPO IV NO NO
VE083 | 2 0 0 2 FENOTIPO II NO NO
VE-084 | 2 0 0 3 FENOTIPO V NO NO
VE-085 | 2 0 0 3 FENOTIPO V NO NO
VE08 | a 0 0 2 FENOTIPO III si si
VE-087 | 2 1 1 3 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-088 | 2 X X 3 FENOTIPO I NO NO
VE089 | 2 0 0 2 FENOTIPO V si NO
VE-09 | X X X X FENOTIPO III si st
VE-091 | a0 0 2 FENOTIPO III NO NO
VE-092 | a 0 0 2 FENOTIPO II NO si
VE-093 | a 1 0 2 CLASE I POSITIVO NO NO
VE-094 | 3 0 0 3 FENOTIPO 11 6 IV si si
VE-095 | a 0 0 2 FENOTIPO IV NO Si
VE-09% | 2 0 0 2 CLASE I POSITIVO si si

Fenotipo I: pérdida total de expresion de moléculas HLA-ABC. Fenotipo II: pérdida de
un haplotipo. Fenotipo Ill: pérdida de un locus. Fenotipo IV: pérdida de un alelo.

Fenotipo V: fenotipo compuesto.
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El andlisis estadistico de los datos mostr6 significacion estadistica para la
recidiva tumoral (p = 0,010). Debido a que el nimero de casos de algunos de los grupos
en los que se subdividen los casos al hacer el analisis estadistico es bajo, no pudimos
determinar significacion estadistica con progresion, metastasis a distancia y metastasis
ganglionar pues el andlisis solo resultd plenamente fiable para el estudio de la recidiva;
un futuro aumento del tamafio muestral permitirda un adecuado estudio de estas

relaciones.

En la figura 19 vemos la representacion grafica de los tumores que recidivan
segin su expresion de HLA de clase I, como podemos ver una mayor tendencia a la
recidiva de los tumores con alteraciones parciales en la expresion de HLA de clase I
(recidivan 21 de 37). Los tumores con pérdida total y sin alteraciones muestran una

frecuencia menor de recidiva (4 de 17 y 3 de 16 respectivamente).
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Sin alteracién Alteracion parcial Pérdida total
Chi cuadrado de Pearson = 0,010

Figura 19. Relacion entre recidiva y alteracion HLA de clase 1.
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DISCUSION
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1. Introduccidon

La finalidad del presente estudio es la de caracterizar las alteraciones de HLA de clase I
en 70 tumores de vejiga. El papel de estas moléculas es crucial en la interaccion del tumor con
linfocitos T capaces de producir lisis especifica de células tumorales, por reconocimiento de
un péptido tumoral cargado en un alelo HLA especifico (Coulie et al., 2001; Gueguen et al.,
1998; Karanikas et al., 2001; Baurain et al., 2000). Las moléculas de HLA de clase I también
interaccionan con células NK, que pueden reconocer pérdidas de expresion de estas

moléculas(Karre, 2002).

Las células tumorales con alteraciones en la expresion de moléculas HLA de clase I
pueden tener ventajas en su desarrollo. Asi, la pérdida del alelo HLA de clase I que presenta
un antigeno tumoral evitara la lisis especifica por linfocitos T citotoxicos. También una baja
expresion de moléculas HLA de clase I puede proporcionar ventajas a un tumor pues puede
disminuir lo suficiente la presentacion del antigeno tumoral como para no provocar respuesta
citotoxica, pero ademas, esta expresion baja puede ser suficiente como para evitar la lisis

mediada por células NK (Algarra et al., 1999).

Nuestro objetivo ha sido definir los mecanismos subyacentes en las alteraciones HLA
de clase I en tumores de vejiga y asi facilitar el camino para conseguir su reparacion con fines
inmunoterapéuticos. Un mismo patrén de expresion fenotipica de HLA de clase I podemos
hallarlo en distintos tumores, pero no necesariamente el mecanismo molecular subyacente
tiene por qué ser el mismo; por tanto, las medidas correctoras para restablecer la expresion de
estas moléculas seran distintas en funcidon del mecanismo por el que se han producido. Asi por
ejemplo, se ha descrito que tumores con ausencia generalizada de expresion de HLA de clase
I son causados tanto por mutaciones en los genes de la f2m como por ausencia de
transcripcion de la cadena pesada de HLA, causada por hipermetilacion de la region
HLA(Benitez et al., 1998; Browning et al., 1996; Serrano et al., 2001). También alteraciones
en la produccion, ensamblaje o transporte del péptido antigénico pueden causar ausencia total
de expresion de estas moléculas en la superficie celular(Sanda et al., 1995; Seliger et al.,

2000), como mas adelante comentaremos con mayor profundidad.
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2. Inmunohistoquimica y pérdida de heterocigosidad.

En el presente trabajo se han analizado una serie de tumores en los que ya se habia
realizado el estudio inmunohistoquimico de las pérdidas de HLA de clase I(Cabrera et al.,
2003). Los anticuerpos monoclonales usados en cada tumor se seleccionan en funcion del
tipaje HLA de clase I del paciente, realizado en linfocitos autdlogos y del panel de
anticuerpos monoclonales disponible(Cabrera et al., 1996). El panel de anticuerpos empleado
detecta los tumores con pérdida generalizada expresion de moléculas HLA de clase I de forma

adecuada.

La deteccion de pérdida de expresion de locus A y B es también adecuada(Spear et
al., 1985; Lozano et al., 1989; Burrone et al., 1985). Para el locus B se emplearon también
otros dos anticuerpos que proporcionan valiosa informacion, uno frente a la especificidad
comin Bw4 y otro frente a Bwo6.

Para la investigacion de alteraciones del locus C no se han desarrollado anticuerpos
especificos que funcionen adecuadamente en inmunohistoquimica, por lo que s6lo podemos
aseverar la pérdida del locus C en los tumores que presentan pérdida generalizada de
moléculas HLA de clase I (fenotipo I). La pérdida del locus C puede ser importante en el
control inmunolédgico del tumor, ya que buena parte de los receptores inhibidores NK tienen
sus ligandos HLA de clase I en moléculas de este locus(Moretta and Moretta, 1997; Farag et

al., 2002).

En el estudio de pérdidas alélicas se emplearon anticuerpos capaces de reconocer los
alelos A2, A3, A23, A24, A28, A30 y A31 y los alelos B7, B8, B13, B44 y B45; para
algunos alelos se dispone de 2 anticuerpos, por lo que aumenta la fiabilidad de la deteccion de
su pérdida. Los alelos B pudieron ser estudiados de forma mas precisa al combinar el estudio

los resultados obtenidos con los anticuerpos que reconocen HLA-Bw4 y HLA-Bw6.
Con el objeto de conocer mas acerca de las alteraciones en HLA decidimos realizar el

estudio de pérdida de heterocigosidad (LOH) en cromosomas 6 (HLA) y 15 (82m). La

relevancia de la deteccion de LOH en la region de HLA reside en que la pérdida de un
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haplotipo elimina tres alelos de clase I que podian estar presentando un péptido inmundgeno,
facilitando asi el escape tumoral(Garcia-Lora et al., 2003; Campoli et al., 2002; Restifo et al.,
2002). La carencia de anticuerpos monoclonales especificos para todos los alelos HLA de
clase I ocasiona que en muchos casos el fenotipo II no pueda definirse correctamente por
inmunohistoquimica, determinandose otro fenotipo de forma erréonea. Asi por ejemplo, un
caso que haya perdido un haplotipo HLA puede haber sido clasificado de distintas formas
segun el tipaje HLA del paciente. Si no tuviésemos anticuerpos frente a ninglin alelo perdido,
el tumor habria sido clasificado sin alteraciones. En el caso de determinar la pérdida de un
alelo, seria clasificado como fenotipo IV y en el caso de poder determinar los dos alelos
perdidos, habria sido clasificado como un posible fenotipo II porque tampoco podriamos
excluir la posibilidad de la pérdida de un alelo en cada cromosoma. Por tanto, el estudio de
LOH viene a mejorar la clasificacion de los casos estudiados.

La relevancia de determinar LOH el gen de la 32m reside en que se ha descrito que
este gen se inactiva mediante LOH de un alelo y otra mutacién en el segudo alelo, por tanto,
un tumor con LOH en un alelo posteriormente puede sufrir otra alteracion y conducir a un
fenotipo I(Benitez et al., 1998). Ademas, la presencia de un solo alelo funcional creemos que
podria causar una menor expresion de HLA de clase I en superficie, ya que la cantidad de
32m disponible se reduce a la mitad, pudiendo incluso limitar la expresion de moléculas HLA

no clasicas.

En nuestro trabajo encontramos un porcentaje de LOH en 6p21 del 36%, estudios de
LOH en otras regiones cromosOmicas en carcinomas de vejiga han arrojado distintos
porcentajes de pérdida de heterocigosidad, siendo las frecuencias maximas obtenidas del 40 al
67%. Las frecuencias mayores de LOH se obtienen en el cromosoma 9, donde se estudia la
presencia de genes reguladores del ciclo celular. La pérdida de heterocigosidad en
cromosoma 9 se describe en cinco regiones, 9p21, 9922, 9q31-32, 9933 y 9q34; en el
cromosoma 5 en cuatro regiones, 5q13.3-q22, 5q22-q31.1, 5q31.1-q32, y 5934, y en el
cromosoma 3 en las regiones 3pl2-14, 3p21.3-22 y 3p24.2-25(Bohm et al., 2000;
Erbersdobler et al., 1998; van Tilborg et al., 2002; Saran et al., 1996). Otros estudios de
pérdida de heterocigosidad en 6p21 en tumores de diferente estirpe histoldgica y que utilizan
un panel similar de microsatélites obtienen frecuencias de LOH similares o superiores, asi en

tumores colorectales la frecuencia encontrada fue del 40%(Maleno et al., 2004), en
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carcinomas de laringe del 52%(Maleno et al., 2002), del 49% en tumores de cabeza y
cuello(Feenstra et al., 2000) y del 50% en céancer cervical(Koopman et al., 2000). Sin
embargo, en tumores renales de células claras el porcentaje de LOH encontrado es menor, del
7%(Maleno et al., 2004). Las diferencias obtenidas en distintos tejidos ponen de manifiesto
que la frecuencia de LOH en 6p21 depende del tipo de tumor.

En 15q, donde se localiza el gen de la B2m, obtuvimos una frecuencia de LOH del
55%. Este porcentaje es mayor que el encontrado en tumores de laringe, donde se ha obtenido
una frecuencia del 41% (Maleno et al., 2002) y mayor que en tumores de cabeza y cuello,
donde se ha detectado una frecuencia del 40% en tumores con baja expresion de f2m y del
29% en casos con baja expresion de HLA de clase I(Feenstra et al., 2000). En nuestro estudio,
los tumores con mayor frecuencia de LOH en [12m son los que han perdido un haplotipo
HLA (11 de 12), seguidos de los tumores con pérdida total de expresion de HLA (10 de 16) y
los tumores con alteraciones mixtas (6 de 9). Los tumores sin alteraciones en la expresion de
HLA (6 de 13) y aquellos con expresion deficiente de un locus HLA de clase I (0 de 4) o de
un alelo (3 de 10) son los que presentan menores frecuencias de pérdida de heterocigosidad en

B2m.

Los microsatelites empleados en el estudio de LOH en la region de HLA fueron 8, de
los cuales 4 se situan dentro de la zona de genes de clase I, uno en la zona de genes de clase
III y uno a cada lado de la region HLA(Maleno et al., 2004). El tltimo microsatélite se sittia
en 6q24 y nos sirve para detectar pérdidas del cromosoma completo; con este panel, la region
de HLA de clase I, de unas 4Mb de longitud, queda a nuestro juicio suficientemente
estudiada.

En el caso de la 32m se emplearon dos microsatélites, uno de los marcadores es
centromérico y estd muy proximo al gen, el otro microsatélite es telomérico y esta algo mas
alejado. El tamafio del gen es de unas 6,7Kb (NCBI database); con dos microsatélites en
principio seria suficiente, ya que para estudiar LOH en HLA empleamos 8 para una region
mucho mayor, de 4Mb. Sin embargo, otros autores (Koene et al., 2004)han planteado dudas
acerca de que el estudio de microsatélites en 2m sea representativo de pérdida de uno de los

dos genes, dudas que a continuacién vamos a analizar.
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Estos autores han cuestionado el estudio de LOH en el gen de la B2m porque al
realizar hibridacion in situ con sondas para el centrémero del cromosoma 15 encontraron un
alto indice de aneuploidia. Por esta aneuploidia se ha planteado que algunas LOH parciales
por andlisis de microsatélites pueden ser debidas a duplicaciones en el tumor de uno de los
cromosomas, duplicaciones que provocarian un aumento de intensidad de la deteccion del
alelo situado en ese cromosoma, produciéndose asi un desequilibrio entre los dos alelos al
comparar con DNA de linfocitos autélogos(Koene et al., 2004).

Incluso en LOH absolutas, segiin este razonamiento, podrian existir dos 0 mas copias
funcionales del gen de la B2m, ya que el hecho de que se detecten 3 cromosomas 15 (por
ejemplo) no descarta que se haya producido pérdida de uno de los dos originales y que el
cromosoma restante por fenémenos de duplicacién y no-disyuncion haya originado los 3
cromosomas que se detectan; este fendmeno, no seria relevante si el gen es funcional, ya que
tendriamos 3 copias de un gen sin polimorfismo. En la region de HLA no ocurre lo mismo, ya

que se perderia uno de los haplotipos.

Sin embargo, como critica a estos autores, hay que decir que la sonda que se emplea
en este estudio es una sonda centromérica que puede no reflejar las alteraciones que se hayan
producido en 15921, que es donde estéd el gen de la 2m; ademads, en estudios de hibridacion
gendmica comparativa (HGC) no se ha encontrado ganancia génica en 15q en tumores

vesicales(Hurst et al., 2004; Prat et al., 2001).

La misma duda podria plantearse en el cromosoma 6 para las LOH parciales aunque
no para las totales, ya que por mucho que se duplique el cromosoma 6 remanente, la célula
habra perdido la mitad de sus alelos HLA. De hecho, estudios de HGC y estudios de cariotipo
muestran alteraciones en 6p, con ganancia génica de esta zona; el estudio detallado por HGC
ha acotado la zona de ganancia génica a 6p22.3, donde se han propuesto algunos genes como
protoncogenes activadores del ciclo celular, ya que en los tumores con mayor grado de
proliferacion se ha demostrado una mayor amplificaciéon génica de esta zona (Hurst et al.,
2004; Prat et al., 2001; Tomovska et al., 2001; Bruch et al., 2000). Incluso asumiendo que la
LOH parcial en algunos casos se deba a duplicaciones de un haplotipo HLA y no a
delecciones del otro, este hecho puede seguir teniendo implicaciones bioldgicas, ya que la

sobreexpresion de unos alelos en superficie puede enmascarar la presencia del antigeno
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tumoral en un alelo con baja expresion y provocar en el sistema inmune una respuesta de

anergia(Pardoll, 1999; Makki et al., 2002; Schreiber et al., 2002).

En nuestro estudio, tras realizar el estudio de LOH y de tipaje gendmico, teniendo
como base los resultados de expresion por inmunohistoquimica, clasificamos los tumores
nuevamente. Con el uso de anticuerpos monoclonales se habian detectado un 72% de tumores
con alteraciones en HLA de clase I(Cabrera et al., 2003). Al usar la técnica de microsatélites,
el porcentaje aumentd al 77% porque se detect6 LOH en tumores clasificados como no
alterados por inmunohistologia. Los tumores con fenotipo III pasaron de ser un 12% a un 7%,
ya que al tener LOH, algunos pasaron al fenotipo V. Algunos tumores que por
inmunohistoquimica se consideraron fenotipo IV fueron clasificados como fenotipo II,
obteniéndose finalmente un 17% de tumores con fenotipo II y un 14% con fenotipo IV. En el
fenotipo II también se incluyeron algunos casos en los que por inmunohistoquimica no se
habian detectado alteraciones. Asi por ejemplo, los casos VE-31 y VE-39, en los que s6lo se
habia detectado la pérdida de un alelo, fueron clasificados como fenotipo II por tener LOH en
6p21 y casos como VE-35, VE-63 y VE-95 se mantuvieron como pérdidas alélicas ya que
eran heterocigotos para 6p21. Otros casos como VE-17, VE-24 y VE-81 pasaron de ser
considerados no alterados a estar incluidos en el fenotipo II, esto no contradice los datos
inmunohistoquimicos, ya que faltaban anticuerpos HLA clase I alelo especificos para

estudiar a fondo estos casos.

Estudios previos de alteraciones de expresion de HLA de clase I en tumores de vejiga
encuentran porcentajes de alteraciones diferentes a los nuestros. Estos estudios utilizan un
panel de anticuerpos madas reducido, lo que origina que el porcentaje de alteraciones
encontradas sea menor(Eryigit and Kirkali, 1990; Levin et al., 1991; Witjes et al., 1995). En
otro trabajo, donde se emplea un mayor panel de anticuerpos, el porcentaje de alteraciones es
mas parecido al encontrado por nosotros(Oliver et al., 1989). En ninguno de estos trabajos se
combina la técnica de inmunohistoquimica con la deteccion de LOH, por lo cual la
clasificacion es menos precisa y ademas no proporcionan informacion acerca del mecanismo

que ha originado la pérdida de expresion de estas moléculas.
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La aplicaciéon conjunta de las técnicas de microsatélites y tipaje gendmico nos
permitio determinar los alelos con pérdida de expresion y el mecanismo molecular subyacente
en estos casos con pérdida de haplotipo, donde la causa es estructural. Causas estructurales de
pérdida de expresion de HLA de clase I implicarian estrategias terapéuticas distintas para
conseguir la reexpresion de los alelos HLA que las empleadas si las alteraciones son debidas a
mecanismos de regulacion génica. Al tratarse de mecanismos reguladores, puede conseguirse
la  reexpresion de moléculas de HLA de clase I con tratamiento
inmunoestimulador(Alexandroff et al., 1999), mientras que delecciones del ADN precisan de

reconstruccion génica para conseguir la reexpresion(Nouri et al., 1994).
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3. Mecanismos de pérdida generalizada de expresion de HLA de clase 1.

Dentro de los tumores de vejiga, por inmunohistoquimica se definié un grupo que no
presentaba reactividad para los anticuerpos que reconocen todas las moléculas de HLA de
clase I (anticuerpos monomorficos). El estudio de tumores con este tipo de alteracion de otras
procedencias histologicas ha puesto de manifiesto que la causa no es siempre la misma y que
incluso dentro de un tipo de tumor pueden existir distintas alteraciones genéticas que

conduzcan a este fenotipo (Bicknell et al., 1996; Serrano et al., 2001; Cabrera et al., 2003).

3.1. Inestabilidad de microsatélites, mutaciones en B2m y metilacion génica.

Una de las causas por las que se puede perder la expresion de HLA de clase I es por la
falta de expresion de 32m asociada a mutaciones en el gen. Las mutaciones suelen aparecer en
secuencias de repeticion en los exones 1 y 2 (Bicknell et al., 1996; Yamamoto et al., 1999).
Las mutaciones en secuencias repetitivas se han relacionado con alteraciones en enzimas que
intervienen en la reparacion del ADN, la falta de estas enzimas conduce a mutaciones
caracteristicas en las zonas de repeticion del ADN, produciendo el llamado fenotipo
mutador(lonov et al., 1993).

Por tanto, el primer paso fue comprobar, mediante marcadores de microsatélites, si
existia inestabilidad de microsatélites (MIN) en los tumores clasificados como fenotipo I. En
nuestros casos no encontramos inestabilidad de microsatélites para TGFBRII ni para BAT26,
dos marcadores que suelen encontrarse alterados cuando existen fallos en los mecanismos
reparadores de bases mal apareadas en el ADN, ya que contienen secuencias de repeticion de
mononucledtidos propensas a sufrir apareamientos erroneos(Aaltonen et al., 1993).

Algunos autores han encontrado inestabilidad de microsatélites en tumores de vejiga
(Linn et al., 1997; Christensen et al., 1998; Uchida et al., 1996), en alguno de estos estudios se
engloba la LOH dentro de la inestabilidad de microsatélites, pero la LOH no es un fenémeno
asociado a defectos de las enzimas encargadas de corregir errores de nucleotidos

desapareados.
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En general hay falta de uniformidad en los criterios y marcadores empleados para
definir la inestabilidad de microsatélites; los resultados de nuestro estudio concuerdan con lo
obtenido por otros autores que han utilizado el mismo tipo de marcadores(Bonnal et al.,
2000).

Los trabajos citados sobre inestabilidad de microsatélites en tumores de vejiga
muestran la existencia de distintos patrones de inestabilidad. Asi, algunos tumores presentan
un patron de multiples alelos mientras que otros sélo presentan una variacion del peso
molecular de uno de los alelos. Nuestra opinion es que no indica el mismo grado de
inestabilidad la aparicion de un patron de multiples bandas en el tumor cuando en ADN
normal encontramos 2 (o picos si analizamos el amplificado por electroforesis capilar) que la
aparicion de un patron de alguna banda adicional o un patrén de igual nimero de bandas en el
ADN normal y tumoral pero a un peso molecular distinto en el ADN tumoral(Linn et al.,
1997; Christensen et al., 1998; Uchida et al., 1996). En este contexto, el patron de multiples
alelos sugiere la existencia de diferentes clones en el tumor mientras que la aparicién de una
unica banda pero con diferente peso molecular indicaria la naturaleza monoclonal del tumor.
Este ultimo patron es el que se ha detectado predominantemente en los tumores de vejiga.
Esto nos indica que todas las células tumorales son monoclonales para la alteracion y sugiere
la existencia de una fase de inestabilidad en el ADN y una posterior estabilizacién que
explicaria el que se mantenga la clonalidad del tumor para el marcador o marcadores
alterados, a diferencia de lo que ocurre cuando se encuentra un patréon de bandas adicionales,
ya que las células tumorales, al seguir siendo inestables, sufren nuevas alteraciones del

marcador y se pierde la monoclonalidad.

Los resultados concuerdan con los obtenidos en el analisis de LOH con marcadores de
microsatélite en 6p. En este estudio la aparicion de MIN fue excepcional, tinicamente el
marcador C.1.2.5 en el caso VE 69, mostr6 un patron de inestabilidad de microsatélites.

La falta de inestabilidad de microsatélites no excluye la posibilidad de mutaciones en
el gen de la B2m, por lo que pasamos a la siguiente fase del estudio, ya que aunque la mayoria
de los tumores con mutaciones en B2m tienen el fenotipo MIN, se han encontrado también
mutaciones puntuales que no se encuentran en la zona de microsatélites de la 32m, y que por

tanto no se asocian al fenotipo MIN(Benitez et al., 1998).
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El siguiente paso fue comprobar la existencia del ARN mensajero del gen de la 32m,
lo que nos indicaria la existencia de transcripcion del gen. Tras encontrar transcrito, sintetizar
ADNCc y realizar la secuenciacién, comprobamos que la secuencia no estaba alterada en
ninguno de los carcinomas de vejiga que presentan fenotipo 1. Nuestros resultados coinciden
con lo encontrado en tumores de laringe, mama y ovario(Fernandez et al., 2000; Feenstra et
al., 1999; Bicknell et al., 1996). Basandonos en que no encontramos alteraciones en la
secuenciacion de nuestros casos, descartamos esta alteracion en B2m como causa de la

pérdida de expresion generalizada de moléculas HLA de clase I.

Un mecanismo implicado en la regulacion de la transcripcion génica es el de cambios
epigenéticos en el ADN. Los fendmenos epigenéticos constituyen alteraciones que no
involucran cambios en la estructura primaria del ADN (Laird, 1997). Un tipo de estos
cambios es la metilacion génica, que esta asociada a la modulacion de la expresion génica. El
ADN hipermetilado es por lo general inactivo para la trascripcion (Baylin, 1997) ya que se
altera la estructura secundaria mediante un cambio conformacional del surco mayor del ADN,
cambio que interfiere con la maquinaria transcripcional (Yan et al., 2001). También la
hipometilacién génica se ha relacionado con inhibicion de la transcripcidn, como veremos

mas adelante.

Existen numerosos datos experimentales que implican a la metilacion del ADN,
especificamente en las regiones 5-CpG, en el control de la expresion génica y en el
silenciamiento de genes (Zingg and Jones, 1997; Baylin et al., 1998; Holliday, 2005). En este
contexto, los genes HLA de clase I se consideran regulados por metilacion (Guillaudeux et

al., 1995; Pontarotti et al., 1988).

Se han descrito patrones de metilacion aberrante del ADN tumoral en varios genes

INK4 - -
6 " que ocasiona la baja

incluyendo el gen supresor del retinoblastoma y la molécula pl
regulacion de dichas moléculas en tumores (Jones, 1999). Estos patrones de metilacion
aberrante de las islas CpG descritos en un gran nimero de tumores son de naturaleza tumor
especifica y no al azar (Costello et al., 2000). La hipermetilacion se ha sefialado como
responsable de la pérdida de expresion de moléculas HLA de clase I en carcinomas

escamosos de esofago, en donde un 45% de los tumores analizados exhibian la
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hipermetilacion de los promotores de las moléculas HLA de clase I (Nie et al., 2001), esto
también ha sido observado por nuestro grupo en células de melanoma(Serrano et al., 2001).
La baja regulacion de moléculas HLA de clase I también ha sido observada en estados de
hipometilacién génica presentes en células provenientes de sincitiotrofoblasto y en
neuroblastoma; en los ultimos, la pérdida del locus MEMO-1, un modificador de la
metilacion génica en la region del MHC, produce hipometilacion en las regiones 5’ y 3° de
los genes HLA de clase I reduciendo su nivel de expresion (Cheng et al., 1996), aunque no
esta claro si tal mecanismo puede actuar también en las células normales de las que proviene.
Estos resultados han sugerido la necesidad de un nivel de metilaciéon basal para activar la

transcripcion de los genes HLA de clase I (Onno et al., 1997).

En el estudio de metilacion de la region de HLA de clase I de los tumores de vejiga
con fenotipo I no encontramos hipermetilacion en ADN tumoral. Sin embargo, en otras zonas
del ADN la hipermetilacion si parece jugar un papel importante en los tumores de vejiga, ya
que se ha comprobado que este mecanismo participa en la silenciacion de distintos genes
supresores tumorales, como pl6(INKA) y pl4(ARF) (Marsit et al., 2005; Dulaimi et al.,
2004).

Un ejemplo de nuestros resultados en los tumores de fenotipo I podemos verlo en las
figuras 9 y 10 del apartado de resultados, donde se observa que los tumores muestran un
patron de metilacion similar en el tumor que en linfocitos autdlogos, a diferencia de las

alteraciones observadas en una linea control de melanoma.

3.2. Descenso generalizado de la transcripcion los genes de HLA de clase I 'y

de la maquinaria de procesamiento antigénico.

En los estudios de inmunohistoquimica es dificil diferenciar entre una reaccion
negativa o débilmente positiva, que a veces puede deberse a artefactos de la reaccion. El
hecho de no encontrar mecanismos estructurales que explicasen la carencia de expresion de
moléculas HLA de clase I, nos llevd a plantear la posibilidad de la implicacion de un

mecanismo regulador de la transcripcion de genes relacionados con la expresion de HLA de
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clase I como causa de este fenotipo en vejiga. De hecho, este tipo de mecanismo ya se habia
descrito en lineas tumorales humanas y de raton(Johnsen et al., 1998; Seliger et al., 2000),
donde se ha comprobado que otras moléculas no relacionadas o relacionadas pero no
especificas de la expresion de moléculas HLA de clase I (PA, calnexin, calreticulina, ER60 y
PDI) permanecen inalteradas o muy levemente afectadas.

Se ha propuesto el factor de transcripcion PML, que forma los cuerpos de PML
(promielocitic leukemia, observados inicialmente en leucemia promielocitica, de ahi su
nombre), como activador de la transcripcion de los genes HLA de clase I y de los genes de la
maquinaria de procesamiento antigénico (APM)(Zheng et al., 1998). En lineas tumorales
humanas de prostata y pulmoén se ha corroborado la relacion entre PML y expresion de HLA
de clase I(Zhang et al., 2003; Chang et al., 2002). Sin embargo, otros autores no han
encontrado esta relacion(Bruno et al., 2003).

Otro factor a tener en cuenta es el transactivador CIITA, que regula la transcripcion de
HLA de clase I y B2m pero no afecta de forma significativa a las moléculas TAP y
LMP(Gobin et al., 1998), por lo que no debe ser el factor regulador de los casos de vejiga
analizados ya que en nuestros casos si hemos encontrado una clara disminucién en TAP y

LMP.

En nuestro estudio comparamos los niveles transcripcionales de HLA-ABC, B2m y
genes de la APM entre tumores con fenotipo I y tumores en los que no habiamos detectado
alteraciones de expresion de HLA de clase I. El estudio se llevd a cabo mediante
microdiseccion de nidos tumorales y PCR cuantitativa, técnica que ha demostrado su utilidad
en la cuantificacion de la cantidad inicial de una molécula de ADNc en una muestra(Heid et
al., 1996; Higuchi et al., 1993; Lay and Wittwer, 1997). La PCR cuantitativa o PCR "a tiempo
real" nos permiti6 medir de forma precisa la cantidad de mensajero de cada una de las
moléculas estudiadas, con lo cual pudimos comparar los perfiles de expresion génica para

estas moléculas entre los dos grupos de tumores.

Nuestros resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos, al comparar los niveles transcripcionales de cadena pesada de HLA de clase I, 32m,
LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y tapasina, pero no en los niveles del gen de referencia

(G6PDH) ni del gen de control (B-actina). Esto nos permitié descartar diferencias en la
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calidad del ARN obtenido entre los dos grupos. De existir estas diferencias, podrian haber
causado un sesgo en los resultados porque no se puede descartar que la degradacion del ARN
afecte de forma distinta al mensajero del gen de referencia que al de los genes estudiados y
por tanto, se podrian obtener diferencias transcripcionales artefactuadas al corregir con el gen
de referencia.

Aunque encontramos diferencias en las moléculas mencionadas, no todas fueron
igualmente significativas, asi, las moléculas LMP-7, LMP-2, TAP-1 y B2m fueron las que
mostraron mayores diferencias, mientras que la menos afectada fue la tapasina. Estos
resultados apuntan hacia la presencia de un factor regulador comuin antes que a
modificaciones epigenéticas locales, ya que el gen de la B2m se haya en un cromosoma

diferente.

En la observacion minuciosa de las graficas de los resultados transcripcionales
comprobaremos que tumores del grupo sin alteraciones en HLA de clase I tienen en alguno de
los ARNm estudiados niveles tan bajos o incluso menores que los de algun caso negativo.
Puesto que estos tumores de hecho mantienen la expresion de HLA de clase I, la baja
transcripcion necesaria para producir un fenotipo I dependera de la combinaciéon adecuada de
niveles transcripcionales suficientemente bajos de los distintos genes implicados.

En nuestro trabajo no hemos podido hacer ensayos protedmicos debido a que la
cantidad de material obtenido por microdiseccion es insuficiente para este tipo de ensayos.
Otros autores si lo han realizado, comparando las moléculas HLA-ABC, 2m, TAP, LMP,
tapasina, calreticulina y ERp57, involucradas en el procesamiento y presentacion antigénica,
mediante Western blot y Northern blot en lineas de melanoma y cultivo de melanocitos
autologos(Giorda et al., 2003), estos autores encontraron que la expresion de estas moléculas,
salvo la de ERp57, era coordinada tanto en expresion como en transcripcion, aunque las
correlaciones estadisticas eran mas significativas en expresion. La cordinacion que
encontraron era mayor para unas moléculas que otras, por lo que establecieron una jerarquia
de coordinacion entre estas moléculas, jerarquia a la que llamaron "coordinomo" de HLA de

clase I.
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4. Implicaciones prondsticas y terapéuticas de las alteraciones de expresion de HLA de

clase |

Existen estudios anteriores de expresion de HLA de clase I en relacion con factores
pronosticos. Estos estudios utilizaban anticuerpos monoclonales frente a determinantes
monomorficos de moléculas HLA de clase 1 y P2m. Los resultados obtenidos eran
contradictorios. Uno de estos estudios encuentra asociacion entre la baja positividad frente al
anticuerpo y una menor supervivencia del paciente(Levin et al., 1991). En nuestro estudio no
pudimos relacionar las alteraciones de HLA de clase I con la supervivencia del paciente ya
que, desafortunadamente, no contamos con datos para establecer la supervivencia especifica
de los pacientes. Otro estudio, sin embargo, no encuentra relaciones entre la expresion de
HLA de clase I en tumores primarios de vejiga y pardmetros clinico-patologicos(Cordon-
Cardo et al., 1991). En estos trabajos no se emplearon anticuerpos especificos de locus ni de
alelo ni tampoco se realizé estudio de LOH, por lo que muchas alteraciones quedan sin ser

estudiadas.

Para el estudio de relaciones entre las alteraciones de HLA de clase I y el prondstico,
los tumores se dividieron en tres grupos; el criterio para formar estos tres grupos fue el de su
distinto nivel de expresion de moléculas HLA de clase I, que conllevard una distinta
interaccion frente a los mecanismos efectores del sistema inmune. Un primer grupo incluye
los tumores en los que no se han identificado alteraciones en la expresion de HLA de clase I,
este grupo tiene una expresion alta de estas moléculas y seria susceptible de presentar
péptidos tumorales que sean reconocidos por linfocitos T citotoxicos especificos. De hecho,
asi se ha demostrado en pacientes con tumores de mama, pulmon, vejiga y melanoma (Kass et
al., 2003; Karanikas et al., 2001; Gueguen et al., 1998; Coulie et al., 2001; Dunn et al., 2004).
El segundo grupo incluye los tumores en los que hemos encontrado alteraciones parciales de
expresion de HLA de clase I; estos tumores podrian sufrir lisis mediada por linfocitos T
citotoxicos que reconozcan los alelos HLA remanentes y por células NK con receptores
inhibidores frente a los alelos HLA perdidos(Moretta and Moretta, 2004). El tercer grupo
incluye los tumores con baja expresion generalizada de moléculas de HLA de clase I(Romero

et al., 2005). Estos tumores van a eludir la lisis mediada por linfocitos T citotdxicos pero
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serian susceptibles de ser lisados por células NK si la expresion de HLA de clase I es lo

suficientemente baja(Karre, 2002; Bottino et al., 2004).

Al realizar esta clasificacion encontramos que los tumores con alteraciones parciales
en la expresion de HLA de clase I son los que muestran una mayor tendencia a recidivar,
como hemos visto en el apartado de resultados. En nuestros casos, las alteraciones de HLA de
clase I no se correlacionan ni con el grado de diferenciacion ni con el estadio del tumor,
indicando una falta de relacion de las pérdidas de expresion de HLA de clase I con el proceso

de pérdida de diferenciacion que se produce en la célula tumoral.

Si aceptamos el control inmunoldgico del tumor, el fenotipo con alteraciones parciales
presentaria una ventaja al favorecer el escape simultaneo frente a células T y NK. Este
fenotipo permitiria la supervivencia del tumor dado que una alteracion parcial de la expresion
de HLA de clase I permitira escapar de la lisis de linfocitos T citotoxicos especificos,
mediante la pérdida de los alelos que presentasen el péptido tumoral. Ademds, mantendria la
capacidad de inhibir la lisis mediada por NK gracias a los alelos HLA de clase I que aun

conserva.

El hecho de que terapias inmunoestimuladoras con el bacilo de Calmette-Guérin
(BCG), IL-2 e INF-y sean efectivas en el tratamiento del cancer de vejiga(Luo et al., 1999;
Nouri and Symes, 1998) indica el papel del sistema inmune en el control de estos tumores,
por lo que el conocimiento de los mecanismos implicados en las alteraciones de HLA de clase
I puede proporcionar valiosa informacion para conseguir inmunoterapias tumorales mas
efectivas que conduzcan a un mejor control del cancer. Tumores con pérdida generalizada de
moléculas de HLA de clase I podrian controlarse potenciando la actuacion de células NK en
el tumor, mediante factores que controlen la actividad y que regulen el trafico intratumoral de
células NK. En cambio, tumores que conserven expresion de HLA de clase I serian
susceptibles de ser tratados potenciando respuestas citotoxicas mediadas por linfocitos T

CD8.

En los tumores con baja expresion generalizada de las moléculas HLA de clase I, el

mecanismo que hemos encontrado es regulador, la terapia con BCG podria aumentar la

143



expresion de estas moléculas al favorecer la produccion de citoquinas inmunoestimuladoras,
particularmente INF-y . Al favorecer el infiltrado leucocitario, la BCG pondria en contacto a
las células tumorales con una adecuada presentacion antigénica y a las células efectoras y
colaboradoras de la respuesta inmune celular. También la BCG potencia la accion de la
inmunidad natural y el infiltrado de células NK y NKT, productoras de INF-y(Bohle and
Brandau, 2003; Meyer et al., 2002). Esto podria ser importante para posteriormente
sensibilizar al tumor frente a respuestas adaptativas de linfocitos T citotoxicos. El tratamiento
con BCG seria mas efectivo en tumores con baja expresion de HLA por mecanismo regulador
que en otros que tuviesen defectos estructurales que impidan una adecuada presentacion

antigénica.

La evidencia de que los tumores son heterogéneos en sus mecanismos de desarrollo,
produccion de metaloproteasas, pérdida de moléculas de adhesion, produccion de moléculas
inmunosupresoras y adaptacion frente a las respuestas del sistema inmune(Bond et al., 2005;
Tamura et al., 1999; Malmberg, 2004; Rivoltini et al., 2002; Schreiber et al., 2002) nos lleva a
abogar por un tratamiento individualizado de cada paciente, con estudios previos del tejido
del tumor que nos permitan saber si las alteraciones que se detectan son o no son irreversibles
de cara a establecer estrategias terapéuticas efectivas. Asi, de este estudio se puede concluir
que un paciente con ausencia o descenso generalizado de expresion de moléculas HLA de
clase I seria candidato al uso de inmunoterapia con citoquinas que estimulen toda la
maquinaria de procesamiento antigénico.

Nuestra esperanza es avanzar hacia una terapia optimiza, terapia que nos conduzca al

objetivo deseado: un mejor control de la proliferacion y finalmente la erradicacion tumoral.
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1. La pérdida de heterocigosidad en la region HLA (6p21), puesta de manifiesto
mediante marcadores polimorficos, es la lesion molecular més frecuentemente observada en

tumores de vejiga que afecta a la expresion de antigenos HLA.

2. Las pérdidas de heterocigosidad obedecen en mas de la mitad de los casos a

deleciones que no afectan al cromosoma completo, dado que retienen la heterocigosidad en

6q.

3. La pérdida total de antigenos HLA de clase I en los casos estudiados es
consecuencia de una baja transcripcion tanto de los genes de la cadena pesada de HLA de
clase I como de B2m. La baja transcripcién también se observa en genes que codifican para
proteinas implicadas en el procesamiento y presentacion antigénica (TAP, LMP, tapasina) y
que con frecuencia resulta reversible tras tratamiento inmunomodulador. Estos hallazgos

sugieren la alteracion de un factor o factores que coordinan la expresion de todos estos genes.

4. La pérdida total de expresion de moléculas HLA de clase I no se ha producido en
ningin caso por mutaciones estructurales en el gen de la f2m (mutaciones y deleciones) o a
mecanismos epigenéticos (hipermetilacion del ADN). Estos resultados concuerdan con la
ausencia de tumores de vejiga con el fenotipo mutador (inestabilidad de microsatélites) y
apoyan el hecho de que la lesion molecular mas frecuentemente observada sea la LOH, ya que
esta alteracion genética involucra a enzimas reparadoras distintas a las alteradas en el fenotipo

mutador.

5. En nuestros casos, los tumores con alteraciones parciales en la expresion de HLA
de clase I (fenotipos II, III, IV y V) muestran una incidencia mayor de recidiva que aquellos
que no presentan alteraciones en HLA de clase I o que tienen una pérdida total de expresion

de antigenos HLA de clase I.

153





