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RESUMEN

Uno de los factores que mas pueden influir en el fracaso de los tratamientos
antitumorales es la amplia heterogeneidad intratumoral. Los tumores se componen de
una poblacion muy diversa de células tumorales que exhiben una amplia gama de
fenotipos genéticamente heterogéneos. La aparicion de estos fenotipos es
consecuencia, en parte, de la inmunovigilancia antitumoral ejercida sobre las células
tumorales, lo que produce la “escultura inmunolégica” de las lesiones tumorales. El
sistema inmune ejerce una presion selectiva contra el tumor eliminando aquellas
variantes tumorales mas inmunogénicas, mientras que las células tumorales que
presentan alteraciones que les permiten escapar del control inmunolégico y la
destruccién, contindan progresando. Cual de estos efectos predomina depende del
equilibrio entre los mecanismos moleculares de la evasion inmune y la respuesta
antitumoral de la inmunidad innata y adaptativa. Las células que escapan, propagan el
cancer a organos distantes del tumor primario, lo que termina afectando a su funcion y

finalmente pueden llevar a la muerte del paciente.

En este trabajo de investigacién nos hemos centrado en estudiar la heterogeneidad
intratumoral con respecto a la expresion en superficie de moléculas MHC de un tumor
murino, GR9. Se ha estudiado como se comportan in vivo diferentes clones aislados
directamente de un tumor primario y que se diferencian en su fenotipo MHC-I. Se han
seleccionado diferentes clones: GR9-A7 con expresién alta de moléculas MHC-I, GR9-
B7 con una expresion intermedia, GR9-C5 con una expresion baja y con expresion
practicamente negativa GR9-B11. Realizando ensayos in vivo e in vitro, mostramos
que el fenotipo MHC-I de una célula tumoral puede determinar su capacidad
oncogénica y metastasica, existiendo relacion directa entre los niveles de expresion en
superficie de moléculas MHC-l y la capacidad metastasica e indirecta con la
oncogenicidad local. Estudiando el diferente comportamiento bioldgico de estos

clones, hemos encontrado unos resultados que nos han permitido profundizar en el
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RESUMEN

papel desempefiado por el sistema inmune en el control metastasico. El clon GR9-B11
no genera metastasis espontaneas en huéspedes inmunocompententes, a pesar de
que presenta una alta capacidad oncogénica local. Este dato nos hizo pensar que el
sistema inmune podria estar implicado en el control de la diseminacion metastasica de
este clon. Cuando los mismos ensayos fueron realizados en ratones
inmunodeficientes, nude, si se generaron metastasis espontaneas, confirmando una
posible implicacién del sistema inmune. Ensayos de deplecién de diferentes
poblaciones celulares del sistema inmune, mostraron que las células metastasicas
diseminadas estaban siendo mantenidas en un estado de latencia por el sistema
inmune. Solamente la deplecion de linfocitos TCD8+ o células NK era suficiente para
que las células metastasicas “despertaran” continuando su progresion hasta generar
metastasis pulmonares. Estos resultados demuestran que el sistema inmune es
suficiente para controlar la progresién metastasica de células tumorales en nuestro

modelo tumoral.

También hemos profundizado en los mecanismos moleculares que intervienen en
la aparicion de fenotipos MHC-| alterados en nuestro modelo tumoral. En células
tumorales ha sido ampliamente descrita la aparicion de fenotipos MHC-I alterados y
existen multiples mecanismos moleculares implicados en estos defectos. Una de las
alteraciones encontradas conlleva la pérdida completa de expresion en superficie de
moléculas MHC-I, debido a una baja regulaciéon a nivel transcripcional de varios
componentes de la maquinaria de procesamiento antigénica y/o de las cadenas
pesadas MHC-I. El mecanismo molecular que produce esta alteracion era
desconocido. En el modelo tumoral murino GR9, nosotros hemos encontrado que la
pérdida de expresion del gen supresor de tumores Fhit es la responsable de esta
alteracion. Su reexpresion mediante transfeccion génica promovid la recuperacion de

la expresion en superficie de las tres moléculas H-2 de clase | en células tumorales.
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INTRODUCCION

1.- ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN HUMANOS

El descubrimiento en los afios 50 de los antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en humanos, se debié a la reaccion de aglutinacién
originada al enfrentar sueros de pacientes politransfundidos con leucocitos extrafios.
En humanos se denominan HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos) y existen dos
grandes grupos de moléculas: las HLA de clase |, representado en humanos por las
moléculas HLA-A, -B y -C; y las HLA de clase Il, que incluye las moléculas HLA-DP, -
DQ y -DR. Las moléculas HLA de clase | se expresan en todas las células nucleadas
de los vertebrados, mientras que las de clase Il tienen una expresién mas restringida a
células especializadas en la presentacion de antigenos. Existen otras moléculas de
histocompatibilidad, son las denominadas “no clasicas”, entre este grupo destacan de
manera mas significativa las moléculas de histocompatibilidad HLA-G, HLA-E y HLA-F,
que presentan una gran homologia con las moléculas clasicas de clase | (HLA-A, -B y

-C), aunque poseen una funcion, exposicién y polimorfismo diferencial.

1.1.- Genética del sistema HLA
Los genes de HLA estan localizados en el brazo corto del cromosoma 6 en humanos,
en la porcion distal de la banda 6p21.3, ocupando un espacio aproximado de 4 Mbp
(aproximadamente el 1% del genoma humano) (Campbell and Trowsdale 1993). La
region genética formada por el sistema HLA se organiza en diferentes subregiones o
locus estrechamente ligados entre si, heredandose de forma mendeliana codominante,
dando origen al sistema mas polimérfico existente en humanos. Esta region contiene
multiples genes expresados y no expresados ordenados en tres grupos: la region de

clase |, la de clase Il y la de clase Il (Aguado and Campbell 1999).

En la regidn de clase |, se encuentran los genes que codifican la cadena pesada de

las moléculas de clase I. Dentro de esta region, ademas de los genes HLA clasicos
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(HLA-A, -B y -C), se encuentran los genes no clasicos (HLA-E, -F, -G) y un grupo de
genes MIC (MIC A-E). Estos ultimos genes presentan una expresion reducida y
restringida a ciertos tejidos como el timo, higado, intestino o placenta. Ademas
presentan bajo grado de polimorfismo. De los cinco genes MIC, s6lo MIC Ay MIC B
(localizados entre el factor de necrosis tumoral (TNF) y el locus HLA B) se expresan.
Existen también pseudogenes (HLA-H, -J, -K, -L, -X), genes incompletos o truncados y

genes de los que no se conoce su funcion (Beck et al. 1997).

En la regién Il (1000-1200 kb), a diferencia de la anterior, si se encuentran los
genes que codifican las dos cadenas polipeptidicas (a y B) que constituyen las
moléculas HLA de clase Il. Estos genes se encuentran localizados en la region HLA-D,
que se subdivide en tres regiones funcionales ordenadas por su proximidad al
centrdmero: HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR (Trowsdale et al. 1985). Otros genes
localizados en esta region son los que codifican las proteinas transportadoras de los
péptidos de las moléculas de clase |, TAP1 y TAP2 (Spies et al. 1989; Trowsdale et al.
1990), y los genes relacionados con el proteosoma, LMP2 y LMP7 (Brown et al. 1991;

Glynne et al. 1991; Kelly et al. 1991).

En la region de clase Il (680 kb), que ocupa una posicion central, no se localizan
genes que codifican moléculas HLA sino otras proteinas relacionadas con el sistema
inmunolégico como son: las proteinas del complemento, Factor B, C2 y C4; el TNF y
los genes HSP70 (Aguado and Campbell 1999). También se localizan los genes BAT2
(G2) y BAT3 (G3) asociados a células B y otros genes no relacionados con el sistema
inmunoldgico. ElI gen de la B..microglobulina se localiza en el cromosoma 15,

independiente por tanto del complejo MHC (Goodfellow et al. 1975).

El sistema HLA es altamente polimérfico debido a los multiples alelos presentes

para cada uno de los genes conocidos. Mediante ensayos celulares y seroldgicos se
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ha podido determinar la existencia de aproximadamente 150 alelos distintos, pero
actualmente mediante el tipaje gendmico estan encontrandose muchas

especificidades nuevas que multiplican esa cifra inicial.

1.2.- Genética del sistema H-2 murino
Debido al pequeno tamano del complejo H-2 la recombinacion entre sus extremos es
rara, y cada par de alelos se transmite de una generaciéon a otra como un set. Los
alelos transmitidos juntos como una unidad en cada miembro de un par cromosémico
se denominan haplotipo. Los haplotipos de las cepas mas comiunmente usadas son
estandar y se les asigna unos determinados alelos. Por ejemplo a la cepa BALB/c le
corresponde el haplotipo H-2%, que consiste en K% Ab° Aa%, Eb?, Ea?, D, y L°. Las
recombinaciones ocasionales en el complejo dan lugar a la existencia de haplotipos
recombinantes donde los alelos de los locus derivan de diferentes tipos originales. Las
moléculas H-2 de clase | son tres; K, D y L, y estan localizadas en la region Ky D del
complejo. Son las equivalentes a las moléculas HLA-A, B y C en el complejo HLA

humano (Fig.1).

Las moléculas de clase Il se localizan en la region | del complejo H-2. Son de dos
tipos, a y B, ambas son codificadas por separado, aunque sus productos estan
combinados en la superficie celular de forma no covalente (Jones 1997). Hay dos
locus a funcionales (Aa y Ea), y dos locus B funcionales (Ab y Eb), aunque algunos
ratones portan delecciones que implican a uno o mas de estos locus (ej. el haplotipo
H2" pierde Eb). Estos son los equivalentes a los locus DR, DP, DQ del complejo HLA
humano. Los productos de los locus Aa y Ab combinan y forman el dimero I-A,
mientras los codificados por Ea y Eb forman el dimero I-E. En general, a los dimeros |-

Ay I-E se les llama moléculas IA e IE.
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Fuera de la region telomérica del complejo H-2, junto a la regién D, se encuentran
los locus de los genes de clase | no clasicos o genes de clase Ib (Fig.1). Estos genes
incluyen las regiones Q (0 Qa), T (o Tla) y M. Estos locus de clase | no clasicos
codifican productos similares en tamafo y estructura a los de los locus K, D y L. Igual
que estos, sus productos se asocian a B,-microglobulina en la superficie celular, pero
son poco polimdrficos, y se expresan en un niumero limitado de células. El nUmero de

estos locus varia de un haplotipo H-2 a otro.

H-2 complex TIa complex
| 10 |
| [ 1 Il 11 ]
Class | 11 1] | Ib
« | A EAZAEE
HLA complex

[ 1
TETEEs > el | cmAE
L 1l 1l |

1l |
D E@HEFRBD A 8

Class

Figura 1. Mapa genético HLA/H-2. La figura muestra la similitud entre el sistema HLA humano y H-2
murino a pesar de encontrarse en diferentes cromosomas. Se observa que la regién de clase | humana
comprende los locus A, B y C mientras que los genes de clase | murinos se encuentran en la region K
y D'y comprenden los locus K, Dy L.

Los genes de clase lll se encuentran en la region S del complejo H-2. Mientras que
los genes de clase | y clase Il son similares en estructura y funcion, los de clase Il
estan poco relacionados. Las moléculas de clase lll codificadas en esta regién son

componentes del complemento (C2 y C4), asi como el factor B (Bf).

El complejo H-2 también comprende numerosos locus que no son homaologos con
los locus de clase |, Il o lll, pero muchos de ellos codifican proteinas con funciones

inmunoldgicas. Asi, la region | (clase Il) codifica los locus Ma y MB (equivalentes a los
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locus DMA y DMB en humanos), cuyos productos estan implicados en la unién de
péptidos a moléculas de clase Il. Igualmente, en esta region se encuentran los locus
TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7 que codifican moléculas implicadas en el procesamiento y
transporte de péptidos desde el citoplasma al reticulo endoplasmico para ser

presentados en la superficie celular por las moléculas de clase |.

La region S (clase lll) incluye también el gen que codifica el factor de necrosis
tumoral B. ElI complejo H-2 también contiene diversos genes que codifican enzimas,
genes de funcion desconocida y pseudogenes no funcionales homélogos a los de

clase |y de clase Il.

Como hemos visto, el sistema H-2 murino presenta un elevado grado de homologia
con el complejo HLA humano, tanto en estructura como en funcién, y por tanto sirve
como modelo experimental para investigar temas relevantes relacionados con el MHC

humano.

1.3.- Estructuray funcién de las moléculas MHC
El interés inicial que despertd este sistema fue debido a su efecto en el rechazo tanto
en el trasplante de tumores como en tejidos, pero el verdadero sentido bioldgico
comenzo a surgir a mediados de los afios 60. Asi, estudios en laboratorios de Harvard
y Stanford indicaron que al menos algunos de los genes del complejo H-2 controlaban
la respuesta inmune de forma mas o menos potente a diferentes antigenos
especificos. Se observd, que las moléculas codificadas por el complejo H-2 son
criticas para la presentacion de antigenos y para el reconocimiento de estos por parte
de los linfocitos T, asi como para estimular otras moléculas y generar respuestas por

parte del sistema inmune, identificando y eliminando células infectadas o alteradas.
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Debido a que los linfocitos T son los responsables de la iniciaciéon y regulacion de
muchas de las respuestas inmunes, la capacidad de presentar a estos linfocitos T
péptidos antigénicos es un paso decisivo para el desarrollo de la respuesta inmune.
Cada linfocito T consta de un receptor de células T (TCR), cuya funcién es reconocer
un determinado péptido antigénico en asociacion con las moléculas de clase | o de
clase Il. Sin embargo, la capacidad de los linfocitos T de reconocer y unirse a estos
péptidos antigénicos esta sometida a una “restriccion” por parte de las moléculas de
clase | o clase Il (Zinkernagel and Doherty 1997), siendo necesario que el péptido sea

presentado por una molécula especifica de clase | o de clase |l.

1.3.1.- Moléculas MHC de clase |
Los genes de las moléculas de clase | codifican cadenas simples de proteinas de
aproximadamente 45 kDa, con elevado grado de polimorfismo, y con numerosos alelos
por cada locus (Bjorkman and Parham 1990; Jones 1997; Pease et al. 1991). Estas
moléculas estan glicosiladas y se expresan como trimeros, en la superficie de todas
las células nucleadas, unidas no covalentemente a una proteina mas pequefa, soluble
y no polimdrfica de 12 kDa (Bz-microglobulina), junto con el péptido antigénico. La
cadena pesada se divide en tres dominios externos (a4 a,, 03) unidos por puentes

disulfuro, un segmento transmembrana y un segmento citoplasmatico (Fig. 2).

La configuracién tridimensional de las moléculas de clase | da lugar a una gruta
donde se engloba el péptido. Esta gruta esta constituida por yuxtaposicion e
interaccion de los dominios a1y a2, el fondo de la gruta es relativamente plana y esta
constituido por ocho laminas-f antiparalelas y en los extremos dos hélices-a, una

derivada del dominio a1y otra del a2 (Fig. 3).
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Figura 2. Estructura cristalina de una molécula
MHC de clase |. Los dominios se representan en
azul (a1), celeste (02), verde (a3), PBz-microglobulina
en amarillo y péptido en rojo. La gruta de union al
péptido esta constituida por una plataforma de
laminas B y dos hélices a. Adaptacién de Yang. Y.
Microbes Infect. 2003 Jan; 5(1): 39-47.

Aunque las moléculas de clase | son capaces de unir diferentes péptidos, hay
restricciones en cuanto a longitud y secuencia (Stern and Wiley 1994). Como la gruta
de union se encuentra cerrada por los extremos, las moléculas de clase | solo pueden
unir péptidos de 8-10 aminoacidos. La presencia del péptido es esencial para la
estabilidad de estas moléculas. Dos tipos de interacciones no covalentes hacen
posible la union del péptido a la gruta: en primer lugar interacciones entre aminoacidos
del péptido (residuos de anclaje) y la cadena pesada, dependientes de la secuencia
peptidica; y en segundo lugar, interacciones por puente de hidrégeno entre
aminoacidos del péptido y aminoacidos conservados de la cadena pesada (no
polimorficos). Los residuos de anclajes se localizan en los extremos N- y C-terminales
del péptido, habitualmente los dos primeros y los dos ultimos aminoacidos (Fig.3)
(Fremont et al. 1992; York and Rock 1996). Seran estas interacciones las que
determinan la especificidad del péptido y los puentes de hidrégenos determinan su

conformacion.
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MHC de Clase |

Figura 3. Dominio de unién al péptido en
las moléculas MHC de clase I. Péptido en
rojo. Puentes disulfuros en amarillo. Puentes
de hidrogeno conservados en lineas
discontinuas. Interacciones especificas no
covalentes péptido-cadena pesada en verde.
Adaptacién de Jensen P.E Nat Immunol.2007
Oct; 8(10):1041-8.

Las moléculas de clase | presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T CD8+
(York and Rock 1996). Estos péptidos antigénicos derivan de proteinas degradadas en
el proteosoma, y son cargados en el dimero 3,.microglobulina-cadena pesada (Fig. 2).
Este trimero es expresado posteriormente en la superficie celular, donde es
reconocido por el TCR de los linfocitos CD8+ (Fig. 4), dando lugar esta interaccion a
una cascada de sefiales que conducen a la proliferacion celular, producciéon de
citoquinas y lisis celular (Johnsen et al. 1999; Seliger et al. 2000b). Las moléculas
MHC de clase | también estan implicadas en la regulacién de la actividad litica de las
células NK, estas son capaces de eliminar aquellas células que han perdido la
expresion de las moléculas MHC-I. Aunque las células NK no expresan receptores
TCR, reconocen sus dianas mediante dos grandes familias de receptores: los KIR
(Killer Immunoglobulin-like receptor) y la superfamilia de la lectina tipo C (Fig. 4). Estos
receptores presentan diferentes especificidades y se pueden dividir en dos grupos de
receptores segun sean activadores o inhibidores (Lopez-Botet et al. 2000; Moretta et

al. 1996).
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Figura 4. Interaccion del complejo MHC-I-péptido con los linfocitos T y con las células Natural
Killer (NK). Los linfocitos T reconocen los antigenos tumorales en forma de pequefios péptidos
presentados por una molécula MHC-I en particular. Este reconocimiento por un receptor especifico de
células T activa a los linfocitos T para eliminar de forma especifica esta diana tumoral (derecha). Sin
embargo, la misma molécula MHC de clase | inhibe la célula NK mediante interacciones con receptores
NK inhibidores (izquierda). Solo las variantes MHC de clase | negativas son dianas para las células NK.
Adaptacion de Garcia-Lora y cols., Journal of Cellular Physology 2003 195:346-355)

1.3.2.- Moléculas MHC de clase Il
Las moléculas de clase |l codificadas por Aa y Ea son algo mas largas que las
codificadas por Ab y Eb. Las primeras son proteinas de 30-32 kDa y las segundas son
proteinas de 27-29 kDa, y al igual que las moléculas de clase | estan glicosiladas.
Ambas cadenas a y B forman dimeros en la superficie celular, unidas al péptido
antigénico y adoptan una estructura tridimensional al igual que las moléculas de clase |
(Fig. 5). Tanto la distribucion de interacciones no covalentes especificas como los
puentes de hidrégeno difieren entre las moléculas de clase | y Il (Stern and Wiley
1994). En las moléculas de clase | las interacciones por puentes de hidrogeno se
situan en los extremos de la gruta, limitando la longitud de los péptidos, en contraste,
en las moléculas de clase Il los extremos de la gruta estan abiertos haciendo posible la

union de péptidos de mayor longitud, de 14-18 aminoacidos. A diferencia de las
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moléculas de clase I, las moléculas de clase Il son expresadas en aquellas células que
funcionan habitualmente o pueden funcionar eventualmente como células
presentadoras de antigenos: linfocitos B, monocitos/macréfagos, células dendriticas,
células epiteliales de Langerhans, células del endotelio vascular (en humanos), células

epiteliales timicas y linfocitos T activados.

Figura 5. Dominio de unién al péptido
en las moléculas MHC de clase Il
Péptido en rojo. Puentes disulfuros
amarillos. Puentes de  hidrégeno
conservados en lineas discontinuas.
Interacciones especificas no covalentes
péptido-MHC, en verde. Adaptacién de
Jensen P.E Nata Immunol. 2007
Oct;8(10):1041-8

Las moléculas de clase Il tienen la funcion de presentar péptidos antigénicos,
derivados de proteinas extracelulares a los linfocitos T CD4+ (Cresswell 1994). Se
expresan en las llamadas células presentadoras de antigenos, que fagocitan las
moléculas extranas, las degradan enzimaticamente en péptidos, y cada péptido es
cargado en el dimero cadena pesada a-cadena pesada 3, expresandose este trimero
en superficie, donde es reconocido por el TCR de los linfocitos T CD4+. Si estos
linfocitos reconocen al péptido como extrano, daran lugar a la proliferacién y activacion

de macrofagos y/o a la proliferacion clonal de linfocitos B que segregan anticuerpos.

1.4.- Procesamiento, transporte, ensamblaje y presentacién de
péptidos antigénicos.

Los péptidos presentados por las moléculas MHC-I tienen unas caracteristicas

propias: presentan en el extremo C-terminal residuos hidrofébicos o basicos, y
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diferentes residuos de anclaje. El cambio de residuo de anclaje puede ocasionar que
un determinado péptido se una a un alelo particular MHC y no a otro. La mayoria de
los péptidos que unen las moléculas MHC-I son derivados de proteinas sintetizadas en
el citoplasma celular (Pamer and Cresswell 1998). Siempre se habia considerado que
estos péptidos procedian de proteinas celulares degradadas en el citoplasma en virtud
del proceso de recambio celular de estructuras deterioradas o envejecidas. Sin
embargo, diferentes estudios apoyan que la principal fuente de péptidos presentados
por las moléculas MHC-I procede de proteinas nuevas recién sintetizadas (Reits et al.
2000; Schubert et al. 2000; Yewdell 2005). La traduccién y plegado de proteinas
puede ser propensa a errores y entre el 30-80% de las proteinas recién sintetizadas se
degradan rapidamente. Estos sustratos han sido denominados productos defectivos
ribosomales o DRIPs, y representan polipéptidos sintetizados prematuramente que no
tienen la longitud correcta o proteinas mal plegadas. Estos productos generan una
fuente rica de péptidos para la presentacion antigénica por parte de moléculas MHC-I,
y al mismo tiempo este sistema permite una rapida deteccién de productos virales o
bien de células alteradas. Aunque este modelo esta siendo aun cuestionado por
evidencias que sugieren que estos nuevos péptidos son protegidos de la degradacion
del proteosoma, durante e inmediatamente después de la traduccion, y que las
proteinas preexistentes son el principal sustrato del proteosoma (Vabulas and Hartl

2005).

Tanto los polipéptidos como las proteinas mal plegadas y los DRiPs deben unirse a
ubiquitina para ser degradados por el proteosoma. El proteosoma es la principal fuente
de péptidos presentados por el MHC-I (Hershko and Ciechanover 1992; Rock and
Goldberg 1999). Esta formado por la subunidad 20S que representa el centro catalitico
y por dos complejos reguladores 19S que se unen a los extremos del proteosoma 20S

(Fig. 6). El proteosoma 20S es una estructura cilindrica formada por cuatro anillos,
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cada uno de los cuales contiene siete subunidades. Los dos anillos mas externos
contienen las subunidades a, y los dos anillos mas internos las subunidades 3 (Fig. 6).
Los sitios activos del proteosoma, donde ocurre la degradacién de los polipéptidos,
estan localizados en el nucleo catalitico del proteosoma, dentro del “lumen ahuecado”
de su estructura cilindrica. Esta disposicidon supone una barrera para el acceso de los
sustratos a los centros activos (Bochtler et al. 1999; Kloetzel 2001; York et al. 1999).
Hay tres subunidades constitutivas, B5(X), B1(Y) y B2(Z), que son reemplazadas por
sus correspondientes subunidades inducibles por IFN-y, B5i(LMP7), B1i(LMP2) y
B2i(MECL-1) o LMP10, constituyendo los centros cataliticos del proteosoma (Fig. 6)
(Belich et al. 1994; Nandi et al. 1996). La sustitucion de las subunidades constitutivas
(B1, B2, BS) por las inducibles cambia la especificidad del proteosoma hacia sus
sustratos generandose péptidos con extremos C-terminales de residuos hidrofébicos y
basicos, que son los péptidos preferidos para la presentacién por moléculas MHC-I y
que también son los péptidos preferentemente transportados por los transportadores
de péptidos TAPs. De este modo, existen dos tipos de proteosomas, el proteosoma
constitutivo (c20S) que se expresa constitutivamente en todas las células y el
inmunoproteosoma (i20S) que se origina tras la exposicion de las células a IFN-y. La
existencia de unas proteinas activadoras da lugar a la formacion de poros en el
proteosoma mediante una serie de cambios conformacionales, permitiendo asi el
acceso de los polipéptidos a los centros activos (Larsen and Finley 1997). Entre estos
activadores figura el complejo PA28, inducible por IFN-y, que esta formado por dos
subunidades: PA28a y PA28[3 (Rechsteiner et al. 2000; Wilk et al. 2000). La unién del

PA28 al proteosoma da lugar a la hidrélisis de péptidos cortos, pero no de proteinas.
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195 regulator

Current Cpinion in Immunalogy

Figura 6. Proteosoma. El proteosoma 20s esta formado por 28 subunidades de 21-31kDa, que estan
dispuestos como cuatro anillos heptaméricos. Los anillos externos contienen las subunidades alfa, y los
internos las subunidades beta. Tres de las siete subunidades beta constituyen los sitios activos (beta1,
beta2 y betab), en total hay seis sitios activos en el core 20s. El complejo regulador 19s esta compuesto
por seis subunidades ATPasa y dos subunidades no ATPasa y el extremo, compuesto por 8-10
subunidades no ATPasa. Tras la induccion con IFN se induce la sintesis de tres subunidades beta, todas
con sitios activos. Estas son las subunidades LMP2, MECL1 y LMP?7, las cuales se incorporan al core y
forman con el resto de subunidades el inmunoproteosoma. Adaptacién de P-M Kloetzel y F Ossendorp.
Current Opinion in Immunology 2004, 16:76-81.

El proteosoma genera péptidos de 15 a 20 aminoacidos, y para obtener péptidos
mas pequenos (de 8-10 aminoacidos), que son los que cargan las moléculas MHC de
clase | actuan las aminopeptidasas, eliminando residuos del extremo N-terminal
(Shastri et al. 2002). La peptidasa citoplasmatica TPPIl esta implicada en el recorte
proteosomal de productos de mas de 15 aminoacidos de longitud, aunque su
cuantitativa contribucion al pool de péptidos-MHC aun no esta claro (York et al.
2006a). La mayoria de los péptidos son degradados en el citosol, siendo empleados
los aminoacidos resultantes como fuente metabdlica para la biosintesis de proteinas o

bien para el catabolismo celular (Hershko et al. 2000).
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TAP1 TAP2

Figura 7. Mecanismo de transporte propuesto. En el estado de reposo (izquierda superior), los NBDs
de TAP estan separado. La union del péptido desencadena la dimerizacion de los NBDs,
induciendo un cambio conformacional a una conformacion abierta hacia el interior del lumen del RE.
Dentro de este paso, el péptido se transloca a través de la membrana desde el citosol al lumen. La
hidrélisis de ATP conduce finalmente a la separacion del dimero NBD y el retorno de TAP la
conformacion de partida. Adaptacion de Schélz C. & Tampé R. Biol Chem. 2009 Aug; 390(8):783-94.

Solo unos pocos péptidos llegan hasta el borde del RE, siendo transportados al
interior de este mediante los ABC transportadores, dependientes de ATP. Los
transportadores estan compuestos por dos subunidades TAP1 y TAP2 (Lauvau et al.
1999). Estas se encuentran en la region MHC de clase Il, proximas a LMP2 y LMP7.
La expresién de estos genes es inducible por IFN-y. EI complejo TAP transporta

péptidos de 8 a 15 aminoacidos al interior del RE (Elliott 1997). Cabe destacar que la
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unién del péptido al complejo TAP es un proceso ATP independiente, sin embargo el
proceso de translocacién a través de la membrana es un proceso ATP dependiente.
Basandose en datos bioquimicos se ha propuesto el siguiente mecanismo de
translocacion (Fig. 7). En primer lugar, TAP esta presente en una conformacion
abierta, con los dominios de union a nucleétidos (NBDs) separados el uno del otro en
el lado citosolico (estado de reposo). Los dos dominios transmembrana (TMDs) sellan
la via de translocacién al lumen del RE desde el citoplasma. En segundo lugar, se
produce la unién independiente a TAP del ATP y el péptido (Uebel et al. 1995; van
Endert et al. 1994). La union del péptido provoca un lento cambio conformacional, en
el que participa aproximadamente el 25% de todos los residuos de los TAPs
(Neumann et al. 2002; Neumann and Tampe 1999). Después de la union de ATP tiene
lugar una ligera rotacion de TAP1 hacia TAP2 adquiriendo el complejo una
conformacion éptima (Chen et al. 2003; Smith et al. 2002; Zaitseva et al. 2006). En
este estado de transicion, la via de translocacion se ha cerrado en el lado citosodlico y
ahora el péptido reside en un sitio de baja afinidad, promoviendo su lanzamiento hasta
el lumen del RE (Herget et al. 2007; Oancea et al. 2009). El restablecimiento de la
conformacion original del complejo transportador requiere la hidrélisis de al menos otra
molécula mas de ATP. Después de la liberacién de fosfato y ADP, el transportador
esta preparado para un nuevo ciclo. En células deficientes en TAP, los heterodimeros
de clase | no pueden ensamblarse con los péptidos (de la Salle et al. 1994; Van Kaer
et al. 1992). En estas circunstancias las cadenas pesadas de clase | no ensambladas
son posteriormente translocadas hacia el citosol y degradadas por el proteosoma. Por
lo tanto, células deficientes en TAP no presentarian expresion de moléculas de clase |
en superficie asociadas a péptidos TAP-dependientes, exhibiendo una baja respuesta
frente a linfocitos T citotdxicos (CTLs). Sin embargo, se han descrito rutas
independientes de TAP y del proteosoma para la presentacion de péptidos, que

generan respuestas de CTLs. Aunque probablemente tengan un pequefio papel en la
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expresion de péptidos por parte de las moléculas MHC-I, pueden tener importancia en
la generacion de una respuesta efectiva de CTLs in vivo (Del Val et al. 2011; Lorente

et al. 2011; Merzougui et al. 2011).

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la protedlisis de precursores
antigénicos en el citoplasma raramente produce el péptido final (Cascio et al. 2001;
Toes et al. 2001). Si los péptidos en el RE (reticulo endoplasmatico) son demasiado
largos, sus extremos N-terminales son acortados por la enzima ERAAP -
aminopeptidasas del RE asociada al procesamiento antigénico- hasta que adquieren la
longitud 6ptima, convirtiéndose asi en la aminopeptidasa clave del recorte final amino-
terminal de los péptidos-MHC (Saric et al. 2002; Serwold et al. 2002; York et al. 2002).
Esta aminopeptidasa recorta los péptidos-MHC hasta los 8-9 residuos (Chang et al.
2005b). La ERAAP rompe residuos N-terminales de Lys (K), Leu (L), Tyr (Y) y Asn (N)
pero es incapaz de romper residuos X-Pro y esto implica una fuerte evidencia que
muchos de los péptidos presentados por las moléculas de clase | tengan la secuencia
“X-Pro-Xn” (Serwold et al. 2002). La actuacion de esta enzima explicaria por qué los
péptidos presentados por las moléculas MHC-I poseen la longitud precisa. Los
péptidos que no son capaces de unirse a moléculas MHC-I son completamente
destruidos por ERAAP (Falk et al. 1990). ERAAP es la unica peptidasa del reticulo
endoplasmico en células de raton. Diferentes estudios han sugerido que ERAAP tiene
un efecto global sobre el repertorio de péptidos presentados por las moléculas MHC-I

(Hammer et al. 2006; Yang et al. 2008; York et al. 2006b).

En el lumen del RE, las moléculas MHC-I vacias esperan para cargarse con
péptidos, este proceso esta altamente regulado e implica a varias proteinas accesorias
(Cresswell 2000; Van Kaer 2001). Los péptidos necesitan de una serie de chaperonas
para ser cargados en las moléculas de clase | entre las que se encuentran moléculas

como calnexina, calreticulina, ERp57/ERG0, y tapasina (Fig. 8). Las primeras etapas
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en el ensamblaje de las moléculas MHC de clase | estan reguladas por interacciones
con las lectinas calnexina y calreticulina, que reconocen péptidos N-glicosilados
(Helenius and Aebi 2001; Zhang and Salter 1998; Zhang et al. 1995). En primer lugar,
la cadena pesada se une a la calnexina que inmediatamente después de su unién a la
B2-microglobulina es reemplazada por la calreticulina (Farmery et al. 2000). EI hecho
de que la calnexina sea imprescindible o no en el ensamblaje de las moléculas de
clase | no estd del todo claro, al haberse observado un correcto ensamblaje y
transporte a la superficie celular en lineas celulares humanas deficiente para
calnexina, lo que sugiere que esta puede ser reemplazada (Sadasivan et al. 1995;
Scott and Dawson 1995). El chaperdn capaz de reemplazar a la calnexina es BiP
(“immunoglobulin binding protein”) (Stronge et al. 2001). Existen evidencias de que en
humanos la proteina BiP se une a la cadena pesada de clase | durante los pasos

tempranos del ensamblaje (Nossner and Parham 1995) (Fig. 8).

La calreticulina, por el contrario, juega un papel critico en el ensamblaje de las
moléculas MHC-I (Gao et al. 2002). La unién de la cadena pesada a la calnexina y
calreticulina es mediada por la proteina ERp57/ER60 6xido-reductasa tiol dependiente,
que establece puentes disulfuro entre estas moléculas (Frickel et al. 2002; Oliver et al.
1999; Tector and Salter 1995) (Fig.8). También se asocian otras proteinas residentes
del RE, las dos subunidades de TAP vy la tapasina (glicoproteina asociada a TAP)
(Grandea and Van Kaer 2001). La tapasina sirve como nexo de union entre el
complejo y las moléculas TAP (Fig. 8). EI dominio amino-terminal de la tapasina
interacciona con los dominios a, y a; de la cadena pesada y la regién carboxilo
terminal sirve de unién a TAP (Sadasivan et al. 1996). La tapasina también estabiliza
al heterodimero TAP (Lehner et al. 1998). Al complejo multiproteico formado por la
cadena pesada, la B,.microglobulina, calreticulina, ERp57, las moléculas TAP1/TAP2 y

tapasina se le conoce como “complejo de carga peptidico” (Fig. 8). La funcion de este
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complejo es retener las moléculas de clase | en el RE hasta que son cargadas con

péptidos de alta afinidad.

— Complejo de carga peptidico

ERpST % p2m

He Calnexina

Péptido
dptimo

Péptido o
subdptime

—
RE
I
N
Citosol * 5
Proteina
ubiquitinada § é § Proteasoma
G
HC, cadena pesada HLA de clase I N \_/)'

Crt, calreticulina; Tpn, tapasina

Figura 8. Formacion del complejo de carga peptidico (PLC). Las cadenas pesadas recién
sintetizadas se asocian con calnexina o con BiP. La asociacion con >microglobulina y con péptidos
suboptimos dan lugar a cambios conformacionales en la cadena pesada que desplazan la calnexina y
calreticulina, dando lugar a la formacion del complejo de carga peptidico (PLC). Los péptidos
degradados en el citoplasma via proteosoma son transportados via TAP en el lumen del RE en un
proceso ATP dependiente. En el PLC los péptidos subodptimos son intercambiados por péptidos
optimos en un proceso mediado por tapasina. Adaptacién de Antoniou y cols. Current Opinion in
Immunology, 2003, 15:75-81.

El proceso de carga del péptido en las moléculas de clase | se realiza en dos
pasos: en primer lugar, las moléculas MHC-I cargan “péptidos suboptimos”, de baja
afinidad, en segundo lugar; el “complejo de carga peptidico” favorece el intercambio de
estos péptidos por otros péptidos de “alta afinidad”, que estabilizan al heterodimero
cadena pesada-f,-microglobulina (Lewis and Elliott 1998). La union del péptido y el
intercambio es mediado por la tapasina, siendo esta un elemento critico en el complejo

de carga peptidico (Chun et al. 2001; Purcell et al. 2001; Williams et al. 2002). En su
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ausencia, la calreticulina y ERp57 tienen una menor asociacion con los heterodimeros
de clase | (Grandea et al. 2000). En ratones deficientes en tapasina (Garbi et al. 2000),
la mayoria de las moléculas MHC-I estan cargadas con péptidos de baja afinidad, que
son inestables a temperaturas fisiolégicas. Estas células por tanto expresan pocas
moléculas de clase | en superficie y son defectivas en la presentaciéon antigénica
restringida a MHC-I. Asi, una de las funciones de la tapasina es editar el repertorio de
péptidos catalizando el reemplazamiento de péptidos de baja afinidad por péptidos de
alta afinidad (Androlewicz 1999; Cabrera et al. 2005). La unién covalente entre la
tapasina y ERp57 se ha observado que tiene una gran importancia para la completa
oxidacion de la cadena pesada (Dick et al. 2002). Asi, mutaciones en la tapasina que
impiden su unién con ERpS7 impiden la completa oxidacion de las moléculas de clase
| y ademas previenen la carga de moléculas MHC-I con péptidos de alta afinidad. Este
hallazgo sugiere que la tapasina influye en el repertorio de péptidos de las moléculas

MHC-I, al facilitar la formacién de los puentes disulfuro de la cadena pesada de clase |.

Una vez que las moléculas de clase | han cargado el péptido de alta afinidad, se
disocian de TAP mediante un cambio conformacional de estos ATP transportadores.
Estas moléculas se dirigen a la via de salida del RE, formando las vesiculas
transportadoras COPIlI (Fig.9). En estas vesiculas se asocian a unos receptores
BAP31, los cuales son unas proteinas transmembrana de 28 kDa (Spiliotis et al. 2000).
Posteriormente, las vesiculas se fusionan con el compartimento intermedio RE-Golgi y
atraviesan el aparato de Golgi en direccién a la superficie celular. Las moléculas de
clase | que no interaccionan correctamente con el complejo de carga peptidico salen
del RE de forma prematura antes de cargar el péptido (Lewis and Elliott 1998). Asi,
estas moléculas van a ser retrotranslocadas y degradadas en el citosol via
proteosoma, proceso que se conoce como “‘degradacién asociada al reticulo

endoplasmico”.
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Figura 9. Maquinaria de procesamiento antigénico (APM). Las proteinas enddgenas son
degradadas por el complejo multicatalitico llamado proteosoma hasta péptidos de 9 aminoacidos. Estos
péptidos son transportados hacia el reticulo endoplasmico (RE) por el transportador asociado al
procesamiento antigénico (Meng et al.) y aqui se une a las moléculas MHC de clase | para ser
exportados a la membrana celular y ser presentados a los linfocitos T. Adaptacion de Garcia-Lora y

cols. Journal of cellular Physiology 2003 195: 346-355.
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2.- LATENCIA Y PROGRESION TUMORAL: IMPLICACIONES DEL SISTEMA
INMUNE

Las investigaciones sobre la respuesta inmune al cancer se remontan a principios del
siglo XX y a menudo han sido controvertidas. La nocion de que el sistema
inmunoldgico podria proteger al huésped de una enfermedad neoplasica fue propuesta
inicialmente por Ehrlich, sin embargo, la falta de herramientas y conocimientos sobre
el sistema inmune hizo imposible demostrarla experimentalmente (Ehrlich 1909). Seria
50 afos mas tarde cuando se estableci6 formalmente la “hipdtesis de la
inmunovigilancia en el cancer” por Burnet y Thomas (Burnet 1970; Burnet 1957, 1964;
Thomas 1959). Ambos autores propusieron que los linfocitos son capaces de
reconocer y eliminar las células cancerosas o precancerosas del huésped, antes que
puedan llegar a causar dafo. ARos después, esta prediccion no pudo ser confirmada
experimentalmente cuando se utilizaron ratones nude, que carecen de células T.
Especificamente, la cepa nude CBA/H, no desarrollaba mayor incidencia de tumores
espontaneos o inducidos por MCA (metilcolantreno); ni mostraban menores tiempos
de latencia tumoral al compararlos con los silvestres control (Rygaard and Povlsen
1974; Stutman 1973, 1974, 1975). De cualquier modo, pasaron algunas cuestiones
desapercibidas en ese momento. En primer lugar, la cepa de ratones utilizada en los
experimentos de carcinogénesis por MCA de Stutman expresaba una isoforma activa
de la enzima arilhidroxilasa que se requiere para metabolizar el MCA en su forma
carcinogénica (Heidelberger 1975). De esta forma, es concebible que Ila
transformacion celular inducida por MCA en estos ratones ocurriera tan eficientemente
que quedase enmascarado cualquier efecto protector de inmunidad. En segundo lugar,
los tiempos de monitorizaciéon eran demasiado cortos para observar la formaciéon de
tumores espontaneos y el desarrollo de sistemas supresores intrinsecos. En tercer
lugar, las cepas de ratones utilizadas por Stutman, ademas de ser mas sensibles a la

formaciéon de tumores inducidos por metilcolantreno, las dosis utilizadas en dichos
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ensayos fueron unicas y elevadas. Por ultimo, que los ratones nude son un modelo
imperfecto de inmunodeficiencia ya que producen un bajo numero de células T
funcionales y ademas pueden manifestar algun grado de inmunidad adaptativa
(Maleckar and Sherman 1987; T. 1983). A todas estas cuestiones hay que afadir, que
todavia no se habia establecido muy bien la existencia de células natural killer (NK),
presentes y funcionales en ratones nude, y se conocia muy poco acerca de su origen,
accién y papel en la inmunidad innata. De hecho, no se conocia la profunda influencia

de la inmunidad innata sobre la adaptativa (Janeway 1989a).

El interés por la inmunovigilancia del cancer se reavivdé como resultado de una serie
de estudios que demostraron: i) el uso de anticuerpos neutralizantes para IFN-y en
ratones portadores de tumores provocaba un crecimiento acelerado del tumor en
comparacion con el grupo control (Dighe et al. 1994); y ii) los ratones que carecen del
receptor de IFN-y, presentan una incidencia mayor de tumores espontaneos e
inducidos en comparacion con ratones salvajes de la misma cepa y edad (Kaplan et al.
1998; Shankaran et al. 2001). Desde entonces, una gran cantidad de datos
experimentales procedentes de diferentes modelos tumorales murinos, junto con los
datos clinicos en pacientes, han proporcionado pruebas inequivocas de |la
participacion de las células del sistema inmune innato y adaptativo en la prevencion

del cancer (Dunn et al. 2004a, b; Swann and Smyth 2007).

Nuestro grupo de investigacion también ha obtenido evidencias experimentales de
la implicacién del sistema inmunoldgico en la progresion tumoral. Nuestros trabajos
muestran una mayor produccion de metastasis en ratones atimicos al compararlos con
animales inmunocompetentes, demostrando que el sistema inmunolégico puede
actuar durante la evolucién metastasica del tumor (Garcia-Lora et al. 2001). Las
metastasis generadas en nuestro modelo parecen ser seleccionadas en funcién del

estado inmunoldgico del huésped. En ratones BALB/c inmunocompetentes, el
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fibrosarcoma murino GR9-B9 (H-2 clase | negativo), genera metastasis espontaneas
pulmonares también H-2 clase | negativas; por el contrario, esta misma linea celular
inyectada en ratones de la misma cepa pero inmunodeficientes (nu/nu) genera
metastasis pulmonares H-2 clase | positivas (Garcia-Lora et al. 2001). Estos
resultados muestran que el sistema inmune es el responsable de la seleccion de
células tumorales con un fenotipo MHC de clase | especifico, y que los cambios
originados en las moléculas MHC de clase | durante la colonizacion metastasica no se
originan al azar desde un mismo tumor primario, sino que por el contrario pueden ser
reproducidas en diferentes animales singénicos. Las metastasis generadas en ratones
inmunodeficientes eran mas inmunogénicas que las generadas en ratones normales,
provocando rechazo cuando se inyectaban en ratones inmunocompetentes. Estos
resultados ponen de manifiesto que, la interaccion de las células tumorales con un
sistema inmunolégico intacto produce una disminucidon progresiva en la

inmunogenicidad de las células tumorales.

Todos estos trabajos muestran evidencias experimentales del concepto de
inmunovigilancia propuesto inicialmente por Thomas y Burnet. Sin embargo, los
tumores surgen y se desarrollan en presencia de un sistema inmune sano,
convirtiendo el término “inmunovigilancia” en insuficiente para describir las complejas
interacciones que se producen durante el desarrollo del tumor entre las células
tumorales y el sistema inmunoldégico del huésped. Tal como se concebia
originalmente, la inmunovigilancia es la funcién protectora del huésped y es llevada a
cabo por el sistema inmunologico adaptativo solo en estadios tempranos de la
transformacion celular. Sin embargo, el sistema inmunoldgico a través de su
interaccion continuada con el tumor, puede en parte, esculpir o editar la
inmunogenicidad de los tumores, dando lugar a la aparicion de variantes menos

inmundgenas. El sistema inmune tiene asi una naturaleza dual, ayuda a impedir la
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progresion del tumor en estadios tempranos pero a su vez promueve la seleccion de
variantes menos inmundogenas, este proceso se conoce como la “inmunoedicion del

cancer” (Dunn et al. 2002).

2.1.- Teoria de la inmunoedicion del cancer
El proceso de la inmunoedicion en cancer consiste en tres fases: eliminacion,
equilibrio y escape (Fig.10), que se han denominado las "tres Es de la inmunoedicién
del cancer" (Dunn et al. 2002; Dunn et al. 2004b; Swann and Smyth 2007). La fase de
eliminacion se corresponde con el concepto original de inmunovigilancia en el cancer,
en esta etapa las células cancerosas son reconocidas y eliminadas por el sistema
inmune con éxito, regresando los tejidos a su estado normal. Numerosos estudios han
demostrado la participacion de células del sistema inmune innato y adaptativo en esta
fase (Dunn et al. 2006; Dunn et al. 2004a; Swann and Smyth 2007). Las células
tumorales que no son eliminadas por el sistema inmune entran en una fase de
equilibrio, en esta fase el sistema inmunoldgico es capaz de controlar el crecimiento
celular del tumor, pero sin eliminar completamente las células transformadas. Una vez
qgue un tumor alcanza el estado de equilibrio hay dos posibilidades de evolucién, o bien
el sistema inmunoldgico elimina todas las células tumorales o en el segundo
escenario, la interaccién constante y prolongada del sistema inmune con el tumor
provoca la “edicion” del tumor, originando una seleccion de fenotipos menos
inmunégenos. Estos fenotipos menos inmunégenos ya no serian susceptibles del
ataque del sistema inmune, siendo capaces de progresar a la tercera fase de la
immunoedicién, denominada de "escape". Se cree que la aparicién de sintomas

clinicos en general, se correlaciona con esta etapa.

En la ultima década, la inmunologia tumoral ha intentado desentrafiar las complejas

y dinamicas interacciones que tienen lugar entre el tumor y el sistema inmune.
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Numerosos datos experimentales han demostrado que los tumores en la fase de
escape logran subvertir el sistema inmunolégico, a través de mecanismos directos o
indirectos que favorecen su crecimiento. Sin embargo, de las tres fases de la
immunoedicién del cancer, la fase de equilibrio es la gran desconocida, aunque se

estan realizando progresos en esta area tanto en modelos murinos como en humanos.

A. Eliminacién B. Equilibrio C. Escape

o : ?.
@, ool aloe €

Figura 10. Las Tres E de la inmunoedicién. a. Fase de eliminacion que se corresponde con la
inmunovigilancia. b. Fase de equilibrio, representa el proceso en el que el sistema inmune favorece la
aparicion de variantes tumorales capaces de sobrevivir al ataque inmune. c. Escape, proceso en el
que las variantes tumorales “esculpidas” por el sistema inmune se expanden de forma incontrolada en
el huésped inmunocompetente. Adaptacién de Dunn y cols. Ann Rev. Immunol. 2004, 22: 329-60.

2.1.1.- La fase de eliminacion
Los componentes que participan en esta fase se han identificado, aunque el papel
preciso de cada uno no esta del todo claro. El rechazo inmunolégico del tumor, al igual
que en la defensa de un patdgeno, requiere la respuesta integrada del sistema
inmunoldgico innato y adaptativo (Janeway 1989b). Se inicia cuando las células del
sistema inmunoldgico se alertan de la presencia de un tumor (Fig. 11a), que produce
la alteracion del tejido local como resultado de los procesos de modelado estromal
propios de los procesos fisiologicos del desarrollo de un tumor sélido, entre ellos, la
angiogénesis (Carmeliet and Jain 2000; Hanahan and Folkman 1996) y el crecimiento

invasivo del tumor (Sternlicht and Werb 2001). EI modelado estromal que se origina
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por el crecimiento invasivo del tumor produce moléculas proinflamatorias que junto a
quimioquinas producidas por el propio tumor (Vicari et al. 2002), atraen a las células
del sistema inmunoldgico a esta area de “dafo” local (Matzinger 1994; Wrenshall et al.
1999). Una vez reclutadas las células NKT, NK, células Tyd, y/o macrofagos,
reconocen moléculas que se expresan en las células tumorales por la incipiente
inflamacién y/o por el propio proceso de transformacion (Benlagha and Bendelac

2000).

I-TAC

O
/

Figura 11. “Inmunoediting”. Fase de eliminacion. a. Los linfocitos de la respuesta innata (NK, NKT,
LTy®) reconocen las células transformadas y son estimulados en la produccion de IFN-y. b. EI IFN-y
desencadena una cascada de la respuesta inmune innata que implica: produccion de quimioquinas y
factores angiostaticos, efecto antiproliferativo del IFN-y sobre las células tumorales, desarrollo de la
actividad citotoxica. Los restos de células tumorales son ingeridos por células dendriticas. c. Desarrollo
de la respuesta adaptativa en un ganglio linfatico. d) Respuesta citotoxica llevada a cabo por los LT
CD4+ y LT CD8+ activados, con destruccion de las células tumorales. Adaptacion de Dun GP y cols,
Nature 2002, 3:991-998.

En un segundo paso (Fig. 11b), se amplifican los efectos del reconocimiento inmune
innato. El IFN-y secretado en el lugar del tumor induce la produccion local de

quimioquinas, que reclutan mas células del sistema inmune innato al tumor. Los
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productos generados durante el modelado de la matriz extracelular pueden inducir la
produccion de IL-12 (Hodge-Dufour et al. 1997) por los macrofagos infiltrantes del
tumor, que estimulan a las células NK a producir IFN-y, que a su vez activa a los
macrofagos a producir mas IL-12 incrementado la produccion de IFN-y por las células
NK. Este sistema de retroalimentacién positiva (Bancroft et al. 1991) y la unién de los
receptores activadores de las células NK a sus ligandos en las células tumorales,
estimula aun mas la produccién de IFN-y (Diefenbach et al. 2000), que puede ahora
activar procesos dependientes del mismo, como efectos antiproliferativos (Bromberg et
al. 1996), proapoptéticos (Kumar et al. 1997) y angiogénicos, que daran lugar a la lisis
de una elevada proporcion de células tumorales (Coughlin et al. 1998; Qin and
Blankenstein 2000). Los macréfagos activados ademas expresan agentes tumoricidas,
como son los intermediarios de oxigeno y nitrégeno reactivos, contribuyendo junto a
las células NK a la eliminacién de células tumorales (MacMicking et al. 1997; Schreiber

et al. 1983).

En el tercer paso (Fig. 11c), se liberan antigenos tumorales al medio, por los
efectos de la inmunidad innata, dirigiendo el desarrollo de respuestas inmunolégicas
especificas. Las células dendriticas inmaduras (DCs) reclutadas en el lugar del tumor
se activan por la exposicion al medio de citoquinas creado por el ataque al tumor o por
la interacciéon con células NK infiltrantes de tumor (Gerosa et al. 2002). Estas DCs
activadas pueden adquirir antigenos tumorales directamente por ingestion de
desechos celulares del tumor o a través de mecanismos indirectos (Li et al. 2002;
Srivastava 2002). Las DCs maduras migran al ganglio linfatico (Sallusto et al. 2000)
para inducir la activacion de células CD4+ Th1 virgenes, especificas de tumor, que
facilitan el desarrollo de células T CD8+ tumor-especificas (T CD8+) a través de la
presentacion cruzada de péptidos tumorales antigénicos en moléculas de MHC de

clase | por las DCs (Albert et al. 1998; Yu et al. 2003).
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En el cuarto paso (Fig. 11d), el desarrollo de la inmunidad adaptativa especifica del
tumor puede capacitar al huésped para la eliminacién completa del tumor. Las células
T CD4+ y T CD8+ participan en la lisis de las células tumorales que ahora son mas
inmunodgenas al expresar antigenos tumorales después de haber sido expuestas al
IFN-y producido en los pasos 1 y 2 (Shankaran et al. 2001). Las CD4+ producen IL-2
que junto a la produccién de IL-15 ayuda a mantener la funcién y viabilidad de las
células TCD8+, que induciran la muerte celular de forma directa (puesto que son
citotoxicas) y de forma indirecta mediante la produccion de IFN-y tras la interaccion
con sus dianas. Estos dos escenarios no son mutuamente excluyentes y se producen
de forma simultanea; sin embargo, la contribucién relativa de cada uno varia
dependiendo del tipo de tumor. La fase de eliminacién es un proceso continuo que se

repite frente a células neoplasicas antigénicamente distintas.

2.1.2.- La fase de equilibrio

En la fase de equilibrio (Fig. 10b), el sistema inmunoldgico del huésped y las
variantes tumorales que han sobrevivido a la fase de eliminacidon entran en una
dinamica de equilibrio, donde los linfocitos y el IFN-y ejercen una potente presion
selectiva sobre el tumor, que puede ser suficiente para mantenerlo en un estado de
latencia pero sin extinguir completamente un tumor. Aunque muchas de las variantes
del tumor original son destruidas, las nuevas variantes tienen alteraciones diferentes
que les permiten aumentar la resistencia al ataque inmunoldgico. El resultado final de
esta fase es una poblacion nueva de variantes tumorales con inmunogenicidad
reducida, originada de una poblacion parental heterogénea tras ser modelada por el
sistema inmunoldgico, esta fase es probablemente la mas larga de las tres. De hecho,
se ha estimado que para muchos tumores sélidos el intervalo entre la exposicion inicial
al carcindgeno y la deteccion clinica del tumor puede llegar a los 20 afios (Loeb et al.

2003). Durante este periodo, la heterogeneidad e inestabilidad genética de las células
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tumorales que sobreviven a la fase de eliminacion son posiblemente, las principales

fuerzas que capacitan al tumor a la progresion (Lengauer et al. 1998; Loeb 1991).

La idea de que las células tumorales pueden ser mantenidas en bajo nimero en un
estado subclinico por un sistema inmune activo propuesta en la “teoria de la
inmunoedicién” ha sido recientemente apoyada por nuevas evidencias experimentales.
Koebel & cols, en su trabajo han intentado mostrar que la etapa de equilibrio existe y
se puede diferenciar de las etapas de eliminacion y escape. Empleando un modelo
murino de carcinogénesis inducida quimicamente con MCA (3-metilconlantreno) a
dosis muy bajas, han conseguido identificar pequenas lesiones tumorales inertes que
contienen células tumorales en un estado de equilibrio (Koebel et al. 2007). Los
huéspedes murinos aunque aparentemente no muestran ninguna evidencia de
tumores en crecimiento, los tumores latentes existen en forma de pequefas lesiones.
El estudio de estas lesiones mostré la existencia de células con grados variables de
atipia, nucleos grandes y con cuerpos nucleares prominentes, cambios similares se
observan en los estudios histologicos de las lesiones provocadas por el MCA.
Ademas, las lesiones en equilibrio mostraron infiltracion de células inmunes,
incluyendo células T, células B220" y macrofagos, y en un menor porcentaje células
atipicas, con un aumento de células en apoptosis en comparacion con los sarcomas
en crecimiento. Este “estado de equilibrio” se vio alterado por la realizacion de
inmunosupresion especifica, que permitié a los tumores latentes escapar del control
inmunolégico y crecer, progresando en los huéspedes murinos. El cultivo de las
células atipicas que constituian las lesiones latentes cuando se inyectaron en ratones
inmunodeficientes generaron tumores, por el contrario en ratones inmunocompetentes
(WT) lo hicieron en un numero muy bajo de huéspedes. De este estudio se han podido
sacar algunas conclusiones importantes: i) los tumores latentes en ratones

inmunocompetentes solo se convirtieron en tumores que progresan después del
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tratamiento con anticuerpos monoclonales (mAb) contra células T o bien, capaces de
neutralizar la accion de las citoquinas IL-12 o IFN-y; ii) la deplecidn de células NK o la
interrupcion de las vias de sefalizacion NKG2D y TRAIL no provocaban efecto alguno;
y por ultimo iii) las células atipicas escapan de la latencia cuando crecen en
huéspedes inmunodeficientes. Estos resultados sugieren que la inmunidad adaptativa,
mediada por las células T, es el componente del sistema inmune que mantuvo este

estado de equilibrio.

2.1.3.- Fase de escape

En la fase de escape (Fig.10c) las variantes tumorales seleccionadas en la fase de
equilibrio ahora pueden crecer en el ambiente inmunoldgico del huésped. Esta etapa
tiene lugar principalmente cuando los cambios epigenéticos y genéticos de la célula
tumoral confieren resistencia a la deteccion inmunolégica y/o eliminacion, permitiendo
a los tumores expandirse y ser clinicamente detectables. Las células tumorales van a
emplear multiples estrategias inmunoevasivas para eludir la respuesta integrada innata

y adaptativa desencadenada frente a sus progenitores inmunogénicos.

En las ultimas dos décadas son muchos los trabajos cientificos centrados en
intentar definir las bases moleculares de los mecanismos de escape tumoral, sabemos
qgue los tumores pueden directa o indirectamente impedir el desarrollo de respuestas
antitumorales a través de citoquinas inmunosupresoras o por la intervencion de células
con actividad supresora (Khong and Restifo 2002; Sakaguchi et al. 2001). El escape
tumoral también puede ser consecuencia de cambios directos del tumor, como
alteraciones que afectan al reconocimiento del tumor por las células efectoras del
sistema inmune, como pueden ser la pérdida de expresion de antigeno tumorales, la
pérdida de componentes del MHC (Marincola et al. 2000), pérdida de ligandos de

NKG2D (Groh et al. 2002), y la pérdida de respuesta al IFN-y (Kaplan et al. 1998) o
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bien mecanismos que proporcionan a los tumores la posibilidad de escapar a la
destrucciéon inmune, como defectos en las vias de sefializacion del receptor de muerte
(Takeda et al. 2002) o la expresion de las sefiales anti-apoptéticas (Catlett-Falcone et

al. 1999).

2.2.- Control inmunolégico del cancer: modelos murinos de latencia
La existencia de un periodo de equilibrio o latencia en la inmunoedicion del cancer, era
dificil ponerlo de manifiesto en el pasado, debido a la incapacidad para identificar y
estudiar pequenas lesiones preneoplasicas y neoplasicas tempranas, que pudieran
estar sujetas al control inmunoldgico. Las Unicas evidencias experimentales sobre la
existencia de un equilibrio o “fase de latencia” en el tumor, hasta ahora eran
proporcionadas por los datos de modelos de trasplantes de tumores en huéspedes
murinos, que muestran como los tumores derivados de huéspedes inmunodeprimidos
0 inmunodeficientes son mas inmundégenos que los obtenidos en ratones
inmunocompetentes. Los sarcomas inducidos por MCA en ratones deficientes en IFN-
y, IFN tipo | y células T y linfomas de ratones pfp™, son eliminados cuando se
trasplantan en huéspedes inmunocompetentes, por el contrario progresan al ser
trasplantados en ratones inmunodeficientes (Smyth et al. 2000). En este contexto,
nuestro grupo ha obtenido resultados muy interesantes, de la diferente
inmunogenicidad encontrada entre las metastasis generadas en ratones
inmunocompetentes y nude (Garcia-Lora et al. 2003b). Las metastasis generadas en
ratones inmunocompetentes son muy poco inmundgenas, alcanzando un alto poder
tumorigénico en ratones inmunocompetentes. Por el contrario, las metastasis
generadas en ratones nude, muestran una alta inmunogenicidad en ratones
inmunocompetentes, siendo rechazadas. Ahora bien, en ratones nude estas
metastasis pierden esa inmunogenicidad, mostrando un alto poder tumorigénico.

Ademas, en ratones inmunodeficientes observamos un mayor crecimiento local de
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todas las lineas metastasicas inyectadas, tanto las generadas en ratones
inmunocompetentes como en nude. Todos estos resultados apoyan que el sistema
inmune esculpe el perfil de inmunogenicidad de los tumores, proceso que se cree
ocurre durante la fase de equilibrio y que los linfocitos T tienen un papel destacado en
la inmunovigilancia tumoral. Otros estudios sugieren que algunas células tumorales
pueden persistir residualmente en huéspedes inmunocompetentes y que la latencia
que muestran estas células es el resultado de la acciones del sistema inmune
(Weinhold et al. 1979). Asi, el concepto que se pone de manifiesto es que el sistema
inmune puede prevenir la expansion y la proliferacion de células tumorales (Weinhold

et al. 1979).

Uno de los primeros trabajos que ponia de manifiesto la existencia del estado de
latencia se realizé utilizando el linfoma murino de células B en ratones BALB/c (BCL1),
que se caracteriza por provocar una temprana esplenomegalia y tardia leucemia
(Slavin and Strober 1978). Sin embargo, cuando los huéspedes murinos eran
previamente inmunizados con anticuerpos anti-idiotipo para las células de linfoma
BCL1 (es decir, se trataron con una vacuna idiotipica IgM BCL1) y posteriormente
inoculados con células BCL1, después de 60 dias el 70% de los huéspedes pre-
inmunizados permanecian protegidos sin signos de enfermedad, aunque si se
detectaban células tumorales circulantes en bajo numero por citometria de flujo.
Finalmente los huéspedes terminaron recayendo meses después (Vitetta et al. 1997),
la pre-inmunizacion fue insuficiente para erradicar las células BCL1 pero si eficaz para
contener la progresién de la enfermedad un tiempo prolongado. La respuesta humoral
iniciada por los anticuerpos anti-idiotipo activan la ruta de sefalizacién del BCR, que
inhiben la proliferacion y es seguido por apoptosis y latencia. Este hecho puede
explicarse porque los anticuerpos que interactuan con el receptor de Ig en las células

BCL1 ya sea a través de su funcién efectora o actuando como ligando agonista induce
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sefiales inhibidoras del crecimiento. Este modo de interaccion es una caracteristica
bien conocida de los receptores de Ig expresados en los linfocitos B inmaduros que
experimentan anergia y apoptosis cuando se enfrentan a antigenos propios (Gaur et
al. 1993). Este es un mecanismo de defensa fisiologico frente a las células B auto-
reactivas durante la maduracién de los linfocitos B (Hartley et al. 1993). Esta respuesta
se mantiene como un vestigio en las células del linfoma B con un fenotipo inmaduro
(por ejemplo, BCL1) y puede ser imitado por anticuerpos anti-lg. Curiosamente, en
este mismo modelo de ratones pre-inmunizados cuando se deplecionaron de células T
CD8" o se neutraliza parcialmente la accion del IFN-y, el periodo de latencia se ve
reducido, lo que implica que ambos estan implicados en el mantenimiento del estado
de latencia (Farrar et al. 1999). Estos resultados son compatibles con el papel de las
células T y el IFN-y en la fase de equilibrio de la inmunoedicién, propuesto en el
modelo que Koebel & cols (Koebel et al. 2007). Estudios posteriores han demostrado
que las células del linfoma de células B (BCL1) se mantienen, aunque en bajo numero,
en la médula ésea debido a la presencia persistente del antigeno y de células T
memoria, que son capaces de coordinar una respuesta mediada por célula T CD4+ y
T CD8+ (Mahnke et al. 2005; Muller et al. 1998). La idea de que la médula 6ésea es un
compartimento que interviene en la memoria inmunoldgica y la latencia de los tumores,
esta respaldado por estudios clinicos que muestran una mayor proporcion de células T
memoria entre las células T CD4+ y T CD8+ de la médula 6sea de los pacientes con
cancer de mama que portan células positivas para citoqueratina, en comparacion con

donantes sanos (Feuerer et al. 2001).

Existen otros modelos de latencia en tumores como: i) el modelo de carcinogénesis
primaria inducida quimicamente utilizado por Koebel & cols, con el que se demuestra
experimentalmente que la etapa de equilibrio existe y es distinguible de las etapas de

eliminacién y escape (Koebel et al. 2007) y ii) el modelo murino transgénico de
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Adenocarcinoma de Prostata (PAC), estudios sobre este modelo han demostrado que
la inmunoterapia adoptiva también protege a los ratones a largo plazo. El analisis
histolégico de los huéspedes protegidos por linfocitos T tumor-especificos mostraron
que aunque los tumores no se eliminaban completamente, si se restringian a
pequenos focos (Granziero et al. 1999). Ademas, CTLs especificos del tumor estaban
presentes en los ratones protegidos, y estos resultados son coherentes con la
existencia de un estado de equilibrio entre el tumor y la respuesta anti-tumoral ejercida

por el sistema inmune.

2.3.- El estado de latencia en cancer reflejado en la practica clinica
El hecho de que muchos de nosotros tengamos lesiones cancerosas pequefias y
ocultas sin experimentar efectos nocivos (la mayoria nunca va a progresar a la fase de
crecimiento exponencial) (Black and Welch 1993), implica que existen mecanismos de
defensa contra el desarrollo de tumores (Folkman and Kalluri 2004). En esta direccion,
son numerosas las evidencias en la practica clinica que muestran como los tumores
pueden permanecer latentes durante afos, observandose recidivas 10 e incluso 20
afios después de la remision (Demicheli et al. 1996; Herrlinger et al. 2005; Matsui et al.
2006; Sagalowsky and Molberg 1999). El 20-45% de los pacientes con cancer de
mama o prostata recaen afios o décadas después (Karrison et al. 1999; Pfitzenmaier
et al. 2006; Weckermann et al. 2001). Estos periodos de remision proporcionan un
escenario idéneo en la investigacion del control inmunolégico de los tumores en
estado de equilibrio, con el fin de arrojar luz a la falta de visiébn mecanicista en esta
etapa del proceso metastasico. Estudios recientes han demostrado que los pacientes
que estan libres de enfermedad clinicamente detectable 20 afos después del
tratamiento adn tienen en la circulacion células tumorales (Meng et al. 2004), de
hecho, la mayoria de enfermedades neoplasicas después de recibir tratamiento

pueden persistir como enfermedad minima residual. En un estudio de carcinoma de
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pulmén de células no pequefas (CPCNP) se hallaron seis casos de recurrencia
después de entre 7 y 14 afios de remision y todos asociados a tratamientos
inmunosupresores (Stewart et al. 1991), esto es indicativo del importante papel del
sistema inmune en la supresion del crecimiento tumoral. En otros estudios similares,
se documentan casos de trasplante no intencionado de células tumorales desde el
organo donante al receptor inmunodeprimido, los tumores de origen provenian de
donantes que estaban en remisién clinica (Kauffman et al. 2000) o de donantes sin
historia clinica de malignidad (Myron Kauffman et al. 2002). En estos casos, es posible
que el tumor se encontrara detenido bajo el estricto control del sistema inmunoldgico
en el donante y el trasplante del érgano en un huésped inmunodeprimido ha
favorecido la progresion del tumor. Un caso interesante, son las leucemias de células
derivadas del donante tras un trasplante alogénico de medula ésea (Reichard et al.
2006). Desde el punto de vista de la teoria de la inmunoedicion, en estos casos
aunque son raros, puede estudiarse en los donantes vivos la existencia de células
pre-neoplasicas o la presencia de una respuesta anti-tumoral del sistema inmune.
Aunque la neoplasia surgida en los receptores del injerto en ningun caso se ha llegado
a manifestar en los donantes, estos datos sugieren que los tumores malignos que se
controlan de alguna manera en el donante surgen en el entorno de acogida después
del trasplante. Otro hallazgo en la clinica que evidencia la existencia de la
inmunoedicién en los tumores, es la existencia de una respuesta inmune a las células
preneoplasicas en la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), que
eventualmente pueden convertirse en mieloma multiple. Este estado es coherente con
la fase de equilibrio inmunolégico donde las células de la GMSI pueden eventualmente

evolucionar y progresar a malignidad.
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2.4.- Mecanismos moleculares no inmunes implicados en el periodo de
latencia en el cancer

En general, el retraso prolongado en el desarrollo tumoral también tiene implicaciones
no inmunes. La latencia en el cancer es poco conocida, sin embargo, existen
evidencias clinicas que apoyan la existencia de diversos mecanismos de latencia, que
incluyen: la latencia celular por detencién de las células tumorales en la fase G0-G1
(latencia intrinseca) (Fig.12a); y la latencia angiogénica (latencia extrinseca), cuando
las células tumorales no tiene la habilidad de responder al estado de hipoxia
promoviendo la neovascularizacion (Aguirre-Ghiso 2007) (Fig. 12b). La latencia celular
se relaciona o bien con células tumorales que entran en un estado de quietud o
senectud, son las células tumorales solitarias; o bien la angiogénesis y la proliferaciéon
celular se ve superada por la apoptosis, como consecuencia de la pobre
vascularizacion del tumor, que no se desarrolla mas alla de un cierto tamafno como
micrometastasis, debido a las limitaciones en el suministro de sangre. En el modelo de
latencia de Koebel & cols, la comparacion de marcadores de proliferacion (ki67) y
apoptosis (TUNEL) entre los tumores latentes y los que progresan, muestran que los
primeros expresan bajos niveles de ki67 y elevados niveles de TUNEL en comparacién
con los tumores que progresan. Asi, los tumores latentes se caracterizan por una
combinacion de apoptosis incrementada y proliferacion reducida (Koebel et al. 2007).
Esta claro que el camino para la supresion del cancer no es unico, y el rompecabezas

es complejo.
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Latencia celular Latencia angiogénica Equilibrio

m Célula tumoral apoptotica Q Célula tumoral @ Célula del estroma

@ couaTreguiadora Y  Anticuepo @) LinfocitoTcosr @ Linfocito B

Figura 12. Formas de latencia. a. Latencia celular (enfermedad subclinica), las células tumorales
estan detenidas en la fase Go/G1 y puede que estas células ademas, desarrollen mecanismos para
evitar el reconocimiento del sistema inmune y su erradicacion. b. Latencia angiogénica como resultado
de la compensacion entre factores pro- y anti-angiogénicos (por ejemplo, el factor de crecimiento
endotelial vascular). c. Latencia inmune, la proliferacién de las células tumorales se mantienen en
cifras bajas (subclinica), por la accion activa del sistema inmune que puede incluir las acciones de las
células T CD8+, IFN-y y anticuerpos. No esta claro si estas formas de latencia son mutuamente
excluyentes. Adaptacion de J Leukoc Biol. 2008 Oct;84(4):988-93. Epub 2008 May 30

2.4.1.- Relacién entre la latencia en cancer y angiogénesis
La gran mayoria de los tumores tienen su crecimiento supeditado a la generacion de
vasos sanguineos funcionales. Si los tumores no pueden inducir la angiogénesis con
éxito, desencadenando la formacion de los nuevos vasos sanguineos seguiran siendo
avasculares y de tamafo microscépico (Hart 1999; Holmgren et al. 1995; Watnick et al.
2003). Las células en los tumores latentes avasculares normalmente presentan una
alta tasa de proliferacién que se equilibra con una apoptosis elevada (Almog et al.
2006; Naumov et al. 2006a). Los tumores no-angiogénicos permanecen latentes hasta
que adquieran alteraciones suficientes u otra via de activar la angiogénesis y superar
la transicion a tumores angiogénicos de rapido crecimiento. Actualmente, existen

modelos experimentales de latencia prolongada asociada a una angiogénesis alterada
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(Cao et al. 1998; Naumov et al. 2006b). En estos modelos, las células tumorales no
pueden formar tumores de crecimiento progresivo, sino que forman pequefias lesiones
que permanecen asintomaticas en el sitio de inyeccion o como micrometastasis. Por
otra parte, la latencia a largo plazo de tumores primarios tanto murinos como humanos
crecidos en ratones se puede llegar a inducir por la presencia de un inhibidor potente
de la angiogénesis (Cao et al. 1998; Holmgren et al. 1995). De acuerdo con estos
resultados, la adicidon de uno s6lo de los factores angiogénicos (factor de crecimiento
del endotelio vascular) a las células de melanoma humano, o la co-inyeccion de
células tumorales con las células angiogénicas, es suficiente para escapar de la
latencia tumoral (Bayko et al. 1998; Indraccolo et al. 2006). Por lo tanto, escapar de la
latencia puede estar asociado con un cambio en la capacidad angiogénica de los

tumores.

2.4.2.- Otros mecanismos implicados en la latencia de los tumores
El desarrollo y progresién tumoral esta orquestado y sostenido por un equilibrio
bioquimico de senales entre la célula tumoral y el microambiente (Kenny and Bissell
2003). Varios estudios indican que en la progresion metastasica, el nuevo
microambiente, la interaccion con la matriz extracelular y las células normales del
estroma del 6érgano diana, pueden promover la latencia del tumor, al estar mediando
en la induccion de un estado de quiescencia en las células tumorales (Barkan et al.
2008; Gilead et al. 2004). De hecho, se ha demostrado que una gran proporcion de
células cancerosas permanecen en los organos distantes como células latentes
solitarias (Goodison et al. 2003; Naumov et al. 2001). Siguiendo esta linea, una amplia
investigacion en modelos experimentales han mostrado la participacion del receptor de
uroquinasa (UPAR), receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK) y p38 en la regulacion de la latencia

basada en la quiescencia de los tumores (Allgayer and Aguirre-Ghiso 2008; Yu et al.
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1997). Un balance regulado por uPAR puede favorecer la activacion de p38 frente a

ERK, induciendo in vivo un estado de latencia persistente (Ranganathan et al. 2006).

Por otra parte, las sefales del microambiente también pueden conducir a cambios
en la arquitectura del citoesqueleto que favorecen la entrada en estado de reposo de
las células tumorales, adquiriendo estas el fenotipo propio del estado de latencia.
Estos cambios estan asociados con la produccion de fibronectina y las vias de
sefializacién de la integrina b1 (Barkan et al. 2008). Ademas de los mecanismos
descritos, el estado de latencia en el tumor puede estar influenciado por el control
hormonal (Uhr et al. 1997), la dieta (Chambers 2009) y la autofagia (Lu et al. 2008).
Otros estudios han demostrado que los genes supresores de metastasis puede

modular la latencia en la enfermedad metastasica (Hedley et al. 2006).

Asi pues, parece que el cancer puede permanecer oculto y asintomatico durante
periodos prolongados, mientras que ciertos mecanismos moleculares y celulares
consigan detener su progresion o bien sean insuficientes para permitir la progresion
del tumor. Comprender el proceso por el cual un tumor supera estas restricciones de
crecimiento y emerge del estado de latencia puede conducir a nuevas estrategias para
prolongar el estado de latencia, o bloquear incluso la formacién de metastasis en fases
tempranas. De hecho, todas las terapias contra el tumor van dirigidas a tumores que
se han escapado de la latencia celular (intrinseca), angiogénica (extrinseca) o

inmunes (equilibrio).
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3.- MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL

Se puede establecer que la inmunovigilancia es la encargada de la eliminacién de un
tumor en un estadio temprano, pero los tumores que se diagnostican
mayoritariamente, son los que se encuentran en un estado avanzado de diseminacién
(clinicamente detectables), es decir, aquellos que han desarrollado mecanismos
activos para romper el balance de la inmunidad desde la inmunovigilancia a la
tolerancia o al escape. Los mecanismos de escape tumoral al sistema inmunolégico se
pueden clasificar en dos grupos, aquellos que inhiben directa o indirectamente la
activacion de las células del sistema inmunolégico y los mecanismos desarrollados por
las células tumorales para evadir el control del sistema inmunolégico, funcionalmente

activo.

3.1.- Mecanismos que inducen tolerancia y/o anergia
Los mecanismos que inducen la anergia o tolerancia de las células del sistema
inmunolégico son varios (Ahmad et al. 2004). Las células tumorales o el estroma
influenciado por las células tumorales pueden inducir la anergia directa o

indirectamente. Asi podemos destacar como mecanismos de anergia los siguientes:

3.1.1.- Células Inmunosupresoras
Hay al menos dos tipos de células que pueden imponer un efecto supresor sobre el
sistema inmune del huésped, son las células T CD4*CD25"" (Berendt and North
1980) y las células mieloides Gr1"CD11b" (Bronte et al. 2000), ambas proporcionan al

tumor la oportunidad de escapar al reconocimiento inmunoldgico.

En 1971, Gershon & Kondo identificaron las llamadas "células supresoras"
(Gershon and Kondo 1971). Debido a los conflictivos resultados, el concepto de la

inmunosupresion mediada por células T se desvanecid en la década de 1980.
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Sakaguchi & cols fueron los primeros en despertar nuevamente el interés por las ahora
denominadas células T reguladoras (Treg) al identificar una poblacion de células T
CD4* que expresan CD25"%" en un modelo tumoral murino (Sakaguchi et al. 1995). En
los afos posteriores numerosos estudios han contribuido a la caracterizacion de
diferentes subpoblaciones de células T con propiedades reguladoras, incluyendo las
CD4'CD25"" las células Treg inducidas, por ejemplo, las células Tr1 y TH3, asi como
células Treg CD4*CD25"" desarrolladas en la periferia por la conversién de células T
CD4'CD25". Todos estas diferentes poblaciones de células T con funcion reguladora
coexisten y contribuyen a la supresién inmune (Mills and McGuirk 2004; Sakaguchi
2004, 2005; Vigouroux et al. 2004). Estas células ademas producen citoquinas
inmunosupresoras como IL-10 y TGF-B, las Tr1 secretan elevadas cantidades de IL-10
(Levings et al. 2001), y las TH3 de TGF-3 (Weiner 2001). Las células Treg son criticas
en el mantenimiento de la tolerancia, se originan en el timo y representan entre el 5-
10% de las células T CD4+ en la periferia (Sakaguchi 2004). Entre los marcadores que
expresan constitutivamente y estan asociados a su funcién y fenotipo estan: el
antigeno 4 asociado a los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y un gen relacionado con la
familia del receptor de TNF inducido por glucocorticoides (GITR) (McHugh et al. 2002;
Read et al. 2000; Shimizu et al. 2002). Diferentes estudios se han enfocado a la
busqueda de marcadores mas especificos de células Treg, identificandose el factor de
transcripcion Foxp3, que Unicamente se expresa en las células Treg (Fontenot et al.
2003; Hori et al. 2003; Khattri et al. 2003) y se ha propuesto como un marcador de
linaje, se trata de un regulador transcripcional necesario para su desarrollo y funciéon
(Bennett et al. 2001; Brunkow et al. 2001). Entre las caracteristica de las células Treg
CD4'CD25""FoxP3* estd su capacidad para inhibir activamente las células T
CD4'CD25, T CD8", DCs, NK, las células T “asesinas”, y células B (Azuma et al.
2003; Murakami et al. 2002; Romagnani et al. 2005). Estudios recientes sugieren que

las células Treg pueden perder la expresién de FoxP3 y ser reprogramada hacia
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linfocitos Th efectores (Miyao et al. 2012). Asi, las células Treg se convierten en
células T FoxP3, “exFoxP3” Th, tras su activacion por citoquinas inflamatorias
(Komatsu et al. 2009; Xu et al. 2007; Yang et al. 2008) o por trasferencia adoptiva de

células T en ratones deficientes (Duarte et al. 2009; Komatsu et al. 2009).

La células mieloides supresoras (MDSC) representan una poblacion heterogénea
de células mieloides inmaduras aun no comprometida a macréfago, DC o granulocito,
que expresan marcadores de granulocitos, Gr1*, y de monocitos, CD11b" (Bronte et al.
2000), y se acumulan en el bazo, ganglios linfaticos y en sangre periférica (Mazzoni et
al. 2002). Estas MDSC ejercen funciones supresoras regulando las respuestas de las
células T a través de Oxido nitrico, especies reactivas de oxigeno y la secrecion de
TGF-B, al tiempo que promueve la induccion de las células Treg y favorece las
respuestas anti-inflamatorias (Condamine and Gabrilovich 2011; Corzo et al. 2009;
Gabrilovich and Nagaraj 2009). La acumulacion de células Gr1*CD11b" y su capacidad
para inhibir la funcion de las células T ha sido estudiada en pacientes con cancer
(Almand et al. 2001). Son capaces de inhibir la producciéon de anticuerpos, la
generacion de CTLs, la funcion de células T y la proliferacién linfocitaria (Kusmartsev
et al. 2000; Mazzoni et al. 2002). Las células Gr1* también son capaces de disminuir la
expresion de las moléculas CD3 (Otsuji et al. 1996) y bloqueando la respuesta a los
péptidos presentados por moléculas MHC-I in vitro e in vivo (Gabrilovich et al. 2001;

Kusmartsev et al. 2004).

3.1.2.- Ausencia de coestimulacion
Factores como la insuficiente coestimulacion para inducir una respuesta de células T
contribuyen a la falta de inmunidad eficaz. Hay un gran numero de moléculas
gue normalmente realizan funciones coestimuladoras que intervienen en la interaccién

ligando/receptor proporcionando una segunda seinal critica para la activacion de las
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células T y/o APC. Algunas de estas moléculas: CD80 (B7-1)/CD86 (B7-2) que se
unen a CD28 y CTLA4, respectivamente; CD40L, expresado en células T CD4 helper
activadas que se unen a los receptores CD40 de APCs; CD58 humano y CD48 de
ratébn (LFA-3) se unen a CD2; y CD54 (ICAM-1) a LFA-1. Los miembros de la
superfamilia TNFR (receptor del factor de necrosis tumoral) incluyendo CD27, CD30,
4-1BB y OX40 también se ha mostrado en diferentes estudios que pueden transmitir
una sefal de coestimulacion a los leucocitos (Gruss and Dower 1995; Smith et al.
1994). Las células tumorales son capaces de inducir tolerancia o anergia en base a la
presentacion de antigenos MHC-| restringidos, sin la expresiéon de ligandos
coestimuladores (Abken et al. 2002). Esta falta de respuesta, sin embargo, puede
revertirse cuando las células tumorales se modifican genéticamente para expresar
moléculas coestimuladoras (Abken et al. 2002). Chen & cols. mostraron como la
insercion de genes que codifican moléculas B7.1 y B7.2 en tumores, aumenta su
inmunogenicidad (Chen et al. 1994). Ademas, la coestimulacién a través de moléculas
como 4-1BB puede ser critico en la expansion y diferenciacion de los linfocitos T

citotoxicos (Melero et al. 1997).

3.1.3.- Citoquinas inmunosupresoras
Las células tumorales producen una serie de citoquinas y quimiocinas que pueden
tener un efecto supresor sobre la las células inmunes. En pacientes de cancer no
microcitico de pulmén (CPNM), la expresion a nivel de mRNA de IL-4, IL-10, TGF-qa, y
TGF-B1 fue significativamente mayor que la de IL-2, IL-12, IL-18, e IFN-y tanto en el
derrame pleural como en el tejido del propio tumor (Li et al. 2003). Esta expresién
predominante de citoquinas de tipo Il (inmunosupresoras) es el reflejo de un estado de
inmunosupresion en el microambiente inmunolégico. El factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) es secretado por muchos tumores y se considera un factor clave en

el escape tumoral (Toi et al. 1996). VEGF no sodlo es importante para la
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vascularizacién de los tumores, también es un factor producido por los tumores soélidos
para inhibir el reconocimiento inmune (Ohm and Carbone 2001) e impedir la
diferenciacién y maduracion de DCs (Oyama et al. 1998). Elevadas concentraciones
de VEGF en sangre se han correlacionado con mal prondstico en tumores humanos,
posiblemente como resultado de sus propiedades angiogénicas y/o su capacidad para
suprimir la maduracion de DCs (Inoshima et al. 2002; Lissoni et al. 2001). VEGF se
relaciona negativamente con la infiltracion por DCs en muestras de cancer de pulmon
(Inoshima et al. 2002), también existe una correlacion negativa entre el estado de
activacion de la DCs y la concentracion de VEGF en sangre periférica en cancer de
pulmén no microcitico (Fan et al. 2003). En pacientes con cancer de pulmén, cabeza, y
cuello, y mama, se encontrdé una disminucion en la funcién y en el numero de DCs
maduras, que se asocié con un incremento de las concentraciones plasmaticas de

VEFG (Almand et al. 2000).

Elevadas concentraciones de otra interluquina como la IL-10, se encuentran
frecuentemente en suero de pacientes con cancer. La IL-10 puede ejercer un efecto
inhibitorio de la diferenciacién de las DCs desde sus precursoras (Girolomoni and
Ricciardi-Castagnoli 1997). Esta citoquina también inhibe la presentacion antigénica, la
produccion de IL-12 y la induccién de las respuestas in vivo a células T helper (De
Smedt et al. 1997; Sharma et al. 1999). La IL-10 también potencia la apoptosis
espontanea de las DCs (Ludewig et al. 1995), y la susceptibilidad a la lisis por células
NK (Carbone et al. 1999). La IL-10 puede ejercer un efecto protector en las células
tumorales frente a los CTLs mediante una falta de expresion de las moléculas HLA de
clase | y Il e ICAM-1 (molécula intracelular de adhesion tipo 1) (Yue et al. 1997). La
pérdida de expresion de las moléculas HLA de clase | también puede ser debida a una

regulacion negativa coordinada de los transportadores de péptidos TAP1/TAP2 en las
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células tumorales mediada por la IL-10 (Salazar-Onfray et al. 1997; Zeidler et al.

1997).

El factor proinflamatorio prostaglandina E (PGE2), es otra citoquina que se expresa
en tumores como resultado de un aumento de expresién de la enzima ciclooxigenasa-
2 en diversos tumores humanos (Ristimaki et al. 1997). La PGEZ2, incrementa la
produccion de IL-10 por los linfocitos y macrofagos e inhibe la produccién de IL-12 por
los macrofagos (Huang et al. 1998). También se encuentran elevadas concentraciones
de TGF-B en pacientes con cancer y se ha asociado a la progresién de la enfermedad
(Gorsch et al. 1992) y a malas respuestas en inmunoterapia (Doran et al. 1997). TGF-3
inhibe la activacion, proliferacion y actividad de los linfocitos T in vivo (Fontana et al.
1989). También se ha descrito la secrecion de galectina-1 por parte de las células de

melanoma, que inhibe la activacion de células T (Rubinstein et al. 2004).

3.1.4.- Degradacion enzimatica del triptéfano
El sistema inmunoldgico tiene como principal funcion eliminar cualquier célula que
considera como extrafa. Sin embargo, durante el embarazo, el feto expresa péptidos
antigénicos y moléculas HLA que son extranas para la madre, pero en este caso no
ocurre el ataque por parte de los CTLs. Munn, Mellor & cols. aportaron evidencias
sobre este hecho que contribuye a la proteccion de la barrera materno-fetal. Asi, la
administracion de 1-metiltriptéfano (1MT) a ratones prefiados mostré que se producia
abortos en los fetos. Esta reaccion dependia de las células T y de las disparidades
antigénicas entre la madre y el feto (Mellor et al. 2001; Munn et al. 1998). 1-MT es un
inhibidor competitivo de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), enzima citosdlica que
cataliza la degradacion del triptéfano y que se expresa en las células fetales y en la
interfase materno-fetal (Uyttenhove et al. 2003). Estos datos indican que la expresion

de IDO protege al feto de las células T maternas. Van den Eynde & cols han mostrado
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que las células tumorales utilizan el triptéfano para evitar la activacion del sistema
inmunologico (Van den Eynde 2003). La IDO es una enzima metabdlica que degrada
el triptéfano intracelular. Como el triptéfano puede atravesar facilmente la membrana
plasmatica mediante transportadores especificos, la bajada de concentracién del
triptofano intracelular se compensa por la entrada del mismo en la célula. Asi, se va
generando el agotamiento del triptéfano del medio por las células que expresan IDO,
que es el caso de muchas células tumorales, y se permite su crecimiento. Los
linfocitos T dejan de proliferar en estas condiciones, puesto que tienen un sistema de
control (poco conocido todavia) que bloquea el ciclo celular en la fase G1, cuando la
concentracién de triptéfano es inferior a 0,5-1 pM (la concentracién sérica normal es
de 50 uM) (Munn et al. 1999). Existen estudios que revelan como en pacientes con
cancer colorrectal, con alta expresion de IDO, esta se ha asociado con una menor
infiltracion del tumor por células T CD3" (Brandacher et al. 2006). En estudios similares
en pacientes de cancer ovarico se encontré una baja infiltracion de los tumores por
linfocitos T CD8" asociada a una alta expresion de IDO (Inaba et al. 2009). En cancer
de endometrio los estudios muestran una reduccion en el infiltrado de células T CD3",
T CD8", asi como CD57" acomparfiado de niveles elevados de IDO (Ino et al. 2008).
Debido a la importancia de la infiltracion inmune para la respuesta antitumoral, esta
reduccion de algunas poblaciones inmunes sugiere que la expresion IDO en tumores

humanos puede facilitar la evasion inmune.

3.1.5.- Sefializacion defectiva a través de los receptores de muerte
Los dos ligandos de receptores de muerte que intervienen en el proceso de
inmunovigilancia frente al desarrollo tumoral son Fas-ligando (Fas-L) y TRAIL (Straus
et al. 2001; Takeda et al. 2001). La sefalizacién defectuosa a través de estos
receptores es un mecanismo que puede contribuir a la supervivencia y proliferacion de

las células tumorales. Presentan secuencias citoplasmaticas denominadas “dominios
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de muerte”, imprescindibles para la transmision de sefales apoptéticas a través de la
cascada de las caspasas (Salvesen and Dixit 1999). El inhibidor de la caspasa 8
(cFLIP) se expresa en diversos tumores y puede hacer a las células tumorales
resistentes a la apoptosis mediada por los receptores de muerte (Irmler et al. 1997). La
elevada expresion de cFLIP en las células tumorales puede contribuir a una inmuno-
resistencia a las células T in vivo (Medema et al. 1999). La pérdida o falta de expresion
de Fas en los tumores puede contribuir también a una resistencia a la apoptosis. Se
han descrito mutaciones en los genes que codifican Fas en mieloma multiple
(Landowski et al. 1997), linfoma de tipo no-Hodgkin (Gronbaek et al. 1998) y
melanoma (Shin et al. 1999). Estas mutaciones dan lugar a la pérdida de funcién del
receptor de muerte. En el caso de la apoptosis mediada por TRAIL, puede darse una
pérdida de expresidon de los mismos por diversos mecanismos originando la
resistencia a apoptosis mediada por TRAIL (Hersey and Zhang 2001). La implicaciéon
de la metaloproteinasa 7 (MMP7) ha sido ampliamente estudiada en la progresion del
cancer, no solo por su implicacion en la degradacién de ECM (matriz extracelular) y la
progresion metastasica, sino también por su papel en la regulacién del sistema
Fas/FasL. MMP7 modula la expresion y activacion de Fas, mediante la generacion de
formas solubles de FasL por la escision de Fas en la membrana (Mitsiades et al.
2001), y también del receptor Fas (Strand et al. 2004), siendo en ambos casos
bloqueada la activacion de Fas. Los pacientes con elevada expresion de MMP7 y baja

expresion de Fas mostraban una supervivencia mas corta (Wang et al. 2006).

3.1.6.- Apoptosis de linfocitos T activados
Uno de los mecanismos mas controvertidos de escape tumoral es la expresion de
ligandos de receptores de muerte por parte de las células tumorales. Asi una amplia
variedad de tumores expresan Fas-L, induciendo apoptosis sobre las células diana

susceptibles Fas+. Entre ellos, carcinoma de pulmén (Niehans et al. 1997), melanoma
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(Hahne et al. 1996), carcinoma de colon (O'Connell et al. 1998), carcinoma
hepatocelular (Strand et al. 1996) y carcinoma de eséfago (Bennett et al. 1998). Tras
la activacién de los linfocitos T como resultado del reconocimiento de antigenos
tumorales, las células tumorales expresan niveles altos de Fas-L, induciendo la
apoptosis de las propias células T (“suicida”) y entre las propias células T (“fratricida”)

(Chappell et al. 1999; Zaks et al. 1999).

3.2.- Mecanismos de evasion

Son los mecanismos desarrollados por las células tumorales para evitar el

reconocimiento y lisis por parte de un sistema inmunolégico funcionalmente activo.

3.2.1.- Pérdida de antigenos tumorales e inmunodominancia
La expresion de antigenos en tumores es heterogénea, incluso en el mismo tumor. Se
puede originar la pérdida de expresion de antigenos tumorales independientemente de
que exista una alteracion en la expresién de moléculas HLA de clase |. Se ha definido
el déficit en la expresion de antigenos de diferenciacion de melanocitos (MDAs), tales
como gp100, MELAN-MART1 y tirosinasa, y se ha asociado a la progresion tumoral
(de Vries et al. 1997). El mecanismo exacto que controla la pérdida de expresién de
estos antigenos tumorales no se conoce en la mayoria de los casos. Sin embargo, la
propagaciéon de estas variantes tumorales con pérdida antigénica se facilita por el
fendmeno de inmunodominancia (Schreiber et al. 2002). La inmunodominancia seria el
proceso por el que se detecta preferencialmente un epitopo entre todos los
expresados en la célula tumoral diana. Existen muchos estudios que demuestran que
la pérdida de TAAs (antigenos asociados al tumor) es un mecanismo para escapar a la
respuesta antitumoral inducida (especialmente en melanoma) (van Stipdonk et al.

2009).
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3.2.2.- Alteraciones en la expresion de moléculas HLA de clase |
De entre todos los mecanismos que explican el escape de las células tumorales de la
inmunovigilancia, las alteraciones en la expresién de moléculas MHC de clase | quizas
sea el que se detecta con una mayor frecuencia y el que tiene una gran repercusiéon
funcional, puesto que modula la susceptibilidad de las células tumorales a las lisis por
CTLs y NKs (Garrido et al. 1993). Segun la hipétesis de “pérdida de lo propio”, estas
pérdidas hacen mas susceptibles a las células tumorales a la lisis por células NK, ya
que las NK monitorizan la expresién en superficie de moléculas HLA de clase | a
través de sus receptores KIRs (receptores tipo inmunoglobulina, Killer Immunoglobulin-
like Receptor) y eliminan aquellas células que presentan una baja expresion de
moléculas en superficie (Moretta et al. 1996). Sin embargo, a pesar de la existencia de
un sistema inmunolégico funcional, las células tumorales continian creciendo,
invadiendo y produciendo metastasis en el huésped inmunocompetente (Boon et al.
1994). Existen datos proporcionados por varios laboratorios que indican que se debe a
una seleccién (todavia no completamente entendida) de variantes de escape
tumorales deficientes en estas moléculas de clase | (Garrido et al. 1997; Seliger et al.

2002).

3.3.- Fenotipos alterados en las moléculas MHC de clase |
La pérdida del antigeno MHC asociado a la molécula de clase |, H-2K*, se describio
por primera vez en un linfoma murino en 1976 y un afno mas tarde se describieron las
pérdidas de moléculas HLA en tumores humanos (Garrido et al. 1976; Pellegrino et al.
1977). En los afios siguientes se ha detectado una elevada proporcion de tumores con
estas alteraciones (Garrido et al. 1993; Hicklin et al. 1999). La pérdida total o selectiva
de antigenos HLA de clase | se ha descrito en diferentes tipos histolégicos de tumor
(Garrido et al. 1997). Los resultados del analisis de tumores humanos procedentes de

biobancos muestran que entre el 40-90% de los tumores tiene pérdidas totales o
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parciales de las moléculas HLA de clase | (Algarra et al. 2000; Marincola et al. 2000).
Estas alteraciones se han puesto de manifiesto mediante estudios que implican
técnicas inmunohistoquimicas o de inmunofluorescencia de células tumorales, usando
anticuerpos monoclonales que reconocen especificamente determinantes HLA de
clase |, locus especificos (HLA-A, HLA-B) o alelo especificos (Garrido et al. 1997;
Koopman et al. 2000). Las cifras de pérdidas de moléculas HLA de clase | son
cercanas al 100% en algunos tumores: en carcinomas cervicales se presentan en un
96% (Koopman et al. 2000), en un 96% de cancer de mama (Cabrera et al. 1996), en
un 87% de carcinomas colorrectales (Maleno et al. 2004), en un 97% de carcinomas
de laringe (Cabrera et al. 2000; Maleno et al. 2002), un 72% de carcinoma de vejiga
(Cabrera et al. 2003b). Debido a la heterogeneidad de poblaciones celulares en los
tejidos tumorales, es importante definir de forma precisa el déficit de las moléculas

HLA de clase | en estas células tumorales.

Nuestro grupo ha unificado estas alteraciones en la expresion de moléculas HLA de
clase | en siete grupos (Garcia-Lora et al. 2003a) o fenotipos (Fig. 13). De este modo,
se encuentran:

Fenotipo I: pérdida completa de moléculas HLA de clase |. Este fenotipo se
caracteriza por la ausencia total de expresion en superficie de los antigenos HLA de
clase I.

Fenotipo Il: pérdida de un haplotipo HLA. Los tumores pueden perder parcial o
totalmente uno de los dos haplotipos HLA

Fenotipo lll: palta de expresién de un locus, HLA A, B, o C.

Fenotipo IV: pérdidas alélicas. Esta alteracion se define como la pérdida de un alelo
HLA de clase I. Se necesitan mAbs HLA frente a alelos para su diagndstico.

Fenotipo V: fenotipo mixto. Es el resultado de la combinacion de dos alteraciones

diferentes, por ejemplo, una pérdida de haplotipo HLA y una falta de expresion del
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locus HLA B o C (combinacion de los fenotipos Il y Ill). En este caso, el resultado final
es una célula tumoral que expresa un solo alelo HLA.

Fenotipo VI: Ausencia de induccidén con IFNs. Algunas células tumorales expresan o
no antigenos HLA de clase | en condiciones basales, y no responden a ciertos agentes
activadores como citoquinas e IFN-a 6 y.

Fenotipo VII: Falta de expresién de las moléculas clasicas HLA A, B, C y aparicion de

las moléculas no clasicas HLA E 6 HLA G.

Fenotipo HLA de clase | Normal

Fenotipos HLA de clase | alterados
Fenotipo I)
Pérdida total de HLA

Fenotipo 1I)
Pérdida de haplotipo HL.

Fenotipo V)

Fenotipo mixto

Fenotipo VI)
Ausencia de
Induccion

Fenotipo 11I) con IFN

Pérdida de

expresion

de locus HLA Fenotipo VII)
HLA Clase lat+/-
HLA ClaseIb +

Fenotipo 1V)
Pérdidas
alélicas

Figura 13. Fenotipos HLA de clase | alterados encontrados en tumores humanos. Las células normales
expresan 6 alelos HLA de clase |. Las moléculas HLA pueden estar total o parcialmente ausentes en las
células tumorales (Fenotipo I- Fenotipo V). Ademas, las células tumorales pueden no responder a IFN
(Fenotipo VI) o pueden expresar moléculas HLA-E aberrantes en células con baja expresion de HLA A,
B o C (Fenotipo VII). Adaptacion de Garcia-Lora y cols. Journal of cellular Physiology 2003 195:346-
355)
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Existen diferentes mecanismos moleculares que pueden llevar a la pérdida total o
parcial de la expresion de las moléculas HLA de clase |I. Estas pérdidas pueden
producirse en cualquiera de los pasos que se llevan a cabo en los procesos de
sintesis, ensamblaje, transporte o expresién en la superficie celular de las moléculas
de clase | (Garrido et al. 1997; Ruiz-Cabello and Garrido 1998). Los mecanismos

asociados a cada uno de los siete fenotipos HLA son:

En el fenotipo |, se origina la pérdida total de HLA de clase |, que se puede asociar
a la pérdida de B.-microglobulina. Existen datos que establecen la presencia de
delecciones o mutaciones, como ocurre en carcinomas colorrectales (Browning et al.
1996), melanomas (Benitez et al. 1998; Pérez et al. 1999), adenocarcinoma de pulmén
(Chen et al. 1996) y linfoma de Burkitt (Rosa et al. 1983). Otra de las alteraciones
implicadas en este fenotipo radica en la maquinaria de procesamiento antigénico
(APM). Estas alteraciones pueden ocasionar el defecto en el transporte de los péptidos
desde el citoplasma al reticulo endoplasmico (Cabrera et al. 2003a; Restifo et al.
1993). En otros casos se origina la falta de expresion coordinada de varios
componentes del APM (Garcia-Lora et al. 2003b; Ritz et al. 2001; Romero et al. 2005;

Seliger et al. 2003).

En el fenotipo Il se produce la pérdida de un haplotipo, alteraciéon que se encuentra
en tumores de diferentes tejidos histologicos (Jiménez et al. 1999; Méndez et al. 2001;
Torres et al. 1996). Se ha observado, mediante el uso de marcadores de microsatélites
que flanquean la region del MHC. Se han detectado LOH de la regiéon HLA del
cromosoma 6 en el 46% de los carcinomas de cérvix, el 36% de carcinoma de cabeza
y nuca, en el 17% de carcinomas colorrectales y el 17% de carcinoma de mama

(Koopman et al. 2000; Maleno et al. 2004).
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En el fenotipo lll, la falta de expresion de un locus (A, B o C), se asocia con
alteraciones en la transcripcion de los genes HLA de clase | (Soong and Hui 1992). En
melanoma se ha observado una falta de expresion selectiva de HLA-B con un
incremento en la transcripcién de c-myc, que interfiere con la transcripcion de los gen

HLA-B a nivel del promotor (Peltenburg and Schrier 1994).

El fenotipo IV se manifiesta con pérdida alélica, resultado de mutaciones
puntuales, delecciones parciales de los genes HLA de clase | o recombinacion
genética (Brady et al. 2000; Serrano et al. 2000). Se ha establecido la pérdida
selectiva del alelo HLA-B44 en carcinoma colorrectal como consecuencia de un

defecto en la tapasina (Cabrera et al. 2005).

En el fenotipo V consiste en un conjunto de fenotipos observados en ciertos
tumores (lkeda et al. 1997; Real et al. 1998) y requiere al menos la combinacion de

dos alteraciones.

El fenotipo VI puede englobar a los tumores que no responden a la regulaciéon
positiva del IFN sobre los componentes del APM (Rodriguez et al. 2007; Seliger et al.
2008), resultado de la falta de expresion del factor transcripcional que se une al
interferén (IRSE) (Abril et al. 1996) y de una expresion alterada de las moléculas TAP1

y LMP2 por una ruta defectiva de IFN-y (Dovhey et al. 2000).

El ultimo fenotipo descrito es el fenotipo VI, consistente en la pérdida de expresion
de HLA de clase la y la expresiéon aberrante de clase Ib. Se origina cuando el tumor
reduce drasticamente la expresion de moléculas HLA A, B, C y al mismo tiempo
expresan HLA-E o HLA-G, que produce la inhibicion de las células NK tras

interaccionar con el receptor CD94/NKG2a (Marin et al. 2003).
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Con frecuencia la expresion en superficie de antigenos HLA de clase | en células
tumorales pueden ser recuperadas tras el tratamiento con inmunomoduladores
(interferones) o agentes farmacologicos, esto nos demuestra que son alteraciones
reversibles las responsables de los defectos en la expresion. Sin embargo, la falta de
restauracion de la expresion por citoquinas sugiere la existencia de lesiones
estructurales irreversibles responsables de la pérdida de antigenos de clase | en la

superficie de la célula tumoral.

Tabla 1. Mecanismos implicados en la pérdida de expresion en superficie de las moléculas
MHC-I

A. Lesiones irreversibles o “hard”: la expresiéon no se recupera tras el tratamiento
con IFN u otros agentes.

Pérdidas totales, alélicas o locus especificas de las cadenas pesadas MHC-|
e LOH

Mutaciones, delecciones o recombinaciones de (3,-microglobulina
Alteraciones estructurales en LMP2, TAP1, TAP2 o tapasina

B. Lesiones reversibles o “soft”: lesiones reversibles con el tratamiento con IFN u
otros agentes

Regulacién transcripcional negativa de las cadenas pesadas MHC-I
Regulacién transcripcional negativa especifica de locus

Regulacién transcripcional negativa de los componentes de la APM
Alteraciones en la ruta de sefalizacion del IFN

C. Otros defectos moleculares

o Metilacion de los genes (3,-microglobulina, tapasina, CIITA o cadenas pesadas MHCI
¢ Regulacion postranscripcional de la APM
o Fosforilacion de Taps (modificaciones postranscripcionales)

Desde el punto de vista funcional, las alteraciones en la expresiéon de antigenos de
clase | puede ser clasificada en dos grandes grupos: (1) reguladora-reversible, son las
denominadas “soft lesion”, con regulacién positiva por IFN-y y (2) estructural-
irreversible son las “hard lesion”, cuando la expresién no puede ser recuperada por
citoquinas u otros agentes. A pesar de que los diferentes mecanismos moleculares

responsables de las alteraciones en la expresion de moléculas HLA de clase | se han
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descrito hace afios (Tabla 1), ha sido recientemente cuando a estos hallazgos se les

ha dado relevancia clinica (Aptsiauri et al. 2008; Garrido et al. 2010c).

La pérdida completa de moléculas HLA de clase | deberia fracasar como
mecanismo de escape debido a un aumento de la susceptibilidad a la lisis por las
células NK, consecuencia directa de las pérdidas (Porgador et al. 1997). Se plantea la
pregunta de ¢,por qué las variantes defectivas para HLA de clase | contindan creciendo
y no son destruidas por las células NK? Las células NK expresan receptores
activadores como NKG2D que se unen a ligandos que pueden estar expresados en
células tumorales, MICA y MICB. La activaciéon de las células NK por esta via podria
contrarrestar el efecto inhibidor de la unién de HLA-I con los receptores KIRs (Bauer et
al. 1999; Groh et al. 1999) en aquellas células tumorales con expresién parcial de
moléculas HLA de clase |. Asi, a pesar de que los tumores negativos para HLA de
clase | pueden ser susceptibles de la lisis por células NK, la ausencia de expresion de
MICA o MICB permitiria tener a los tumores una ventaja de crecimiento, representando
una estrategia potencial de escape (Garrido and Algarra 2001). Otra posible
explicaciéon de por qué las células tumorales HLA-I negativas no son destruidas por las
células NK, puede derivarse del modelo activacion-inhibicién. Las células NK son
rapidamente activadas en presencia de factores estimuladores como IL-12, IL-2, IL-15
o IFN tipo | en respuesta a condiciones inflamatorias asociadas con una infeccion
microbiana. En ambientes “estériles” estos efectos estimuladores pueden no originarse
(Gerosa et al. 2002). Ademas, la ausencia de expresibn de moléculas
coestimuladoras, como B7-1, B7-2, CD40 y CD70 por parte de los tumores, puede
impedir una activacion adecuada de las células NK a través de la ruta de
coestimulacién CD28 y CD27 (Galea-Lauri et al. 1999; Takeda et al. 2000). Es posible
que en algunas situaciones los tumores puedan producir citoquinas

inmunomoduladoras, como el factor de crecimiento transformante- (TGF- B) o el
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factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF) (Apte et al. 1997), que inhibe

directamente la activacion de las células NK.
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4.- MODELOS EXPERIMENTALES MURINOS EN CANCER: MODELO GR9

La tumorigénesis es un proceso secuencial que implica una serie de alteraciones
genéticas y epigenéticas, tales como la activacion de proto-oncogenes y la inactivacion
de genes supresores de tumores (Visvader 2011). En la pasada década, nuestra
comprension de la genética del cancer ha experimentado un amplio desarrollo gracias
en parte a estudios directos sobre el cancer humano. El estudio del cancer familiar ha
permitido identificar multiples genes supresores de tumores que juegan un papel
crucial en el desarrollo del cancer. Las mutaciones o pérdidas de estos genes
predisponen al portador al desarrollo del tumor. Para las formas esporadicas del
cancer, la susceptibilidad de cada individuo se ve modificada no solo por estos genes,
sino también por otros genes que pueden influir en el desarrollo del proceso. Los
modelos murinos ofrecen serias ventajas, convirtiéndose asi a lo largo de los afios en
una alternativa en el estudio del cancer. Ofrecen ventaja a tres niveles: i) permiten
identificar genes noveles implicados en la patogénesis del cancer, ii) se puede evaluar
mediante ensayos in vivo el papel de estos nuevos genes en la tumorigénesis v iii)

permiten estudiar la progresién metastasica.

El ratbn comdn Mus musculus ha sido ampliamente utilizado como modelo para
estudios genéticos y de desarrollo de enfermedades desde principios de los afos 20.
Uno de los principales motivos es la gran semejanza genética que presenta con
humanos. Cuando se comparan los cariotipos humanos y murinos al microscopio, no
se encuentran homologias entre ambos. Sin embargo, la secuenciacion completa del
genoma del ratdén reveld que existe una alta homologia genética, aproximadamente el
99% de los genes del raton tiene un homologo humano. Ademas, el ciclo de vida del
ratén es equivalente al ciclo de vida humano y de otros mamiferos. Unicamente se
diferencia en el tiempo: asi la esperanza de vida del raton es de dos anos, el periodo

desde la fertilizacién al nacimiento es sélo de 21 dias, alcanzan la pubertad en cinco o
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seis semanas y se convierten en ratones adultos en tan solo ocho semanas. Estas
caracteristicas, junto con otras como su facil alimentacion, su gran adaptabilidad a
diferentes ambientes y su pequefo tamafio han dado lugar a la amplia utilizacién de
los modelos murinos para la investigaciéon médica, contribuyendo de forma relevante a

las investigaciones en cancer.

Los modelos tumorales murinos son un candidato ideal para estudiar los
mecanismos moleculares que subyacen en la patogénesis del cancer. La generacion
de ratones knockout y transgénicos ha sido un instrumento determinante en el estudio
del papel de los oncogenes y de los genes supresores de tumores. Ahora es posible
manipular el genoma del ratén, ratones transgénicos, para que sobre-exprese
oncogenes o bien provocar la deleccién, ratones knockout, de un gen supresor de
tumores en la linea germinal de un tejido o linaje celular especifico. Algunos de estos
ratones transgénicos o knockout se han convertido en modelos tumorales para el
estudio de cancer, permitiendo analizar el papel de los oncogenes y genes supresores
de tumores (Ottewell et al. 2006; Talmadge et al. 2007; Van Dyke and Jacks 2002).
Esto ha permitido establecer relaciones entre mutaciones individuales en genes y

cambios especificos en las células que permiten el desarrollo del tumor.

4.1.- Modelos murinos de progresion metastasica
La progresion metastasica es un reto clinico y la causa de la mayoria de las muertes
por cancer. Como proceso bioldgico, la diseminacion de las células tumorales es
bastante complejo, ya que son el reflejo de las barreras que una célula tumoral que
abandona el tumor primario debe superar para generar nuevas lesiones secundarias
(Gupta and Massague 2006). Solo una minoria de las células que llegan a nuevos
organos y tejidos, logran sobrevivir y finalmente adaptarse a un nuevo microambiente

(Nguyen et al. 2009; Quintana et al. 2008). Ciertas propiedades fundamentales de las
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células metastasicas, incluyendo la migracién y la invasién, han sido el objeto de
numerosos estudios utilizando una variedad de ensayos in vitro. Los avances
tecnolégicos logrados con moléculas fluorescentes o bioluminiscentes y en
microscopia, han permitido avances en el andlisis del proceso metastasico y sus
mecanismos moleculares, ya sea como célula solitaria 0 como migracién en clusters
de células (Ghajar and Bissell 2008). Sin embargo, estos modelos in vitro proporcionan
informacién en el anadlisis de un conjunto limitado de eventos en la cascada

metastasica, que in vivo dentro de un tejido especifico implica muchos mas factores.

Iniciacion del Invasion Supervivencia drgano-
tumor especifica, latencia &
(GEM & GRAFTS) reactivacion
(GEM)
(GRAFTS)
Tumor primario Organo distante

Circulacion

e

|
Diseminacién Contribucion Extravasacién en Colonizacion
temprana estromal érgano diana érgano diana
(GRAFTS) (GEM & GRAFTS) (GRAFTS) (GRAFTS)

Figura 14. Contribucién de los modelos tumorales murinos al estudio de la progresién metastasica.
GEM: modelos murinos genéticamente modificados, GRAFT: modelos murinos de trasplante.
Adaptacién de Current Opinion in Pharmacology 2010, 10:571-577.

Para una mejor comprension del desarrollo y la progresién tumoral in vivo, las
estrategias basadas en modelos murinos son las que mas informacion han
proporcionado. Modelos basados en ratones modificados genéticamente (GEM), y los

modelos tumorales de trasplante (GRAFT), ofrecen enfoques complementarios al
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estudio de la progresion tumoral. En el primero, la introduccion de mutaciones
oncogénicas en un tejido especifico permite de manera fiel indagar en aspectos
importantes de la iniciacion del tumor, la progresién local, y la respuesta a tratamientos
(Frese and Tuveson 2007; Jonkers and Berns 2002). En estos modelos, el cancer se
desarrolla con penetrancia alta de una forma gradual, lo que permite el estudio de la
iniciacién del tumor y los primeros pasos de la diseminacion metastasica (Fig. 14). Las
células cancerosas en un tumor primario ya han adquirido una serie de funciones que
seran muy importantes en el resto de su progresion metastasica. Estas funciones
generalmente incluyen la motilidad, invasion, la resistencia a la hipoxia y las especies
reactivas de oxigeno, supervivencia, y la evasion de la vigilancia inmune. La
adquisicion de estas propiedades en las células tumorales se cree que ocurren en el
contexto del tumor primario, y modelos de tumores en ratones genéticamente
modificados ofrecen un gran alcance para delimitar la adquisicion de estas funciones

(Fig. 14).

Sin embargo, la diseminacién metastasica en los modelos modificados
genéticamente se restringe a los pulmones y/o ganglios linfaticos, o no aparece. En
los modelos de trasplante (GRAFT), en cepas singénicas o el xenoinjerto, las células
tumorales de ratén o humanas se trasplantan en huéspedes inmunocompetentes o
inmunocomprometidos, respectivamente. Los trasplantes singénicos permiten
incorporar el estudio la interfaz completa del microambiente pero con la limitacién que
supone estudiar el cancer solo en huéspedes murinos. A la inversa, a pesar de no
existir un sistema inmune singénico, los xenoinjerto proporcionan una alternativa para
el estudio de células tumorales humanas in vivo. A su vez, podemos distinguir en
ambos modelos si el trasplante es ortotopico (en su lugar de origen) o ectdpico
(subcutanea). Son los llamados ensayos de metastasis experimentales o espontaneas,

respectivamente (Fig. 15). Si el trasplante es ortotdpico, se realiza en su lugar de
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origen, se selecciona una linea tumoral humana o murina de la misma histologia. Los
xenoinjerto proporcionan un eficaz sistema para investigar la colonizacién de un
organo diana concreto por células tumorales humanas, y sigue siendo el modelo de
eleccion para estudios pre-clinicos de células derivadas de tumores humanos (Francia
et al. 2011). Asi, con la inyeccion de la linea tumoral en una localizacion concreta de la
circulacion arterial podemos estudiar la colonizacion -ensayos de metastasis
experimentales- (Fig. 15). Algunas posibilidades son: la inyeccién en la vena de la
cola que obliga a las células tumorales a alojarse en los capilares pulmonares, lo que
permite hacer una evaluacién de la extravasacion y colonizacion de las células
cancerosas en el pulmén (Hart and Fidler 1980); o en la arteria carétida, que del
mismo modo, dirige las células al cerebro. Solo la inyeccion intracardiaca de células
cancerosas permite una distribucion sistémica de estas células a todos los 6rganos,
para el analisis global del proceso de diseminacién, incluyendo extravasacion
especifica en diferentes érganos, la supervivencia en el parénquima recién invadido, la
reiniciacion de un nuevo tumor y la colonizacion (Yin et al. 1999). El trasplante
ectopico -ensayos de metastasis espontaneas- (Fig.15), tiene la ventaja de poder
eliminar el tumor primario, consiguiendo asi una supervivencia prolongada del
huésped lo que permite una diseminacién lenta que recrea los multiples pasos de la
cascada metastasica de forma similar a lo que sucede en humanos (Bos et al. 2009;
Nguyen et al. 2009). La progresién metastasica puede ser incluso monitorizado si las
células se marcan con marcadores fluorescente como la luciferasa (Gao et al. 2008;
McAllister et al. 2008). Tanto los modelos de trasplante ortotépico y ectopico son
métodos de eleccion para estudiar experimentalmente la diseminacion metastasica y
la colonizacion de o¢rganos (Fig. 14). Como inconveniente: las lineas celulares
implantadas pueden crecer muy rapidamente y no mimetizan el desarrollo lento de los
tumores humanos, ademas la implantacién de una linea celular fuera de su lugar de

origen (tejido u 6rgano de diferente histologia), puede no responder a terapia de la

81



INTRODUCCION

misma forma que si la implantacion es en su tejido u érgano de origen (misma

histologia).
Metastasis
Espontaneas
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Figura 15. Cascada metastasica. Inicialmente el tumor crece, invade el tejido local y a través de la
circulacion las células tumorales colonizan nuevos tejidos y/o érganos. Los ensayos de metastasis
espontaneas implican el crecimiento del tumor primario y diseminacion, mientras los ensayos de
metastasis experimentales suponen un bypass al crecimiento y la invasion, como resultado de la

inyeccioén directa de las células tumorales en la circulaciéon. Adaptacion de Nat Rev Cancer. 2011Feb;
11(2):135-41.
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Aunque la ingenieria genética ofrece modelos murinos muy utiles para la
evaluacion preclinica de agentes terapéuticos (De Palma et al. 2008; Paez-Ribes et al.
2009), la respuesta de las células cancerosas humanas a terapia in vivo requiere el
uso de modelos de xenoinjerto. De particular relevancia es el xenoinjerto de lineas
celulares metastasicas, seguido de la reseccién del tumor primario y la iniciacion de la
terapia. Esta configuracién se aproxima a la situacion observada en pacientes con
enfermedad avanzada (Ebos et al. 2009). Sin embargo, muchas preguntas
clinicamente relevantes siguen sin respuesta, debido en parte a una falta de modelos
animales. El problema de la latencia metastasica y el papel del sistema inmunolégico
en la progresién metastasica son alguna de las preguntas que necesitan respuesta.
Clinicamente, las metastasis pueden tardar décadas en progresar (Nguyen et al. 2009)

y existe una escasez de modelos murinos para estudiar estos procesos.

En resumen, los principales modelos in vivo empleados en el estudio de la
progresion metastasica estan sujetos a ventajas y desventajas, pero el uso combinado
de estos, complementados con sistemas in vitro, esta dando una comprension cada

vez mas solida de los multiples pasos de la diseminacion del cancer.

4.2.- Modelo tumoral murino GR9
Dentro de los modelos experimentales de tumores, los de extirpe epitelial como el
modelo GR9 son una herramienta imprescindible para el estudio del cancer, y en
concreto de la progresion tumoral, al permitir el estudio de las capacidades
tumorigénicas y metastasicas de células tumorales in vivo. El sistema tumoral murino
GR9 se comenzé a desarrollar a principios de los afios 80 por nuestro grupo en el
H.U. Virgen de las Nieves y esta compuesto por lineas celulares derivadas de un
fibrosarcoma murino inducido por metilcolantreno, clones de este tumor primario y

metastasis derivadas de algunos de estos clones en ratones inmunocompetentes e
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inmunodeficientes. Se obtuvieron tumores sdlidos inyectando a nivel subcutaneo 0.2
mg de 3-metilcolantreno en ratones BALB/c inmunocompetentes (Garrido et al. 1986).
Dos o tres meses después los tumores fueron extirpados y adaptados a cultivo tisular
sin ningun pase in vivo para evitar el proceso de inmunoseleccién o cualquier cambio
en su composicion original. En el momento en que se detectd la presencia del tumor
primario podrian existir varias poblaciones celulares que formaban parte de él.
Aunque mantienen un origen gendmico comun, estas poblaciones podrian diferir en
muchos aspectos fenotipicos e incluso genotipicos como consecuencia de la
inestabilidad genética intrinseca de las células tumorales y la presion selectiva del
ambiente en el que se encuentran en el seno del propio tumor, ademas de la ejercida
por el huésped. La linea celular procedente del tumor primario original, GR9, se
denomind parental y mantiene esta heterogeneidad de poblaciones mencionada. A
partir de la linea parental GR9, se obtuvieron por el método de dilucion limite hasta 43
clones diferentes, de todos ellos se adaptaron a cultivo los clones: A7, B3, B7, B9,
B11, C5, C11, D6, D8, G2 y G10 (Garrido et al. 1986). Estos clones obtenidos del
tumor GR9 mostraron una gran variabilidad en la expresién en superficie de las
moléculas H-2 de clase | clasicas al ser analizados. Se encontramos clones como
GR9-G2, D8 y A7, que muestra una expresion alta en superficie de moléculas H-2 de
clase | (K%, DY L%, GR9-B7 y G10, con una expresion intermedia; GR9-C5 con baja
expresion de las moléculas H-2 K® y Dy ausencia de H-2 L%, mientras en el extremo,
estan los clones GR9-B11, con una expresion muy débil inicamente de molécula H-2
K* y GR9-B9 que no muestra expresién en superficie de ninguna de las tres molécula
H-2 de clase | (Fig. 15) (Garrido et al. 1986). Las lineas celulares establecidas de
estos clones, pueden implantarse en animales de experimentacion, desarrollandose
un tumor primario cuyas caracteristicas como el periodo de latencia, el ritmo de
crecimiento local, rasgos histologicos y capacidad metastasica son reproducibles en

animales sanos de la misma especie, sexo y edad. Resumiendo, que el sistema
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tumoral GR9, fibrosarcoma inducido quimicamente con metilcolantreno, es un tumor
heterogéneo constituido por diversos clones que varian de manera gradual en la
expresion de las moléculas de clase | en superficie, desde una expresion nula hasta

una expresion positiva.
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Figura 16. Clones establecidos a partir de la linea tumoral GR9. Los diferentes clones se clasifican
en funcién de su expresion superficial de moléculas H-2 de clase | (K%, D%y LY).

4.2.1.- Estudios centrados en el clon GR9-B9
En los ultimos afos, han sido varios los estudios centrados en el clon GR9-B9
debido a las caracteristicas que presenta: H-2 de clase | negativa, sin expresion en
superficie de las moléculas K%, D y L? y recuperacién de la expresién de estas
moléculas tras el tratamiento con IFN-y (Fig.17a) (Garcia-Lora et al. 2001). Ademas,

este clon es muy tumorigénico a nivel local, y posee un bajo poder metastasico en
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ratones inmunocompetentes. Esta ultima caracteristica nos ha permitido, estudiar de
manera mas detallada la implicacién del sistema inmune en el proceso metastasico.
Se realizaron ensayos de metastasis espontaneas en ratones BALB/c
inmunocompetentes, inyectando a nivel subcutaneo en la pata 5 x 10° células del clon
GR9-B9 previamente re-clonado, para estar seguros de que las células inyectadas
pertenecian al mismo clon (Garcia-Lora et al. 2001). Cuando el tumor alcanzé 8 mm
fue extirpado y los ratones fueron sacrificados en el dia 50. Las metastasis pulmonares
que eran visibles macroscopicamente se adaptaron a cultivo celular, obteniéndose

Unicamente una metastasis por raton.
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Figura 17. Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase | (Kd, D* y Ld) en el clon GR9-B9
y en las metastasis generadas en ratones inmunocompetentes (MP12 y MP5). a. GR9-B9 presenta
expresion H-2 clase | negativa en basal y se inducen las tres moléculas tras tratamiento con IFN-y. b.
MP5 tiene una expresion similar al clon original en condiciones basales pero no se induce la moléculas
H-2 LYcon IFN-y c. MP12 presenta expresion similar al clon original del que procede.

Cuando las distintas metastasis obtenidas fueron tipadas por citometria de flujo
utilizando anticuerpos monoclonales especificos presentaron la misma expresiéon que
el clon GR9-B9 original en condiciones basales: H-2 de clase | K¢ D? y L% negativas
(Fig.17a). Posteriormente, las diferentes metastasis fueron tratadas con IFN-y y se

observaron dos fenotipos distintos: el 17% de las metastasis presentaban el mismo
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fenotipo que el clon GR9-B9, es decir, recuperaban la expresion de las tres moléculas
de clase | (K%, D® y LY (Fig. 17c). Sin embargo, el 83% de las metastasis recuperaba
las moléculas K® y D% pero no recuperaba la expresion de la molécula L® (Fig. 17b).
Ademas, este es un fendmeno repetitivo ya que los resultados son reproducibles en
experimentos con otros grupos de ratones y al utilizar otros clones del clon GR9-B9,

incluso cuando son tratadas con otros inductores (Garcia-Lora et al. 2001).

Al estudiar y comparar el comportamiento in vivo de GR9-B9 en huéspedes
inmunocompetentes e inmunodeprimidos, los estudios encontraron diferencias en el
numero de metastasis (Fig.18). En ratones BALB/c inmunocompetentes se generaron
metastasis pulmonares a los 50 dias post-inyeccién, encontrando una sola
metastasis/raton nombradas MP1,.....MP12. Las metastasis pulmonares en los
ratones nude aparecieron alrededor del dia 65 post-inyeccion, generandose de 5 a 7
metastasis/raton, en total 29 metastasis de 5 ratones que fueron adaptadas a cultivo

celular y nombradas MN1.1....MN1.5, MN2.1...MN2.5,...., MN5.1...MN5.7.

Ratones Balb/c inmunocompetentes
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Al analizar la expresion en superficie de moléculas H-2 de clase | de las metastasis

generadas en ratones inmunocompetentes y nude a partir del mismo tumor primario
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GR9-B9, encontramos diferencias en la expresion. Como hemos avanzado
anteriormente, en ratones inmunocompetentes las metastasis mantenian el mismo
fenotipo H-2 clase | negativo que el tumor primario (Fig. 17); en cambio, en animales
inmunodeficientes, ratones nude, el fenotipo H-2 clase | era diferente, presentando
expresién de las tres moléculas H-2 K% D° y L® en condiciones basales (Fig. 19)
(Garcia-Lora et al. 2001). En otras palabras, en presencia de células T fueron
inmunoseleccionadas las células tumorales que no expresan moléculas H-2 de clase |
dando lugar a las metastasis pulmonares; cuando las células T estan ausentes las
metastasis que aparecen presentan expresion de moléculas H-2 de clase |, indicando
que no ha habido inmunoseleccién por parte de las células T, y que en cambio ha
podido existir una inmunoseleccion por las células NK. Para poder explicar el origen de
estas células H-2 de clase | positivas, que no estan presentes en el clon original GR9-
B9 del que derivan, debemos de tener en cuenta que el clon original GR9-B9 presenta
una alteracion MHC-I reversible recuperando la expresion de las moléculas H-2 de

clase | después del tratamiento con IFN-y.
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Se llevaron a cabo ensayos de crecimiento local e inmunogenicidad en ratones
BALB/c inmunocompetentes, inyectando a nivel subcutaneo las lineas metastasicas

MPS y MP12 derivadas de ratones inmunocompetentes y lineas derivadas de ratones
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nude, MN1.1 y MN1.5 (Garcia-Lora et al. 2003b). Como observamos en la figura 18,
las metastasis H-2 clase | negativas generadas en ratones inmunocompetentes son
muy poco inmunégenas, alcanzando un alto poder tumorigénico en ratones
inmunocompetentes. Por el contrario, las metastasis generadas en ratones nude, H-2
clase | positivas, muestran una alta inmunogenicidad en ratones inmunocompetentes,

siendo rechazados (Fig.20).
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Figura 20. Crecimiento local e inmunogenicidad en ratones inmunocompetentes. Se inyectaron
de 0.5 x 10° a 1.5 x 10° células de diferentes lineas metastasicas a nivel subcutaneo en la pata de
ratones inmunocompetentes. Se observo el crecimiento tumoral y se midié el diametro de los
tumores. Los tumores originados por las lineas MN1.1 y MN1.5, obtenidas de ratones nude, crecieron
mas despacio y fueron finalmente rechazados. La figura muestra la media del diametro del tumor +
SD de los diferentes grupos de ratones

Estos resultados muestran que las variantes metastasicas MN1.1 y MN1.5
derivadas de ratones nude presentan una mayor inmunogenicidad que las variantes
metastasicas MP5 y MP12, derivadas de ratones inmunocompetentes. La linea
metastasica MP12 presenta un fenotipo H-2 de clase | negativo en condiciones

basales, y tras tratamiento con IFN-y recupera la expresién en superficie de las tres
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moléculas K% D% y L% tal y como ocurre con el clon B9. El crecimiento local e
inmunogenicidad es idéntico en ambas lineas (Fig. 20). La metastasis MP5 presenta
un fenotipo H-2 de clase | negativo en condiciones basales, similar al clon GR9-B9,
pero sin embargo no recupera la expresion de la molécula L® tras ser tratada con IFN-
v. Como podemos observar, su crecimiento local es mas rapido que el clon GR9-B9 y
la metastasis MP12 (Fig. 20). Por el contrario, las metastasis MN1.1 y MN1.5 son H-2
de clase | positivas para las tres moléculas K¢, D° y L y su crecimiento local es mas
lento que el del clon GR9-B9 y las metastasis MP5 y MP12 (Fig. 20). Estos resultados
muestran una correlacién directa entre la expresion en superficie de las moléculas H-
2 de clase | e inmunogenicidad y una correlacién inversa entre estos con el

crecimiento local del tumor.

Ahora bien, si realizamos los ensayos de crecimiento local en ratones nude, las
lineas MN1.1 y MN1.5 pierden su alta inmunogenicidad, adquiriendo poder
tumorigénico local (Fig. 21). En ratones nude observamos un mayor crecimiento local
de todas las lineas metastasicas inyectadas, tanto las lineas H-2 clase | negativas
(MP5 y MP12), como las positivas (MN1.1 y MN1.5). Asi, las lineas celulares
derivadas de las metastasis MP5 y MP12 crecieron hasta 20 mm y 18 mm
respectivamente en 25 dias (Fig. 21); mientras que las lineas celulares derivadas de
las metastasis MN1.1 y MN1.5 crecieron de forma mas lenta que las anteriores,
alcanzando 10mm y 8mm respectivamente. A diferencia de lo que ocurria en ratones
inmunocompetentes, estas ultimas no regresaban y por tanto no eran finalmente
rechazadas en ratones nude (Fig. 21). Estos resultados muestran un papel destacado
de los linfocitos T en la inmunovigilancia tumoral: por un lado las metastasis generadas
en ratones nude son mas inmundgenas, por otro en ratones nude esta
inmunogenicidad es perdida, y ademas el poder tumorigénico y el crecimiento local de

los tumores es mayor en ratones nude que en ratones inmunocompetentes.
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Figura 21. Crecimiento e inmunogenicidad en ratones nude. Se inyectaron de 0.5 x 10%a 1.5 x 10°
células de diferentes lineas metastasicas a nivel subcutaneo en la pata de ratones nude. Se observé el
crecimiento tumoral y se midio el diametro de los tumores. Todas las lineas metastasicas crecieron mas
rapidamente en ratones nude que en ratones inmunocompetentes. Los tumores originados por las
lineas derivadas de ratones nude MN1.1 y MN1.5 crecieron de forma mas lenta que el resto, pero no
son finalmente rechazadas

Nuestro grupo determind mediante RT-PCR semicuantitativa que, en el sistema
tumoral GR9-B9, la perdida de expresién de moléculas H-2 de clase | es debida a la
baja regulacién transcripcional coordinada de varios componentes de la maquinaria de
procesamiento antigénica: TAPs, LMPs, tapasina y calnexina (Garcia-Lora et al.
2003b). Otros componentes como calreticulina, ERP-59, ER-60 PA-28-a y PA-28-3
mantuvieron su expresion. Todos los componentes del APM recuperaron su expresion
después del tratamiento con IFN-y, lo que conllevé la expresion en superficie de

moléculas de clase | (Garcia-Lora et al. 2003b).
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Son multiples los mecanismos responsables de la alteracién de la expresion de las
moléculas MHC-l y entre ellos, se incluyen como uno de los mas importantes la
pérdida transcripcional coordinada de algunos de los componentes de la APM y/o
cadenas pesadas, que provoca la pérdida completa de expresion en superficie de las
moléculas MHC-I. El mecanismo molecular implicado en esta alteracion ha sido
ampliamente estudiado en tumores tanto humanos como murinos de diferentes
histologias, sin embargo, aun no se ha conseguido conocer claramente cual es el

mecanismo responsable.

Para trabajar en esa linea de investigacion, nuestro grupo habia caracterizado
ampliamente el sistema tumoral murino GR9-B9, descrito en la introduccion. Este
sistema recordemos que estda compuesto por la linea tumoral murina GR9-B9, H-2
clase | negativa, y metastasis espontaneas generadas en ratones inmunocompetentes
e inmunodeficientes (nude). Las metastasis espontaneas generadas en ratones
inmunocompetentes mantienen el mismo fenotipo MHC-I negativo que el clon GR9-B9
original. Por el contrario, las metastasis espontaneas que se desarrollaron en ratones
inmunodeficientes presentan expresion en superficie positiva para la tres moléculas
MHC-I (H-2 K% D%y LY. Tras realizar estudios de PCR semicuantitativa, se demostré
que la pérdida de expresion coordinada de componentes del APM era la responsable
del fenotipo MHC-I negativo. Este era un modelo tumoral muy adecuado para poder
determinar qué genes podian estar implicados en esta alteracién, ya que ambas lineas
metastasicas, las MHC-| positivas y las negativas, provenian desde el mismo clon
tumoral, y por tanto la diferencia en expresion génica no deberia ser muy elevada.
Nuestros resultados y los publicados por otros autores apoyaban que esta regulacion
coordinada debe de ocurrir en trans, ya que una misma alteracion en cis en tantos
genes, que ademas estan hasta en diferentes cromosomas, parecia muy improbable.

Partiendo de esta hipdtesis inicial, se compararon las expresiones génicas de las
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metastasis MHC-I positivas y negativas, originadas desde el mismo clon tumoral y con
expresion o no de los componentes del APM, mediante la realizacion de bibliotecas de
substraccion de cDNA. Se pretendia encontrar entre los genes diferencialmente
expresados entre estas lineas al gen o genes candidatos a ser los reguladores
transcripcionales de los componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico

de péptidos.

Nos planteamos asi como primer objetivo de este trabajo, intentar elucidar que
gen o genes de los diferencialmente expresados en la libreria de substraccién podrian
estar implicado en la pérdida de expresién coordinada de los componentes del APM y
de la expresién en superficie de las moléculas MHC-I, en el modelo tumoral murino

GR9-B9.

Los tumores pueden estar compuestos de una poblacién muy diversa de células
tumorales que exhiben una amplia gama de fenotipos genéticamente heterogéneos.
No podemos subestimar esta heterogeneidad intratumoral, ya que puede ser
responsable de la resistencia a tratamientos y recaidas. Esta heterogeneidad del
tumor puede conducir a diferentes grados de plasticidad en la reactivacion de los
programas de migracién e invasion que aumentan la oncogenicidad intrinseca de la

célula tumoral.

Como segundo objetivo de este trabajo de investigacion nos planteamos estudiar
detalladamente como la heterogeneidad intratumoral en la expresiéon de moléculas del
MHC-I del tumor murino GR9, podria determinar su comportamiento oncogénico local
y su capacidad metastasica in vivo. Analizando también el fenotipo MHC encontrado

en las metastasis generadas desde cada clon y comparandolo con el del clon original.
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1.- LINEAS CELULARES

GR9 es un fibrosarcoma murino inducido quimicamente con metilcolantreno en
ratones BALB/c, a partir del tumor primario se establecio la linea celular GR9. GR9-A7,
B7, C5, B11 y B9 son clones obtenidos por diluciéon limite a partir de la linea celular
GR9 (Garrido et al. 1986). MP5 y MP12 son lineas metastasicas establecidas a cultivo
en ensayos de metastasis espontaneas en ratones inmunocompetentes realizados con
el clon GR9-B9 (Pérez et al. 1990). MN4.5 es una linea celular metastasica
establecida a cultivo tras la realizacidon de ensayos de metastasis espontaneas en
ratones nu/nu con el clon GR9-B9 (Garcia-Lora et al. 2001). Ademas, se utilizaron

lineas celulares cedidas por la Dra. Gloria Aseguinolaza (CIMA, Pamplona):

o CT26 linea murina de carcinoma de colén

o 4T1 linea tumoral murina de mama

Todas las lineas celulares se mantuvieron en medio de cultivo Dulbecco o RPMI
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), complementado con un 10% de suero fetal bovino
(Life Technologies, Milan, Italia), 2 mM de glutamina (Sigma-Aldrich) y antibiéticos. En
algunos experimentos, las lineas celulares fueron tratadas con 100U/ml IFN-y (Sigma-
Aldrich) o con medio de cultivo a una concentracién 250 nM de Trichostatin A (TSA,

Sigma-Aldrich) durante 48h.

2.- CONGELACION DE LAS CELULAS

Para conservar las lineas celulares durante un largo periodo, se congelan las células
en nitrogeno liquido. El proceso consiste en centrifugar las células a 200xg en frascos
universales durante 5 minutos y resuspenderlas en suero fetal bovino inactivado (Life
Technologies, Milan, ltalia) + 10% de DMSO (Sigma-Aldrich). Se distribuyen en
criotubos y se introducen rapidamente en el congelador de -80°C, pasandose a las 24h

a nitrégeno liquido. Para descongelarlas se introducen en un bafo a 37°C y
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posteriormente se lavan dos veces con PBS estéril, para eliminar los restos de DMSO.
Por ultimo, son resuspendidas en medio de cultivo y son depositadas en falcons de

cultivos.

3.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En todos los ensayos se emplearon ratones singénicos BALB/c nu/nu o
inmunocompetentes de ocho a nueve semanas de edad y sexo masculino, de un peso
aproximado de 20gr, procedente de los Laboratorios Charles River, Barcelona, Espana
o del animalario de Hospital Universitario Virgen de las Nieves. El cuidado de los
animales se llevo a cabo cumpliendo con la Directiva 86/609/CEE de la Comunidad
Europea y la legislacion espanola (Real Decreto 1201/2005) para el uso de animales
de laboratorio. Todos los procedimientos experimentales con animales se realizaron
de acuerdo a los protocolos aprobados por el HU Virgen de las Nieves y siguiendo las

directrices de la Comisién Nacional para la experimentacion con animales.

4.- ENSAYOS CELULARES IN VIVO

4.1.- Ensayos de capacidad oncogénica local
Para los estudios de crecimiento y capacidad oncogénica local de las lineas tumorales,
se determind la dosis minima de células capaz de inducir el crecimiento del tumor. Se
seleccionaron grupos de diez ratones BALB/c, a los que se le inyecto en la pata a nivel
subcutaneo la dosis seleccionada (6.25 x 10° células/ratén). Los ratones se
monitorizaron tres veces por semana, midiendo el diametro mayor del tumor y cuando
alcanzaron el tamafio de 10 mm los animales fueron anestesiados [0,04 ml de
diazepam (Valium, Roche-Madrid, Espafa) y 0,1 ml de ketamina (Ketolar, Pfizer-
Espana)] y los tumores extirpados con instrumental estéril. Los tumores se disgregaron

para posteriormente establecerlos a cultivo celular in vitro.
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4.2.- Ensayos de metastasis espontaneas
Se realizaron inyectando diferentes dosis (5 x 10°, 2.5 x 10°, 1.25 x 10° y 6.25 x 10°
células/raton) de las lineas tumorales (GR9-A7, B7, C5 y B11) a nivel subcutaneo en la
pata de ratones singénicos BALB/c inmunocompetentes. Los grupos fueron de diez
ratones como minimo. Cuando el tumor local de la pata alcanzé 10 mm fue extirpado
con instrumental estéril, y se esperd a que produjese metastasis pulmonares, segun el
procedimiento descrito por (Pérez et al. 1990). Al final del ensayo los animales fueron
anestesiados [0,04 ml de diazepam (Valium, Roche-Madrid, Espafia) y 0,1 ml de
ketamina (Ketolar, Pfizer-Espana)] y sacrificados por dislocacion cervical. Las
metastasis visibles macroscépicamente fueron extirpadas y disgregadas para su
adaptacion a cultivo in vitro. Los pulmones se fijaron en solucién de Bouin (Sigma-
Aldrich) para el contaje de las micrometastasis pulmonares. Este ensayo también se
realizo en ratones nude con la linea celular GR9-B11 a dos dosis diferentes, 1.25 x 10°

y 6.25 x 10° células/raton, siguiendo el procedimiento descrito.

4.3.- Ensayos de metastasis experimentales
Una suspensién de 2.5 x 10° células tumorales (GR9-A7 o GR9-B11) en 0,2 ml de
PBS se inyect6 directamente en la vena de la cola de ratones singénicos BALB/c. El
dia 30 después de la inyeccién los animales se anestesiaron y sacrificaron por
dislocacién cervical como se describioé en los ensayos de metastasis espontaneas. Se
les realizd necropsia completa y todas la metastasis pulmonares macroscopicas se
establecieron a cultivo celular in vitro. Los pulmones se fijaron en solucién de Bouin

(Sigma-Aldrich) para el contaje de las micrometastasis pulmonares.
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4.4.- Protocolo de inmunodeplecion en ensayos de metastasis
espontaneas con el clon GR9-B11

1.25 x 10° células del clon GR9-B11 se inyectaron a nivel subcutaneo en la pata de
siete grupos de diez ratones BALB/c. Alrededor del dia 20-22 los tumores alcanzaron
los 10 mm y fueron extirpados (Fig. 22). El dia 151 un grupo de ratones fue sacrificado
(grupo control 1) y cinco de los seis grupos restantes fueron sometidos a partir del dia
152 a dos inyecciones i.p. (intraperitoneal) semanales de inmunoglobulina control (Igs
control) o anticuerpos monoclonales (AcMo) para deplecionarlos de diferentes
subpoblaciones de células inmunes. El tratamiento se prolongé durante 90 dias (Fig.
22). Los grupos y las dosis administradas se distribuyen como se enumera a

continuacion:

i) 1gs control: 125 pg inmunoglogulina control (IgG policlonal de rata, Sigma-
Aldrich)

i) Deplecion de linfocitos T: 125 ug anti-CD4 (YTS 191) + 125 ug anti-CD8
(YTS 169)

iii) Deplecion de linfocitos T CD4+: 125 ug anti-CD4 (YTS 191)

iv) Deplecion de linfocitos T CD8+: 125 ug anti-CD8 (YTS 169)

v) Deplecién de células NK: 100 ug anti-asialo GM1 (Wako Chemicals USA Inc.,

Virginia), una dosis por semana).

vi) Grupo control 2 (sin tratar)

El dia 242 los animales fueron anestesiados y sacrificados por dislocacion cervical.

A todos los animales se les realiz la necropsia completa. La reduccion significativa en

102



MATERIALES Y METODOS

el numero de linfocitos circulantes T CD8+, T CD4+ y NK a lo largo de todo el periodo
experimental se confirmd mediante citometria de flujo, el efecto fue minimo sobre otros

conjuntos de células inmunes.

Grupo control 2

Dias 151 560  Necropsia
Necropsia
Extirpacion Grupo control 1
Dias | 0 20-22 151
Inyeccién NO
GR9-B11 METASTASIS
Dos dosis semanales
Dias 151 - 241 242
Igs control Necropsia

Anti-CD4 + Anti-CD8
Grupos Tratados | Anti-CD4
Anti-CD8

Anti-Asialo GM1 (una dosis semanal)

Figura 22. Protocolo de inmunodeplecion en ensayos de metastasis espontaneas. Setenta
ratones fueron inyectados con la linea GR9-B11, entre los dias 20-22 los tumores locales fueron
extirpados. El dia 151 se sacrifico el primer grupo de diez ratones, a partir del dia 152 se administraron
los tratamientos en grupos de diez ratones cada uno. Todos los grupos se sacrificaron el dia 242
excepto el grupo control 2 que se sacrifico al final del ensayo en el dia 560.

4.5.- Protocolo de inmunodeplecibn en ensayos de metastasis
experimentales con el clon GR9-B11

Se emplearon tres grupos de diez ratones BALB/c inmunocompetentes cada uno.

Distribuidos como se especifica a continuacion:
i) Grupo control

i) Grupo Ig control
iii) Grupo anti-CD4 + anti-CD8 (deplecion de linfocitos T)
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En los dias -3 y -1 (antes de la inyeccion de las células tumorales) los ratones del
grupo anti-CD4 + anti-CD8 fueron sometidos a inyecciones i.p. de AcMo (125 ug de
anti-CD4 + 125 ug de anti-CD8) para deplecionarlos de células T (Fig. 23). El grupo Ig
control también fue sometido a inyecciones i.p pero de inmunoglobulinas control (125
Mg IgG policlonal de rata, Sigma-Aldrich) (Fig. 23). Los ratones del grupo control no
fueron sometidos a ningun tratamiento previo o posterior a la inyeccién de las células
tumorales. El dia 0 a los tres grupos de ratones se les inyectd una suspension de 2.5 x
10° células en 0.2 ml de PBS (Sigma-Aldrich) directamente en la vena de la cola. Los
tratamientos con Igs control o AcMo se mantuvieron a lo largo de cuatro semanas,
suministrandolos en las fechas que recoge la linea temporal. El dia 30 los ratones
fueron sacrificados y todas las metastasis visibles macroscopicamente fueron
establecidas a cultivo celular. La reduccién significativa del nimero circulante de
linfocitos T CD4+ y T CD8+ se confirmé por citometria de flujo, el tratamiento con

AcMo no modifico significativamente otras poblaciones de células inmunes.

Inyeccion (anti-CD4 + anti-CD8) ¢ Igs control
GR9-B11 v v v v v v v v Necropsia
Dias |-3 -1 0 2 6 10 14 16 20 24 28 30
A A
(anti-CD4 + anti-CD8)
o}
Igs control

Figura 23. Protocolo de inmunodeplecion en ensayos de metéastasis experimentales. Dos grupos
de diez ratones se sometieron a tratamiento con Igs control o anti-CD4 + anti-CD8 los dias que se
especifican en la linea temporal. El dia 0 se inyectaron las células tumorales GR9-B11 en la vena de la
cola.
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5.- ENSAYOS CELULARES IN VITRO

5.1.- Ensayos de migracion e invasion
Los ensayos de migracién se realizaron utilizando camaras Boyden modificadas, con
filtros de policarbonato con un tamafo de poro de 8 micras (Becton-Dickinson). Para
los ensayos de invasién se utilizaron camaras con filtros recubiertos con una capa de
colageno tipo | (Bio-coat Matrigel, Becton Dickinson). Una suspension de 2.5 x 10*
células en medio de cultivo sin suero se colocd en la camara superior y se les permitio
migrar o invadir hasta la camara inferior durante 20h a 37°C en atmosfera humeda al
5% de CO,, utilizando como quimioatrayente medio suplementado con suero fetal
bovino (Life Technologies, Milan, Italia) al 10%. Al final del ensayo, las células se
retiraron de la superficie superior de la membrana y las células adheridas a la
superficie inferior se fijaron y tiferon (Panodptico-Kit rapido, Panreac), para
posteriormente ser contadas. Se analizaron un total de 40 campos (40[200x]
campos/camara). Cada ensayo se repitid al menos tres veces por duplicado y con

lotes de células diferentes.

5.2.- Transfeccion de las lineas celulares murinas con siRNA sintéticos

Se utilizaron siRNA sintéticos especificos predisefiados como control (siNS) y para el
silenciamiento de los genes diana Fhit (siFhit) y AP-2a (siAP-2a) (siRNA MISION pre-
disefiado, Sigma-Aldrich). En todos los ensayos, se utilizaron por lo menos dos oligos
control y dos siRNAs especificos para cada diana. Veinticuatro horas antes de la
transfeccion 2.5 x 10° células de la linea tumoral MN4.5 se sembraron en una placa de
6 pocillos. Las células se transfectaron con 0.15 nmoles de siRNA especificos o
control (la concentracion final del oligo es de 50 nM en un volumen de 3 ml de medio
de cultivo por pocillo). Se utilizd el sistema de transfeccion N-TER siRNA

nanoparticulas (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de
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48h la eficacia de la transfeccion se confirmé a través de RT-PCR a tiempo real,

utilizando los cebadores descritos en la Tabla 2, y por Western-blot.

5.3.- Clonacidn del gen Fhit y transfeccién de la linea celular GR9-B9
El gen Fhit fue clonado a partir del cDNA de las células MN4.5. EI RNA total fue
extraido siguiendo las instrucciones del Kit RNeasy Mini (Qiagen, Valencia, CA,
EE.UU. EI cDNA fue sintetizado utilizando una sonda de oligo(dT) y el kit Superscript
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) siguiendo las indicaciones
del fabricante. La PCR se realizé utilizando 20 pmol de los cebadores: Fhit-5'Fw-5'-
CACCATGTCATTTAGATTTGGCCAA-3', y Fhit-3'-BV-5-TCAGGCCTGAAAGTAGA
CCCG-3'. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacién de 1 min a 94°C,
65°C (T anneling) durante 1 min, y 2 min de extension a 72°C durante un total de 30
ciclos. El producto de PCR se purifico y se clond utilizando el kit de Expresion
pcDNA3.3/TA (Invitrogen) y el plasmido obtenido se denominé pcDNA-Fhit. El vector
vacio fue utilizado como control (pcDNA-control). Los vectores se usaron para
transformar bacterias E. Coli TOP10 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las colonias de bacterias transformadas se seleccionaron en placas con medio de
cultivo con 50 ug/ml de ampicilina y posteriormente se pusieron a crecer para la
obtencion de DNA plasmidico. El DNA del plasmido se extrajo y purific6 mediante
columnas QIAprep plasmido espin (Qiagen). La secuencia del cDNA de gen Fhit
clonado y la orientacion correcta se confirmé utilizando el secuenciador automatico
ABI PRISM 310. El dia anterior a la transfeccion, la linea celular GR9-B9 se sembraron
en placas de seis pocillos (1.5 x 10° células/ml) y se mantuvieron a 37°C en una
atmosfera humeda al 5% de CO2. Al dia siguiente, fueron transfectadas con el
plasmido; 1ug de pcDNA-Fhit o pcDNA control utilizando el reactivo Lipofectamine
2000 (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ensayos de

transfeccion transitoria se realizaron a las 48 h, y las transfectantes estables se
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seleccionaron cultivando las células en medio de cultivo suplementado con 1mg/ml de
geneticina (G-418, Life Technologies). Las transfectantes viables se clonaron por
dilucion limite, se expandieron y cultivaron utilizando siempre geneticina (400 pg/ml)
para mantener la seleccion. Las transfectantes estables se designaron B9-FHIT. La

transfeccion estable del gen Fhit fue confirmada por RT-PCR y Western-blot.

6.- RECUPERACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE BAZO

Las poblaciones de linfocitos del bazo fueron aisladas para su posterior estudio por
inmunofluorescencia directa. Inicialmente los ratones fueron anestesiados con 0,04 mi
de diazepam y 0,1 ml de ketamina, para extirpar los bazos. Los bazos se disgregaron
y se pasaron a través de un filtro para células (Cell strainers, BD Falcon, Franklin
Lakes, Nueva Jersey), del total de esplenocitos fueron aislados los linfocitos por
centrifugacién en gradiente de Ficoll Histopaque 1083 (Sigma-Aldrich) a 500xg durante
20 minutos, y se lavaron 3 veces con PBS (Sigma-Aldrich).

Las poblaciones de macréfagos y células dendriticas del bazo fueron aisladas para
su posterior estudio por inmunofluorescencia directa. Inicialmente los ratones fueron
anestesiados con 0,04 ml de diazepam y 0,1 ml de ketamina, para extirpar los bazos.
Se disgregaron los bazos y los esplendorcitos se pasaron a través de un filtro para
células (Cell strainers, BD Falcon, Franklin Lakes, Nueva Jersey), posteriormente se
lavaron en PBS frio (Sigma-Aldrich) y se resuspendieron en medio de cultivo (Sigma-
Aldrich) suplementado al 10% con suero bovino. La suspensiéon de células se coloco
en falcons de cultivo a 37°C en atmosfera humeda al 5% de CO,. Se estudiaron las

poblaciones de macréfagos y DCs en la fraccion adherente y en la no adherente.

7.- SEPARACION DEL INFILTRADO DEL PULMON

Los pulmones fueron extirpados y se homogeneizaron en un disociador automatico

(gentleMACS Disociador-Miltenyi Biotec) en una solucién de PBS al 2% de suero fetal
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bovino y 150 U/ml de colagenasa (Gibco). La suspension celular obtenida se traté con
colagenasa durante 90 min a 37°C en atmosfera humeda al 5% CO,. Posteriormente,
los restos de tejido se eliminaron filtrando (Cell strainers, BD Falcon, Franklin Lakes,
Nueva Jersey) y las células se lavaron con PBS (Sigma-Aldrich) al 2% de suero fetal
bovino (Life Technologies, Milan, Italia). Los linfocitos se aislaron por centrifugacion
en gradiente de Ficoll Histopaque 1083 (Sigma-Aldrich) a 500xg durante 20 minutos, y

se lavaron 3 veces con PBS (Sigma-Aldrich).

8.- ANTICUERPOS Y ANALISIS DE EXPRESION EN SUPERFICIE POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Se estudié la expresion en superficie del las moléculas del MHC de clase |, clase Ib
(no clasicas) y clase Il mediante inmunofluorescencia, en los clones del sistema
tumoral GR9 (A7, B7, C5, B11 y B9), en las lineas celulares derivadas de los tumores

locales a nivel de la pata y de las metastasis generadas.

8.1.- Expresién de moléculas H-2 de clase |
La expresion de moléculas MHC de clase | K% D° y L? fue analizada por
inmunofluorescencia indirecta utilizando el FACS (FACScan, Becton Dickinson). Un
total de 5 x 10° células fueron lavadas dos veces con PBS frio (Sigma-Aldrich) y se
incubaron durante 30 min al 4°C con los anticuerpos primarios anti-H-2 K° (K9.18),
anti-H-2 D (34.5.8), y anti-H-2 L® (28.14.8 y 30.5.7), todos ellos han sido obtenidos de
la ATCC (Rockville, MD). Como anticuerpo secundario se utilizé anti-lgG conjugada
con isotiocianato de fluoresceina (anti-lgG-FITC(ratén)/Fab, Sigma-Aldrich) a una
dilucion de 1:120 incubando durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Como control se
utilizaron células marcadas unicamente con el anticuerpo secundario o con un isotipo
control. Se analizaron un minimo de 1 x 10* células con el software CellQuest-Pro. Los

histogramas se obtuvieron por amplificacion logaritmica de la fluorescencia emitida por
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las células. Todas las lineas celulares fueron estudiadas en condiciones basales y

después de tratamiento con IFN-y (100U/ml durante 48h).

8.2.- Expresion de moléculas MHC de clase | no clasicas y MHC de clase I
Los niveles de expresion de moléculas MHC de clase Ib (Qaly Qa2) y clase Il (I-Ay I-
E) en la superficie de las células fueron analizados por inmunofluorescencia directa
utilizando el FACS (FACScan, Becton Dickinson). Un total de 5 x 10° células fueron
lavadas dos veces con PBS frio y se incubaron durante 30 min al 4°C con los
anticuerpos directos anti-H-2 I-A/I-E (M5/114), anti-H-2 Qa1 (6A8.6F10), y anti-H-2
Qa2 (695H1-9-9), todos ellos han sido obtenidos de Santa Cruz Biotecnology. Como
control se utilizaron células marcadas con un isotipo control. Se analizaron un minimo
de 1 x 10* células con el software CellQuest-Pro. Los histogramas se obtuvieron por
amplificacién logaritmica de la fluorescencia emitida por las células. Todas las lineas
celulares fueron estudiadas en condiciones basales y después de tratamiento con IFN-

v (100U/ml durante 48h).

8.3.- Anadlisis de subpoblaciones de células inmunes de bazo y pulmén
El analisis de las subpoblaciones inmunes se realizé por inmunofluorescencia directa,
con anticuerpos marcados (Miltenyi Biotec, Madrid, Espafa), se utilizaron: CD3¢-APC,
CD4-FITC, CD8-PE, CD25-PE, FoxP3-APC, CD19-FITC, CD49b-FITC, anti-MHC
clase II-APC, anti-CD11¢c-PE y anti-CD11b-FITC. Como control negativo se utilizaron
isotipos control IgG conjugados con FITC, PE o APC. Ademas, para bloquear la unién
de anticuerpos no deseado a las células murinas que expresan receptores Fc se utilizé
un reactivo de bloqueo (FcR Blocking Reagent, Miltenyi Biotec-Madrid, Espafa). Los
anticuerpos se utilizaron de acuerdo con las instrucciones suministradas por el

fabricante (Miltenyi Biotec) y cada muestra consistié de un minimo de 5 x 10* células.
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Las células se analizaron en el citdmetro de FACSCanto (Becton-Dickinson) y el

software CellQuest-Pro.

9.- RT-PCR Y RT-PCR A TIEMPO REAL

Para aislar el mRNA de las lineas celulares murinas en condiciones basales se utilizo
un kit de extraccion (Mylteny-Biotech). EI DNA complementario (cDNA) se sintetizd
utilizando 100 ng de mRNA siguiendo las instrucciones del kit de transcripcidn reversa
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA), la
reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 20 pl. Finalizada la transcripcion
reversa el cDNA, este se diluyé a un volumen final de 100 pl (concentracion final

1ng/ul), se alicuota y se conserva a -20°C.

Se realizaron por RT-PCR cuantitativa en tiempo real a todos los genes
especificados en la Tabla 2, se realizaron por medio del Sistema 7500 Fast (Applied
Biosystems) usado el Kit Power SYBR Green Maxter Mix (Applied Byosystems). Se
utilizaron como control interno los genes GAPDH y B-actina para normalizar las
variaciones en la calidad de mRNA y la cantidad de cDNA utilizado. La reaccion de
PCR se realiza por cuadruplicado, y los valores obtenidos se expresan con la media +
SD (desviacion estandar). Los cebadores, tamafio de amplificacién, y la temperatura
de anneling para cada gen se especifican en la Tabla 2. Las condiciones de la PCR
fueron 40 ciclos de 15s de desnaturalizaciéon a 95 ° C y 60s a 60 ° C. Los genes Fhit,
AP-2a, c-Myc y Glis 1 fueron estudiados también utilizando sondas Tag-Man (Roche,

Alemania).

10.- ANALISIS POR MICROARRAYS

Se realizaron analisis por microarrays de cDNA de las lineas celulares GR9-B9 y las

metastasis MP5, MP12 y MN4.5 (Whole Mouse Genome Agilent-G4122A, Agilent
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Technologies, Inc., de Santa Clara, CA). Para el analisis se realiz6 la amplificacion de
5 ug de RNA total de cada linea celular siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realizaron cuatro replicas de las hibridaciones con las sondas para cada linea celular.
Las imagenes de fluorescencia de la matriz se analizaron tanto para Cy3 y Cy5
utilizando un escaner de fluorescencia y el software Feature Extraction para analizar la

intensidad de la imagen y normalizar los datos.

11.- WESTERN-BLOT

El estudio de las proteinas Fhit, Glis 1, AP-2a, c-Myc, Tap-1, Tap-2, LMP-2, LMP-7 y
B-Tubulina se realizd por Western-Blot. Se extrajeron las proteinas totales de las
células en cultivo siguiendo el protocolo descrito en el Kit TransFactor Extraction (BD
Biosciences). En primer lugar, se despegan las células con PBS-EDTA, se realizan 2
lavados con PBS, se decanta el sobrenadante y se estima el volumen del pellet. Se
afiade un volumen de buffer de lisis equivalente a 5 veces el volumen del pellet y se
incuba 30 minutos en hielo. Tras la centrifugacién de la solucién a 13.000 xg durante
30 minutos se recoge el sobrenadante que contiene las proteinas totales. Estas
proteinas se cuantifican, antes de realizar el ensayo, con el Kit RC DC Protein Assay.
Se realiz6é una electroforesis de 30 ug de proteinas, en Laemmli Sample Buffer (Bio-
Rad) (1:2) a la que le afnadimos 2-mercaptoetanol (Sigma), en geles SDS-PAGE del
10-15%. Se somete a un voltaje de 100 V durante 60-90 minutos, en solucion 1x Tris
Glycine SDS. Como peso molecular se utilizd Precision Plus Protein Kaleidoscope
Standard (Bio-Rad). Tras realizar la electroforesis, se transfiere el gel a una
membrana, siguiendo el protocolo del Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad). Se equilibra el gel y las membranas de PVDF (polyvinylidene difluoride) en
Transfer Buffer (25 mM Tris, 192 M Glycine, 0.05% SDS, 10% de metanol). Se prepara
el sandwich con la membrana y el gel y la transferencia se realiza a un voltaje de 30V

durante toda la noche. Después de esto, la membrana se lava tres veces con agua
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bidestilada y seguidamente se realizan 2 lavados de cinco minutos cada uno con
PBST (PBS con 0.1% de Tween-20). A continuacion, se bloquea la membrana durante
1 hora con una solucion 3% Blocker (665 ml de PBST con 20 g de leche
semidesnatada en polvo, Blotting Grade Blocker, Bio-Rad). Después de este periodo,
se realizan dos lavados con TBST y se incuba la membrana con los anticuerpos
primarios B-Tubulina (1:2000) (Sigma-Aldrich), TAP-1 (1:500), LMP-2 (1:250) (ambos
suministrados por el Dr Klaus Frith (Howard Johnsson, La Jolla, CA)), anti-Fhit
(1:500), AP-2a, Glis1, c-Myc, TAP-2 y LMP-7 (todos a la dilucion 1:1000) obtenidos de
ABCAM (Cambridge, UK), a 4°C durante toda la noche. Seguidamente la membrana
se lava 2 veces con PBST y se incuba 60 minutos con el segundo anticuerpo (Goat
anti-Mouse IgG-HRP, BD Biosciences Pharmingen). Por ultimo, se realizan dos
lavados con PBST, y se afiade una solucion colorimétrica, Opti-4CN (Bio-Rad) durante

5 a 30 minutos.

12.- ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos son representados como la media + SD. Para los datos que siguen una
distribucion normal se utilizé el test t de Student para evaluar las diferencias entre dos
grupos. Para los datos que siguen no siguen una distribucion normal se utilizé el test
no paramétrico U de Mann-Whitney. Las diferencias fueron consideras

estadisticamente significativa cuando *p < 0.05.
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Tabla 2. Secuencia de los oligonuclettidos y tamafio del amplificado

Oligonucleotido Secuencia 5'to 3' Posicion ,;%Z%I(t:l:: [?)%I]
] . forward CTGGTGCTTGTCTCACTGACC 79-99
Bz-microglogulina o orce GACCAGTCCTTGCTGAAGGAC 273-203 gl
Ho-K¢ forward CCATCCACTGTCTCCAACACG 895-915 112
reverse CCACCTGTGTTCCTTCTCATC 987-1007
Ho-D¢ forward GCCTCCTTCATCCACCAAGAC 906-926 81
reverse CACAGCTCCAAGGATGACCAC 967-987
Ho-L¢ forward CGTCCACTGACTCTTACATGG 914-934 74
reverse CCACAGCTCCAATGATGGCC 969-988
TAPL forward GCTGTTCAGGTCCTGCTCTC 1537-1556 105
reverse CACTGAGTGGAGAGCAAGGAG 1622 - 1642
TAP2 forward AGGAGCCTGTGCTGTTCTCG 1802-1821 116
reverse CCTGTGCAGACGACTTCATAG 1898-1948
LMP2 forward CCTCTGCACCAGCACATCTTC 187 - 207 93
reverse CGTGTAGCTCCAGCTGGTAG 261-280
LMP7 forward GGACCTCAGTCCTGAAGAGG 855 - 874 116
reverse CAACCGTCTTCCTTCATGTGG 951 - 971
Fhit forward GCAAGATGGTCCTGAAGCTGG 481-501 156
reverse GGAGATCTGAGAAGGAGATGG 427-647
AP-2a forward GTCACTAGTGGAAGGAGAAGC 1230-1250 189
reverse GAGTTCACTGACCTGCTGGCT 1399-1419
GAPDH forward TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG 817-837 17
reverse CCACTCTTCCACCTTCGATGC 914-934
p-actina forward CAACACAGTGCTGTCTGGTGG 964-994 62
reverse GCTGACAGGATGCAGAAGGAG 1007-1026
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Los resultados se han divido en tres capitulos que se corresponde con un articulo ya
publicado y dos que estan en preparacion.

1) El gen supresor de tumores Fhit regula positivamente la expresion de las
moléculas MHC de clase | (articulo publicado)

1)} Heterogeneidad intratumoral en la expresion de moléculas MHC-Il en un
tumor primario determina su comportamiento oncogénico y metastasico
(manuscrito en preparacion)

1)} Metastasis espontaneas pueden ser completamente controladas en estado
de latencia por el sistema inmune (manuscrito en preparacion)
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1.- EL GEN SUPRESOR DE TUMORES FHIT REGULA POSITIVAMENTE LA
EXPRESION DE LAS MOLECULAS MHC DE CLASE |

1.1.- Expresion en superficie de las moléculas MHC-I de clase | en el

sistema tumoral GR9-B9
El sistema tumoral GR9-B9, que ha sido ampliamente descrito en la introduccion, esta
constituido por la linea celular GR9-B9 y metastasis derivadas de ella. Este clon GR9-
B9 no presenta expresion en superficie de las tres moléculas MHC de clase | (H-2 K¢,
D?y L% en condiciones basales, pero recupera la expresion de las tres moléculas tras
el tratamiento con IFN-y (Fig. 24). Previamente nuestro grupo realizé con este clon
ensayos de metastasis espontaneas en ratones BALB/c inmunocompetentes y nude
(nu/nu) (Garcia-Lora 2001). Las metastasis obtenidas en ratones inmunocompetentes
fueron adaptadas a cultivo celular, estableciendo varias lineas celulares (ej. MP5 vy
MP12), las cuales no presentaban expresion en superficie de ninguna moléculas H-2
de clase | en condiciones basales, teniendo por tanto la misma expresion que el clon
tumoral del que derivan (Fig. 24). Por el contrario, todas las metastasis generadas en
ratones inmunodeficientes (ej. MN4.5) tienen una expresion en superficie positiva para

las tres moléculas H-2 de clase | en condiciones basales (Fig. 24) (Garcia Lora 2001).
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Figura 24. Expresion en superficie de las moléculas H-2 K¢, D? y L? en condiciones basales en el
modelo tumoral murino GR9-B9. B9, MP5 y MP12, muestran una expresion en superficie H-2 de
clase | negativa, por el contrario la linea celular MN4.5 es positiva para las tres moléculas H-2 de clase
I. Los histogramas son representativos de un minimo de tres experimentos independientes.
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1.2.- Estudio del mecanismo responsable de la ausencia de expresion en
superficie de las moléculas MHC-I

Previamente, mediante estudios de RT-PCR semicuantitativa, conociamos que en el
sistema tumoral GR9-B9 la pérdida de expresion transcripcional coordinada de varios
componentes del APM era el mecanismo responsable de la falta de expresiéon en
superficie de moléculas MHC-| en las lineas celulares GR9-B9, MP5 y MP12. Ahora,
hemos realizado RT-PCR a tiempo real analizando los niveles transcripcionales
relativos de las cadenas pesadas de clase | (H-2 K, D° y L%), B,-microglobulina (32m)
y varios componentes del APM en el sistema tumoral GR9-B9, para conocer con mas
exactitud los datos obtenidos previamente. En la Tabla 2 se especifica los cebadores
utilizados y el tamafio del amplificado. Los valores obtenidos han sido normalizados
utilizando los genes GAPDH y B-actina como controles y la linea tumoral MN4.5 (H-2
clase | positiva) como referencia (valor relativo de 1) (Fig. 25a). Los resultados
mostraron que existe una baja regulacién coordinada en los niveles transcripcionales
de los genes H-2 K, H-2 D% H-2 LY TAP-1, TAP-2, LMP-2, LMP-7, B2m y calnexina
en las lineas celulares GR9-B9, MP5 y MP12, que no presentan expresion en
superficie de moléculas H-2 de clase |. Estas lineas presentan ausencia total de
expresion de la cadena pesada H-2 L® y LMP-7, y con respecto a LMP-2 Gnicamente la
linea MP5 transcribe bajos niveles (3.6 veces menos que la linea MN4.5 H-2 positiva).
No se observaron diferencias significativas en la expresion de tapasina y calreticulina

(Fig. 25a).

Para determinar si la pérdida de expresion en superficie de las moléculas MHC-I
era debida a la acetilacion de histonas, las células GR9-B9 fueron tratadas con el
inhibidor de la histona deacetilasa Trichostatin A (TSA), el cual produjo la recuperacion
parcial de la expresion en superficie de las moléculas MHC-I en estas células (Fig.

25b).
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Figura 25. a. Niveles transcripcionales por RT-PCR a tiempo real de las cadenas pesadas de clase |,
B2m y varios componentes de la APM. Los niveles de expresion de los genes de interés se determinaron
utilizando B-actina y GAPDH como control. A la linea MN4.5 (H-2 positiva) se le asigno el valor relativo
de 1. Los valores se representan como la media + SD de un experimento realizado por cuadruplicado y
representativo de un minimo de tres; * p < 0.01. b. La linea celular B9 recupera la expresion en superficie
de las tres moléculas H-2 de clase | tras el tratamiento con TSA (250nM, 48h).

1.3.- Identificacion de otros genes diferencialmente expresados entre las
lineas celulares H-2 clase | negativas y positivas

Nuestros resultados hasta ahora mostraban que la diferente expresion en superficie de
moléculas MHC-| entre las metastasis obtenidas en ratones inmunocompetentes e
inmunodeficientes, era debida a una baja regulacion coordinada de la APM y de las

cadenas pesadas MHC-I. EI mecanismo molecular que provoca esta baja regulacién
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transcripcional coordinada de varios genes era desconocido. Nuestro modelo tumoral
presentaba la ventaja de que tanto las metastasis obtenida en ratones nude como las
obtenidas en ratones inmunocompetentes derivaban del mismo clon tumoral, por lo
que presentaban un origen comun. Este hecho nos hacia pensar que el numero de
genes diferencialmente expresados, ademas de los mencionados anteriormente de la
APM y del MHC-I, no deberia ser muy grande. Entre estos genes deberia encontrarse

el/los genes responsables de la alteracion en la expresion de la APM y del MHC-I.

Dos estrategias se emplearon para determinar los posibles “genes candidatos”: en
primer lugar, la construcciéon de una biblioteca de substraccién de cDNA comparando
las lineas H-2 positivas vs negativas; y en segundo lugar, la realizacion de analisis de
expresion génica mediante microarrays de cDNA. La libreria de substraccién ya habia
sido realizada previamente (Martinez MS, 2004) y mostré la existencia de un conjunto
de bandas discretas, al sustraer el cDNA de MN4.5 (H-2 positiva) con el cDNA de las
H-2 negativas, que no estaban presentes ni en el control, ni el libreria inversa
(substraccion del c-DNA de las lineas H-2 negativas). Este hecho sugirié la presencia
de genes activadores y no represores, que podrian estar controlando la transcripcion

coordinada de los genes de la APM y las cadenas pesadas.

La Tabla 3 muestra los genes encontrados que son expresados diferencialmente
entre estas lineas celulares metastasicas, apareciendo genes conocidos y genes
nuevos desconocidos. Partiendo de estos resultados ya conocidos por nuestro grupo,
nos propusimos cruzar estos resultados con los que obtendriamos realizando
microarrays de cDNA donde comparariamos las lineas celulares MHC-I positivas con
las MHC-l negativas. El numero de genes diferencialmente expresados que
aparecieron en ambos ensayos fue de cuatro: AP-2a, Fhit, Glis1, y c-Myc. Las Tabla 4
muestra el ratio de expresion encontrados para estos genes en los ensayos de

microarrays.
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Tabla 3. Genes identificados en la libreria de substraccion

Gen Gene Bank
Nombre .

no. accession no.
1 Fhit: fragile histidine triad gene MGI:1277947
2 F13al: coagulation factor Xlll, A1 subunit 1 MGI:1921395
3 AFG3: (ATPase family gene 3)-like 2 (yeast) MGI:1916847
4 mt-Nd5: NADH dehydrogenase 5, mitocondrial MGI:102496
5 Glis1: GLIS family zinc finger 1 MGI:2386723
6 Ebfl: early B-cell factor 1 MGI1:95275
7 Cables1: CDK5 y Abl enzyme substrate 1 MGI:1927065
8 Kpna2: karyopherin (importin) alpha 2 MGI:103561
9 Gen novel: Location: chromosome 11
10 Mep1lb: meprin 1 beta MGI:96964
11 Oxct2a: 3-oxoacid CoA transferase 22 MGI:1891061
12 H2-Q8: histocompatibility 2, Q region locus 8 MGI:95937
13 Vav3: vav 3 oncogene MGI:1888518

14 Clon RP23-30D1: Location: chromosome 3
15 Clon RP23-265D17: Location: chromosome 1

16 Tcfap2a: transcription factor AP-2, alpha MGI:104671

17 AMP deaminasa I: protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic MGI:1336167
subunit

18 Clon RP23-5PI: Location: chromosome X

19 Fgfrl: fibroblast growth factor receptor 1 MGI:95522

20 Clon RP23-63c10: Location: chromosome 2
21 Clon RP23-10M12: Location: chromosome 11
22 c-Myc: myelocytomatosis oncogene MGI:97250

Tabla 4. Genes seleccionados tras la comparacion de la biblioteca de c-DNA y el analisis por microarrays

Gen no. Nombre Ratio*
1 FHIT: fragile histidine triad gene 3.15
5 Glis1: GLIS family zinc finger 1 1.64
16 Tcfap?2a: transcription factor AP-2 alpha 2.24
22 c-Myc: myelocytomatosis oncogene 1.63

*Datos obtenidos del analisis de los microarrays. Ratio de comparacion entre MN4.5 (H-2 positivas)
y B9, MP5 y MP12 (H-2 negativas).

1.4.- Analisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de transcripcion de
los genes AP-2a, FHIT, Glis1, y c-Myc en el sistema GR9-B9

El siguiente paso era analizar la diferencia de expresion transcripcional de estos cuatro
genes mediante RT-PCR a tiempo real, o que nos permitiria confirmar su diferente
expresion y cuantificar las diferencias. Se comparé los niveles de expresion
transcripcionales de los genes AP-2a, Fhit, Glis1 y c-Myc de las lineas H-2 positivas

(MN4.5) con las H-2 negativas (GR9-B9, MP5 y MP12). Los cebadores utilizados se
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especifican en la Tabla 2 y para el analisis de los datos los valores obtenidos para la

linea MN4.5 se tomaron como referencia (valor relativo de 1).
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Figura 26. Niveles transcripcionales por RT-PCR de los cuatro genes candidatos del sistema
tumoral GR9-B9. a. Niveles de expresion de Fhit, b. AP-2q, c. c-Myc y d. Glis 1. La expresion de los
genes se determino utilizando GADPH y B-actina como control. A MN4.5 le asignamos el valor relativo

de 1. Los resultados se representan como la media *

SD de tres experimentos independientes

realizados por cuadruplicado; * p < 0.01 por comparacion de MN4.5 con B9, MP5 y MP12

Los

resultados

del

analisis

revelaron

que

efectivamente

los niveles

transcripcionales de expresiéon del gen Fhit son significativamente menores en las

lineas MHC-I negativas, GR9-B9, MP5 y MP12, al compararlas con la linea celular

MN4.5 (Fig. 26a). Lo mismo ocurria para los niveles transcripcionales de AP-2a, eran

significativamente menores en las lineas GR9-B9, MP5 y MP12, aunque las

diferencias eran menores que las encontradas para el gen Fhit (Fig. 26b). Los

resultados encontrados para los otros dos genes, Glis-1 y c-Myc fueron diferentes, no

encontrandose una relacion directa entre expresion de estos genes y expresion en

superficie de moléculas MHC-I (Fig. 26b y c). Por ejemplo, las lineas celulares MP12 y
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MP5 (MHC-I negativas) presentaron una alta expresion de los genes Glis-1 y ¢c-Myc,
respectivamente. En consecuencia, la posible implicacion de estos dos genes en la
regulacion de la expresion en superficie de las moléculas MHC-I qued6 descartada. La
expresion de estos cuatro genes fue también medida a nivel proteico, realizando
ensayos de western-blot. Los resultados plenamente confirmaron los obtenidos a nivel
transcripcional, encontrando relacion directa entre la expresion en superficie de las

moléculas MHC-1 y los genes Fhit y AP-2a (Fig. 27).

MN4.5 B9 MP5 MP12 MN4.5 B9 MP5 MP12
Fhit — AP-2a
Glis1 — c-Myc .

B-tubulina e S S —

Figura 27. Andlisis por western-blot. Comparacion de los niveles de las proteinas Fhit, AP-2a, Glis 1
y c-Myc entre las lineas MN4.5, B9, MP5 y MP12.

1.5.- Andlisis de la implicacién de los genes supresores de tumores Fhit y
AP-2a en la expresion de las moléculas MHC de clase |

A continuacion, decidimos investigar si los genes Fhit o AP-2a podrian tener una
implicacién real en la regulacion coordinada de la transcripcion de los componentes
del APM y de las cadenas pesadas H-2 de clase |, y por tanto en la expresién en
superficie de las moléculas MHC-I. Una posibilidad seria la transfeccién de los genes
Fhit o AP-2a en las lineas celulares con expresion negativa de moléculas H-2 de clase
| y analizar si recuperan la expresion de estas moléculas. Pero al analizar esta
posibilidad, se observo que en la bibliografia se ha descrito que la restauracion de
estos dos genes supresores de tumores en diferentes lineas tumorales, puede inhibir
su proliferacion, alterar el ciclo celular y producir apoptosis (Roz et al. 2002). Con el fin
de evitar la posible citotoxicidad que provocaria la sobreexpresion de los genes Fhit o

AP-2a tras la transfeccion, decidimos continuar con una 22 estrategia alternativa:
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silenciamiento de la expresion de estos dos genes, en la linea tumoral H-2 de clase |
positiva, a nivel transcripcional utilizando RNAs de interferencia especificos (siRNA) y
comprobar si esta inhibicidn tiene algun efecto en los niveles transcripcionales de los
componentes del APM y las cadenas pesadas y en la expresiéon en superficie de las

moléculas MHC-I.

1.5.1.- Silenciamiento de la expresion de AP-2a mediante siRNA en
la linea tumoral MN4.5

Se bloqueo la expresion del gen AP-2a en las células metastasicas MN4.5, mediante
la transfeccion de dos siRNAs especificos (siAP-2a), utilizando varios controles para
este experimento: transfeccion con siRNA control (siNS), células transfectadas
unicamente con el reactivo de transfeccién y células no transfectadas. Estas dos
Ultimas células mostraron siempre en todos los ensayos realizados los mismos
resultados, por lo que en las figuras aparecen identificadas como MN4.5. A las 48 h de
la transfeccion, se compararon los niveles de expresion transcripcional del gen AP-2a
mediante RT-PCR a tiempo real entre todas las células descritas, encontrando que la
transfeccion de siAP-2a habia producido una disminucion especifica del 57% en la
expresion de este gen (Fig.28a). La transfeccion de siNS no modificod
significativamente la expresion de este gen, encontrando la misma expresion de AP-2a
en los tres controles utilizados (Fig. 28a). En cada uno de los ensayos, se emplearon
un minimo de dos oligos especificos diferentes para la diana AP-2a, asi como dos
oligos control, encontrando siempre resultados similares. Al analizar los niveles de
expresion transcripcionales de las cadenas pesadas, B,-microglobulina y varios
componentes del APM después de la transfeccién, no se apreciaron cambios
significativos en comparacion con la misma linea sin transfectar y las transfectadas
con oligos siNS (Fig. 28b y c). Ademas, no encontramos ninguna diferencia entre los

niveles de expresion en superficie de las tres moléculas H-2 de clase | por citometria
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de flujo (Fig. 28d). Estos resultados descartaron la posible implicacién del gen AP-2a
en la regulacion de la transcripcién coordinada de los componentes del APM y las

cadenas pesadas de las moléculas MHC-I.
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1.5.2.- Silenciamiento de la expresiéon de Fhit mediante oligos
SiRNA en la linea celular MN4.5

La transfeccion de las células tumorales MN4.5 con oligos especificos para el gen
supresor de tumores Fhit (siFhit) durante 48 h redujo considerablemente los niveles
transcripcionales del gen en un 64%, en comparacidon con la linea MN4.5 sin
transfectar (Fig. 29a). Por el contrario, no observamos ninguna modificacion
significativa en los niveles transcripcionales del gen Fhit después de la transfeccién
con oligos siNS (Fig. 29a). Para cada ensayo, se utilizaron nuevamente un minimo de
dos oligos control y dos especificos para el gen diana, encontrando siempre resultados
similares. En este caso, la inhibicion de Fhit si provocd una disminucion significativa a
nivel transcripcional de las tres cadenas pesadas H-2 de clase | (K¢, Dy L) (Fig. 29b).
La reduccién de la cadena pesada H-2 L° alcanzé un 47%, seguida de un 30% en H-2
K®y un 26% para H-2 D (Fig. 29b). El descenso en los niveles transcripcionales de B,-
microglobulina alcanzé un 32% (Fig. 29c¢). Al analizar los niveles transcripcionales de
varios de los componentes del APM comprobamos que algunos de ellos descendieron
significativamente: 80% y 67% para los genes LMP-2 y LMP-7, una disminucion de un
48% y 58% para los transportadores de péptidos TAP-1 y TAP-2, y finalmente un 64%
en los niveles de tapasina (Fig. 29c). No se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los genes estudiados al comparar la linea transfectada con siNS y la linea
MN4.5 sin transfectar (Fig. 29b y ¢). Como se ha mencionado anteriormente, las
muestras transfectadas unicamente en presencia del reactivo N-TER nanoparticulas
(reactivo de transfeccion) fueron empleadas como controles en todos los ensayos,
obteniendo resultados similares a los obtenidos en la linea sin transfectar y la
transfectada con siNS. La expresion a nivel de proteina para Fhit y para los TAPs y
LMPs fue analizada y confirmé el descenso observado a nivel transcripcional (Fig.

29d)
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No conociamos si esta bajada transcripcional de la APM y de las cadenas pesadas
MHC-I conllevaria una disminucién en la expresion en superficie de las tres moléculas
MHC-I, y mas aun si esta bajada de expresion en superficie podria ya ser detectada a
las 48 h, o necesitaria mas tiempo para que se produjera el recambio de las moléculas
MHC-I que se encontraban en la superficie celular. Sorprendentemente a las 48 h de
la transfeccion, las células transfectadas con el oligonucleétido siFhit presentaron una
disminucion significativa en superficie de la expresién de las tres moléculas MHC-I
(Fig. 30a). Se observo una reduccion significativa en la expresion superficial de las tres
moléculas H-2 de clase | al comparar MN4.5siFhit, MN4.5siNS y MN4.5 (Fig. 30a). Las
medias de fluorescencias de las moléculas H-2 K¢, D y L descendieron en un 56.5%,

56.9% y 61.2%, respectivamente (Fig. 30b).
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Con el fin de comprobar un posible efecto sinérgico entre los genes Fhit y AP-2a en
la regulacion de la expresién de moléculas H-2 de clase |, se realizaron experimentos
de co-transfeccion para ambos genes, no encontrandose ningun efecto adicional en

los resultados del ensayo (resultados no mostrados).

1.5.3.- Implicacién de Fhit en la regulacion transcripcional de la
APMy cadenas pesadas en lineas celulares tumorales de diferente
histologia

Nosotros decidimos investigar si el papel de Fhit en la regulacion de la expresion de
moléculas MHC-| era exclusivo de este sistema tumoral. Para confirmarlo o descartarlo
ampliamos nuestro estudio a dos nuevas lineas tumorales murinas derivadas de
tumores sélidos de diferente histologia. Utilizamos el carcinoma de colon CT26 y la
linea tumoral de mama 4T1. En la linea CT26 la transfecciéon con oligos siFhit
(CT26siFhit) inhibié la expresion del gen hasta un 88% (Fig. 31a). Los niveles
transcripcionales de las cadenas pesadas H-2 K% D y L° disminuyeron
significativamente un 26%, 48% y 42% respectivamente (Fig. 31b). Ademas,
detectamos una disminucion significativa al comparar los niveles transcripcionales de
varios genes de la APM entre CT26siFhit y CT26siNS 6 CT26 (Fig. 31b). Los genes
que presentaron descensos significativos en sus niveles de transcripcion fueron: las
chaperonas calnexina y calreticulina (49% y 36%) y los transportares de péptidos TAP-
1y TAP-2 (17% y 30%) (Fig. 31b). No encontramos diferencias en los otros genes
analizados. La reduccion a nivel transcripcional de los componentes del APM se
tradujo en un descenso en los niveles de expresion superficial de las tres moléculas H-
2 de clase | (Fig. 31c). La linea celular 4T1 es muy dificil de transfectar y la eficacia
que obtuvimos en los ensayos de transfeccion fue de un 20% con cualquiera de los
siRNAs. Se detecto una inhibicion de un 20% del gen Fhit en las células transfectadas

con siFhit, que se tradujo también en una inhibicion aproximada del 20% en la
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expresion transcripcional de varios componentes de la APM y de las cadenas pesadas

MHC-I (datos no mostrados).
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Figura 31. Silenciamiento del gen Fhit en el carcinoma de colon CT26. a. Las lineas fueron
transfectadas con oligos siRNAs especificos para el gen Fhit (CT26siFhit), con oligos controles
(CT26siNS) o no transfectadas CT26; la eficacia de la transfeccion se confirmo a las 48h por RT-PCR
a tiempo real. b. Comparacioén de los niveles transcripcionales de las cadenas pesadas, 2m y varios
componentes del APM. Todos los resultados se representan como la media + SD de tres experimentos
independientes realizados por cuadruplicado; * p < 0.01. c. Niveles de expresion superficial de las tres
moléculas H-2 de clase | medidas por citometria de flujo. La tabla muestra la media de fluorescencia
para las tres moléculas.
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1.6.- Transfeccion del gen Fhit en lineas celulares MHC-I negativas
Aunque como hemos mencionado anteriormente la transfeccion del gen supresor de
tumores Fhit puede promover la apoptosis y reducir la proliferacion celular, nosotros
quisimos estudiar si la transfeccion transitoria o estable del gen Fhit podria recuperar
la expresiodn transcripcional de la APM y de las cadenas pesadas del MHC-I, asi como
la expresion en superficie de las moléculas MHC-I, en las células tumorales MHC-I
negativas GR9-B9 y MP5. Se construyo un plasmido de expresién conteniendo el
cDNA para Fhit, pCDNA-Fhit, un plasmido vacio (pCDNA-control), e incluso un
plasmido que contenia el gen Fhit pero en orientacion opuesta. En todos los ensayos
realizados con los dos ultimos plasmidos, los resultados fueron los mismos, por lo que

solo mostraremos los resultados con el plasmido pCDNA-control.

La transfeccion transitoria de las células GR9-B9 con el plasmido pCDNA-Fhit (B9-
TFhit) provocé que a las 48 h ya se detectara un aumento en la expresién en
superficie de las tres moléculas MHC-I comparado con la expresidon completamente
negativa en superficie que mostraba el clon GR9-B9 (Fig. 32a). La transfeccién del
vector vacio no provoco ninguna variacion en la expresion de las moléculas MHC-I en
superficie. También pudimos observar que la transfeccion transitoria de Fhit no afecto
la proliferacién celular de las células GR9-B9, por lo que decidimos seleccionar
transfectantes estables. Varios clones transfectados estables fueron seleccionados
(B9-Fhit), en todos comprobamos la expresion de Fhit mediante RT-PCR a tiempo real
y mediante western-blot observando una alta expresion (Fig. 32c). En todas las
transfectantes estables se detectd un significativo incremento de la expresién en
superficie de las moléculas H-2 K y D% y un sorprendente gran aumento en los
niveles de expresién en superficie de la molécula H-2 L? (Fig. 32a), cuya expresion es

la mas alta encontrada por nosotros en cualquier linea celular previamente estudiada.
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componentes del APM tras la transfeccion estable del gen Fhit en la linea celular B9 (B9-Fhit). Los
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realizados por cuadruplicado; *p < 0.01. c. Analisis por western-blot que muestran el incremento de los
niveles de proteinas Fhit, Tap1, Tap2. Lmp2 y Lmp7 en las transfectantes estables.
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Ademas, comprobamos por RT-PCR a tiempo real que este incremento en
superficie de los niveles de expresion de moléculas MHC-I era consecuencia de un
incremento muy significativo de los niveles transcripcionales de las cadenas pesadas
(H-2 K% Dy LY, B.-microglobulina y de todos los componentes del APM analizados
(Fig. 32b). Este incremento conllevo el aumento de los niveles proteicos de todos
estos genes. La figura 32c muestra el incremento de expresion que ocurrié en las
proteinas Fhit, TAP-1, TAP-2, LMP-2 y LMP-7 al comparar GR9-B9 con la
transfectante estable B9-Fhit. Paralelamente en todos estos ensayos se analizaron
muestras transfectadas con el vector pc-DNA control que mostraron el mismo
resultado que los obtenidos para la linea GR9-B9 sin transfectar. Todos estos ensayos
fueron también realizados con las células MP5, y los resultados encontrados fueron
practicamente idénticos, salvo que la expresion transcripcional y en superficie de la
moléculas H-2 L? no fue recuperada, debido a que estas células presenta una lesion

estructural en este gen (Garcia-Lora et al. 2001).

La Tabla 5 resume los cambios encontrados a nivel transcripcional con el
silenciamiento de Fhit en las células MN4.5 y CT26, y con la transfeccion del gen Fhit

en las células tumorales GR9-B9.

Tabla 5. Cambios encontrados en los niveles transcripcionales de las cadenas pesadas, f2m y varios
componentes de la APM en los ensayos de transfeccion con oligonucledtidos (siRNAs) y en las
transfectantes estables del gen Fhit.

Linea Cel. H-2K | H-2D | H-2L | Bom | TAP1 | TAP2 | LMP2 | LMP7 | Caln. Calr. Tapasina
MN4.5siFhit | W Vv v v v v v v - - v
CT26siFhit v v v - v v - - v v -

BO-Fhit A A () () () () A A A A 0
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2.- HETEROGENEIDAD INTRATUMORAL EN LA EXPRESION DE MOLECULAS
MHC-I EN UN TUMOR PRIMARIO DETERMINA SU COMPORTAMINETO
ONCOGENICO Y METASTASICO

Nuestro segundo objetivo era determinar como la heterogeneidad de expresién en
superficie de moléculas MHC-I encontrada en los diferentes clones obtenidos del

tumor primario GR9, podria afectar su comportamiento biologico in vitro e in vivo.

2.1.- Fenotipo H-2 de clase | de los clones tumorales seleccionados
Se han seleccionado un total de cuatro clones del fibrosarcoma murino GR9 inducido
quimicamente por MCA, ampliamente descrito en la introduccion. Los diferentes
clones celulares fueron obtenidos por dilucion limite. Los clones seleccionados fueron:
A7, B7, C5 y B11. Estos clones en su conjunto son representativos del amplio abanico
de fenotipos MHC-I que existen en el tumor sélido GR9 (Fig. 16). Cuando estudiamos
los niveles de expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase | (H-2 K, Dy LY)
en estos clones encontramos las siguientes diferencias (Fig. 33a): GR9-A7 es un clon
con expresion basal de las tres moléculas H-2 de clase |, y el tratamiento con IFN-y
induce las tres moléculas; el clon GR9-B7 presenta unos niveles de expresion también
positivos, aunque menores, para las tres moléculas H-2 de clase | y nuevamente las
tres moléculas se inducen con IFN-y; GR9-C5 presenta niveles bajos de expresion de
las moléculas H-2 K® y D% y no expresa la molécula H-2 L% aunque si induce la
expresion de las tres moléculas H-2 de clase | tras el tratamiento con IFN-y; y
finalmente, GR9-B11 expresa Unicamente niveles muy bajos de la molécula H-2 K% y
es negativo para las moléculas H-2 D? y LY, este clon induce la expresion de las tres
moléculas H-2 K¢, D? y L? tras el tratamiento con IFN-y (Fig. 33a). El tratamiento con
IFN-y, induce la expresién de las tres moléculas en todos los clones, esto descarta la
presencia de lesiones estructurales, por tanto presentando “soft lesions”. En resumen,
la clasificacion de estos clones en funcidn de sus expresion de moléculas H-2 de clase

| es: el clon GR9-A7 presenta altos niveles de expresion de moléculas H-2 de clase |,
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seguido del clon GR9-B7 con niveles intermedios, GR9-C5 niveles bajos, y por ultimo

GR9-B11 es practicamente negativo (Fig. 33).
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Figura 33. Niveles de expresién de las moléculas H-2 de clase | por citometria de flujo. a. Expresion
de los clones GR9: A7, B7, C5 y B11 en condiciones basales y tras tratamiento con IFN-y (100 U/ml;
48h). b. Comparacion de los niveles de expresion de moléculas H-2 de clase | en condiciones basales y
tras el tratamiento con TSA (250nM, 48h). En la figura se representa la media + SD; *p < 0,01. Esta
figura es un experimento representativo de un minimo de tres.

Los fenotipos MHC-I alterados de los clones GR9-C5 y B11 pueden ser resultado
de la represion epigenética. Diferentes estudios han demostrado que los niveles de

expresion de las moléculas H-2 de clase | pueden verse aumentados tras el
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tratamiento con inhibidores de la enzima histona deacetilasa (iHDAC), como
Trichostatin A (TSA) (Wang et al. 2007). Para demostrar si la deacetilacion de histonas
estd 0 no implicada en la regulacion de la expresién de moléculas H-2 de clase |, las
dos lineas celulares GR9-C5 (bajos niveles de MHC-lI) y GR9-B11 (MHC-I|
practicamente negativa) se trataron con TSA (250 nM de TSA durante 48 horas). Se
midieron los niveles de expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase | por
citometria de flujo comparando las medias de fluorescencia de ambas lineas en
condiciones basales y tras el tratamiento con TSA (Fig. 33b). El clon GR9-C5 tras el
tratamiento con TSA triplicé los niveles de expresion de la molécula de H-2 D¢, pero
sélo ligeramente los niveles de H-2 K® y L? (Fig. 33b). El tratamiento con TSA en la
linea GR9-B11 provoco un incremento significativo de las tres moléculas H-2 K¢, D% y
LY de 1.8, 16 y 9.6 veces, respectivamente. Varias observaciones se pueden extraer
de estos resultados: en primer lugar, TSA tiene efectos especificos sobre los niveles
de expresion de las moléculas H-2 de clase | en ambas lineas celulares, y en segundo

lugar, HDAC esta contribuyendo a la represion de las moléculas H-2 de clase |.

2.2.- Correlacién entre los niveles de transcripcién de los componentes
del APM y de las cadenas pesadas y la expresion en superficie de las
moléculas MHC-I

Para determinar si la expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase | se
correlacionan con los niveles de transcripcién de complejo H-2, analizamos los niveles
transcripcionales de las cadenas pesadas H-2 de clase | (K, D° y L°) por RT-PCR a
tiempo real. En la Tabla 2 se detallan los cebadores utilizados y el tamafio de
amplificacién. Los resultados revelaron que los niveles de transcripcion de las cadenas
pesadas H-2 K% y D no se corresponden con la expresién superficial de estas
moléculas. GR9-B7 es el clon que expresa niveles transcripcionales mas altos de
estas moléculas, y el clon GR9-B11 también expresa niveles transcripcionales de

estas dos moléculas, a pesar de ser practicamente negativo en superficie (Fig. 34a).
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Unicamente el nivel transcripcional de la cadena pesada H-2 L® se correlacioné con la
expresion en la superficie en todas las lineas celulares, se transcribe mas en el clon
GR9-A7 que en GR9-B7 y los clones con expresién negativa de la molécula H-2 L¢,
GR9-C5 y GR9-B11, mostraron un nivel transcripcional muy bajo de la cadena pesada
H-2 L (Fig. 34a). A continuacién, se analizaron los niveles de transcripcion de B,-
microglobulina y algunos de los componentes de la APM (LMP-2, LPM-7, TAP-1, TAP-
2, tapasina, calnexina y calreticulina) para analizar si una regulacion negativa en ellos
podria explicar las diferencias en la expresion superficial de las moléculas H-2 de
clase | entre las lineas celulares. En las células GR9-B7, la expresién transcripcional
de los genes calreticulina, LMP-2 y LMP-7 es menor que en el clon GR9-A7 (Fig. 34a).
En el clon GR9-C5 unos niveles transcripciones disminuidos de la B,-microglobulina y
de TAP-1, TAP-2 y tapasina, unido a una menor expresion transcripcional de las tres
moléculas H-2 de clase |, pueden explicar su menor expresion en superficie. Por ultimo
en el clon GR9-B11 los genes regulados negativamente fueron: calreticulina, LMP-2,
TAP-1 y tapasina (Fig. 34a). De acuerdo con estos hallazgos, los fenotipos H-2 de
clase | alterados que observados en los clones GR9-B7, C5 y B11 se deben
principalmente a la regulacion coordinada y negativa de algunos de los componentes

de la APM.

En el sistema tumoral GR9-B9, nosotros hemos mostrado en este trabajo de
investigacion la implicacion directa del gen supresor de tumores Fhit en la regulacién
transcripcional coordinada de los componentes de APM y las cadenas pesadas H-2 de
clase | (Romero et al. 2012). Los niveles de transcripcion de Fhit fueron
significativamente menores en las células tumorales con menor expresidon en
superficie de moléculas MHC-I (Fig. 34b). Los resultado del ensayo mostraron que los

niveles transcripcionales de Fhit en GR9-A7 (valor relativo de 1) fueron 1.4 veces
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superiores a los encontrados en el clon GR9-B7 y alrededor de 3.6 y 3.2 veces

superior al de los clones GR9-C5 y GR9-B11, respectivamente (Fig. 34b).
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Figura 34. Niveles transcripcionales utilizando RT-PCR a tiempo real. a. Niveles transcripcionales de
las cadenas pesadas de clase |, f2m y varios componentes de la APM. b. Niveles transcripcionales del
gen Fhit en las cuatro lineas tumorales de fibrosarcoma. La expresion de los genes de interés se
determinaron utilizando B-actina y GADPH como genes control. A los niveles transcripcionales de GR9-
A7 se les asignod el valor relativo de 1. Todos los datos se expresaron como la media £+ SD y son
representativos de tres experimentos realizados por cuadruplicado; *p < 0.01.

2.3.- Relacién entre el fenotipo MHC-1 y la capacidad oncogénica local in
vVivo

Con el proximo ensayo hemos querido analizar si existe alguna relacién entre la
expresion en superficie de moléculas MHC de clase | y la capacidad oncogénica local
in vivo. Para llevarlo a cabo, cada una de las lineas celulares se inyectaron a nivel
subcutaneo en ratones singénicos BALB/c. Se utilizé una dosis de células baja (6.25 x
10° células/ratén), con el Gnico propésito de evitar que el rapido crecimiento del tumor
local pudiera enmascarar las posibles diferencias existentes entre ellos. El crecimiento

de los tumores locales se controlé en todos los animales midiendo el diametro mayor
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tres veces por semana. Todas las lineas celulares crecieron in vivo localmente y los
tumores se extirparon cuando alcanzaron un diametro de 10 mm, con el fin de evitar el
sufrimiento innecesario de los animales. Los tumores locales de los ratones inyectados
con las lineas GR9-C5 y B11 comenzaron a crecer en el dia 8 y se retiraron el dia 23 y
28 respectivamente (Fig. 35). Mientras que los tumores locales de las lineas GR9-A7 y
B7, comenzaron a crecer mas tarde, en los dias 14 y 16 posteriores a la inyeccion,
respectivamente, y se extirparon el dia 39 (Fig. 35). El analisis de los resultados
mostré que los tumores locales generados a partir de la inyeccién de clones con
niveles de expresion superficial de las tres moléculas MHC-I, los clones GR9-A7 y B7,
crecieron notablemente mas lentamente que los tumores locales generados por clones

con niveles de expresion MHC-I en superficie mas bajos, clones GR9-C5 y B11.

11

Diametro medio (mm)
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Figura 35. Lineas con diferente fenotipo MHC-I muestran diferencias en su oncogenicidad local.
Los clones tumorales GR9-A7, B7, C5 y B11 fueron inyectados a nivel subcutaneo en la pata de
ratones BALB/c a una dosis de 6.25 x 10° células. El didmetro del tumor se midio tres veces por
semana y se extirparon cuando alcanzaron el tamafio de 10mm. Los tumores con expresion positiva de
las moléculas H-2 de clase |, GR9-A7 y B7, crecieron mas lentamente que las lineas celulares mas
negativa, GR9-C5 y B11. Los datos se representan como la media del diametro del tumor + SD de 10
ratones. El ensayo se repitié un minimo de tres veces.
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2.4.- Relacién entre el fenotipo MHC-l y la capacidad de producir
metéstasis espontaneas

Para determinar si existen o no diferencias en la capacidad metastasica in vivo, se
realizaron ensayos de metastasis espontaneas en ratones singénicos BALB/c
inmunocompetentes. Para estos ensayos se utilizaron cuatro dosis diferentes de
células de cada uno de los clones (5 x 10° 2.5 x 10°%, 1.25 x 10° y 6.25 x 10°
células/raton). Al utilizar dosis diferentes queremos comprobar si la dosis influye en la
capacidad metastasica de estos cuatro clones. En todos los grupos, con
independencia de la dosis y el clon inyectado, los tumores crecieron a nivel local y se
extirparon cuando el diametro del tumor llegé a 10 mm. Tras extirpar los tumores
locales, los ratones se monitorizaron semanalmente dejando progresar la enfermedad
hasta la aparicion de metastasis espontaneas. Los ratones fueron sacrificados cuando
mostraron signos graves de enfermedad, las metastasis se contaron y se
establecieron a cultivo celular. Los grupos de ratones inyectados con 5 x 10° células
no llegaron a presentar signo alguno de enfermedad, sacrificandose al final de ensayo.
La necropsia reveld que el 100% de estos ratones con independencia de la linea
celular inyectada se encontraban libres de metastasis (Tabla 6). Este resultado podria
explicarse como consecuencia del rapido crecimiento de los tumores locales (menos
de doce dias) al emplear una dosis tan alta de células tumorales. Otro resultado
interesante es el obtenido con el clon celular GR9-B11 (H-2 clase | practicamente
negativo), esta linea celular no generé metastasis a ninguna de las cuatro dosis de
células inyectadas, comportandose como el clon con menor capacidad metastasica
(Tabla 6). Esta propiedad encontrada en este clon sera estudiada detenidamente en
profundidad mas adelante. En contraste, las células GR9-A7 (H-2 positivo) mostraron
una alta oncogenicidad generando metastasis a las dosis de 2,5 x 10%, 1.25 x10° y
6.25 x 10° células, generando en los huéspedes linfo-nédulos (LNs; rango, 1-3) y

metastasis pulmonares (PMs; rango, 1-52) (Tabla 6) (Fig. 36). GR9-B7 mostré una
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oncogenicidad intermedia, la necropsia revelo la existencia unicamente de metastasis
pulmonares (PM; rango, 1-6), en los huéspedes inyectados con 2.5 x 10° y 1.25 x 10°
células (Tabla 6) (Fig. 36). GR9-C5 tiene una oncogenicidad muy reducida,
Uunicamente cuatro del total de ratones inyectados con esta linea terminaron

desarrollando metastasis pulmonares (PM; rango, 1-3) (Tabla 6) (Fig. 36).

Tabla 6. Ensayo de metastasis espontaneas con las cuatro lineas de fibrosarcoma

Dosis N° de Ratones con N° de metastasis/raton
Linea celular ! X .
células ratones metastasis *PMs *L MNs
GR9-A7 10 0 0 0
GR9-B7 10 0 0 0
5 x10°

GR9-C5 10 0 0 0
GR9-B11 10 0 0 0
GR9-A7 10 8 1-5 0-1
GR9-B7 10 8 1-5

2.5 x10°
GR9-C5 10 2 2-3
GR9-B11 10 0 0
GR9-A7 10 10 1-52 2-3
GR9-B7 10 2 5-6

1.25x10°
GR9-C5 10 2 3
GR9-B11 10 0 0
GR9-A7 10 7 1-7 0-1
GR9-B7 5 10 0 0

6.25x10
GR9-C5 10 0
GR9-B11 10 0

*PMs: metastasis pulmonares; *LNMs: linfo-nodulos metastasicos

En resumen, podemos concluir que la capacidad metastasica in vivo fue la
siguiente: A7> B7> C5> B11 (Fig. 36). Los resultados de los ensayos in vivo sefialan
claramente que existe una relacion directa entre los niveles de expresion en superficie
de las moléculas MHC de clase | y la capacidad metastasica espontanea, y una

relacion inversa con la capacidad oncogénica local.
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Figure 36. Ensayos de metastasis espontaneas con las lineas celulares de fibrosarcoma GR9-
A7, B7, C5y B11. Resultados para tres de las cuatro dosis inyectadas (2.5 x 10°, 1.25 x 10° y 6.25 x
105) a nivel subcutaneo en la pata de grupos de ratones BALB/c. GR9-B11 no generé metastasis a
ninguna de las dosis seleccionadas. GR9-A7 mostro alta capacidad metastasica, GR9-B7 intermedia y
GR9-C5 muy baja.

2.5.- Comparacion de la capacidad de migrar e invadir in vitro
Con este ensayo queriamos comparar la capacidad migratoria e invasiva in vitro de
estos clones utilizando camaras de Boyden modificadas. El ensayo consiste en
comparar la capacidad de invadir o migrar de las lineas celulares GR9-A7, B7, C5 y
B11 desde la parte superior de la camara hasta la inferior, empleando como quimio
atrayente medio de cultivo suplementado con FBS. Una suspension de 25.000 células
en medio de cultivo (sin suero) se coloca en la parte superior de la camara, 20 horas
después las células que llegan a la membrana de la camara inferior se cuentan. En el
analisis de los resultados encontramos diferencias entre la capacidad de migracion de
los cuatro clones (Fig. 37a y c). Asi, GR9-A7 (H-2 positivo) migré 21.3 veces mas que
GR9-B11 (H-2 practicamente negativo), 6.2 veces mas que GR9-C5 (H-2 bajo) y 1.75
veces mas que las células GR9-B7 (H-2 intermedio). En el ensayo de invasion, los
resultados fueron muy similares a los de migracion, mostrando el clon GR9-A7 mayor
capacidad de invasion y GR9-B11 la mas baja (Fig. 37b y c). GR9-A7 invadié 12 veces
mas que GR9-B11, y 3.2 y 1.4 veces mas que GR9-C5 y GR9-B7, respectivamente.
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado y se repitieron al menos tres veces

utilizando lotes de células diferentes de todos los clones. En resumen, la capacidad in
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vitro de migrar e invadir sigui6 el mismo orden que la capacidad metastasica
espontanea in vivo, A7> B7> C5> B11, en el mismo sentido que decrece la expresion

en superficie de moléculas H-2 de clase |.
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Figura 37. Comparacion de la capacidad de migrar e invadir in vitro de lineas celulares con
diferentes expresion de moléculas MHC-I. a. La habilidad de migrar se evalu6 utilizando camaras de
Boyden modificadas tras 20h. b. Capacidad de invadir a través del colageno (matrixgel) en camara de
Boyden tras 20h. c. Fotografias de campos representativos. Se representan la media + SD, se
analizaron lotes de células diferentes y la figura es representativa de un total de tres experimentos
realizados por duplicado.
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2.6.- Clasificacion de las lineas metastasicas en diferentes fenotipos H-2
de clase |

La gran mayoria de las metastasis visibles macroscopicamente se establecieron a
cultivo obteniendo nuevas lineas celulares, y se estudiaron los niveles de expresiéon en
superficie de moléculas H-2 de clase | en condiciones basales y después del
tratamiento con IFN-y. Al analizar los resultados observamos que todas las metastasis
obtenidas con la inyeccién GR9-A7 se podian clasificar en tres fenotipos diferentes,
(Fig. 38a): fenotipo I, le corresponde a aquellas metastasis que presentaron niveles
de expresion en superficie de las tres moléculas H-2 de clase | (K%, D®y L°) similares al
clon original GR9-A7, este fenotipo se observé en el 50% de las metastasis; fenotipo
Il, metastasis con expresién positiva de las tres moléculas, pero los niveles de
expresion son menores que los encontrados en el clon original GR9-A7, este fenotipo
representa el 12.5% de las metastasis; y por ultimo el fenotipo Ill, apareci6 en el
37.5% de las metastasis, estas metastasis se caracterizan por mostrar una ausencia
total de expresion de la molécula H-2 LY, acompafiada de una expresion baja de las
moléculas H-2 K®y D? (Fig. 38a). En los fenotipos |, Il y Ill se induce la expresién de

las tres moléculas H-2 de clase | al tratar las lineas con IFN-y (“soft lesions”) (Fig. 38a).

En las metastasis producidas por el clon GR9-B7, aparece un nuevo fenotipo:
fenotipo IV, caracterizado por una baja expresion de las moléculas H2-K® y D¢
acompafiada de una pérdida total de expresién de la molécula H-2 L que no se
recupera tras el tratamiento con IFN-y (“hard lesion”). La distribucion por fenotipos fue:
66.6% fenotipo I, 22.2% fenotipo Il, 0% fenotipo Il y por ultimo, 11. 2% fenotipo

IV (Fig. 38b).

Todas las metastasis generadas a partir del clon GR9-C5 mostraron expresiones

similares al clon original.
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Figura 38. Expresién en superficie de las moléculas H-2 de clase | las metastasis espontaneas
generadas por los clones GR9-A7 y GR9-B7. Se analizaron por citometria de flujo en condiciones
basales y tras tratamiento con IFN-y. Encontramos cuatro fenotipos MHC-I diferentes. a. Fenotipos
MHC-I de las metastasis del grupo GR9-A7. b. Fenotipos MHC-I de las metastasis espontaneas del
grupo GR9-B7. La figura muestra un experimento representativo de cada fenotipo.
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Se analizaron para los cuatro clones y sus metastasis la expresién en superficie de
las moléculas H-2 de clase Ib no clasicas (moléculas Qa1 y Qa2) y H-2 de clase Il (las
moléculas I-A e I-E). Ninguno de los cuatro clones y las lineas metastasicas
expresaron moléculas H-2 de clase Ib no clasicas, ni en basal, ni después del
tratamiento con IFN-y. Si encontramos diferencias entre los clones al estudiar la
expresion en superficie de moléculas H-2 de clase Il: GR9-A7 y el 100% de sus
metastasis no expresan moléculas H-2 de clase |l; GR9 B7 no expresa en superficie
las moléculas H-2 de clase Il en condiciones basales, pero si se induce su expresion
tras el tratamiento con IFN-y, resultados similares se repiten en el 33% de sus
metastasis pulmonares; GR9-C5 y el 100% de sus metastasis expresan moléculas H-2
de clase Il exclusivamente tras el tratamiento con IFN-y; y por ultimo, GR9-B11
expresa en superficie moléculas H-2 de clase Il muy débilmente tras el tratamiento con

IFN-y (Fig. 39).
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Figura 39. Expresién en superficie de las moléculas H-2 de clase Il (I-A/I-E) de los clones GR9-
B7, C5 y B11. Se analizaron por citometria de flujo en condiciones basales y tras tratamiento con
IFN-y.
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2.7.- Comparacion de la capacidad para generar metastasis
experimentales del clon GR9-A7 y GR9-B11

Los resultados obtenidos hasta ahora en ensayos in vivo nos permiten afirmar que en
ensayos de metastasis espontaneas el nivel de expresion de moléculas MHC de clase
| en este sistema tumoral esta asociado directamente con la capacidad metastasica de
los clones. También conocemos que la capacidad oncogénica local estd asociada
inversamente con la expresidn en superficie de las moléculas MHC-I. Pero no
conocemos hasta ahora como se comportan estos clones en ensayos de metastasis
experimentales y si existe relacién o no con la expresion en superficie de moléculas
MHC-I. En este ensayo se utilizaron unicamente los clones con mayores diferencias en
los niveles de expresién superficial de moléculas H-2 de clase I: el clon GR9-A7 (H-2
positivo, capacidad metastasica espontanea alta y poco oncogénico localmente) y
GR9-B11 (H-2 practicamente negativo, capacidad metastasica espontanea nula, y
muy oncogénico localmente). En este tipo de ensayos una suspensién de 2.5 x 10°
células/ratdon se inyectd directamente en la vena de la cola del raton, treinta dias
después se sacrificaron y se realizé la necropsia completa. Sorprendentemente, al
realizar la necropsia de los huéspedes encontramos que el 100% de los ratones del
grupo GR9-A7 se encontraban libres de metastasis, mientras que en el grupo de GR9-
B11 solamente el 20% de los huéspedes permanecié libre de metastasis (Tabla 7). El
80% restante de los animales del grupo GR9-B11 desarrollaron metastasis
pulmonares: un 40% desarrollaron ambas, macrometastasis (macro-PMs; rango 1-4)
y micrometastasis (micro-PMs; rango, 2-6), y el otro 40% restante unicamente

desarrollaron micrometastasis (micro-PMs; rango, 2-4).

Los resultados que encontramos en este ensayo son inversos a los obtenidos en los
ensayos de metastasis espontaneas: el clon tumoral con expresion elevada de
moléculas H-2 de clase | (GR9-A7) no tienen capacidad para generar metastasis

experimentales; por el contrario, las células tumorales con muy baja expresion de
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moléculas H-2 de clase | (GR9-B11) muestran una mayor capacidad para generar

metastasis experimentales.

Tabla 7. Ensayos de metastasis experimentales con los clones GR9-A7 y GR9-B11

. NP fctoc .
Linea celular Dpsm N° de Rator)es con de metastasis/raton
células ratones metastasis  *micro-PMs *macro-PMs
5
GR9-B11 2.5x10° 10 8 2-6 1-4

*micro-PMs: micrometastasis pulmonares; *macro-PMs: macrometastasis pulmonares
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3.- METASTASIS ESPONTANEAS PUEDEN SER COMPLETAMENTE
CONTROLADAS EN UN ESTADO DE LATENCIA POR EL SISTEMA INMUNE

3.1.- Fenotipo H-2 de clase | del clon GR9-B11 y los tumores locales

generados en ratones inmunocompetentes
La linea celular GR9-B11, como ya hemos descrito anteriormente, inicamente expresa
en superficie muy débilmente la molécula H-2 K°, aunque las tres moléculas H-2 K¢, D¢
y L se inducen tras el tratamiento con IFN-y (Fig. 40a). Ademas, en ensayos in vivo
tiene una oncogenicidad local alta (Fig. 35) y por el contrario una capacidad
metastasica nula en ensayos de metastasis espontaneas (Tabla 6). Los tumores
locales obtenidos de la inyeccién de GR9-B11 a diferentes dosis (5 x 10°, 2.5 x 10°,
1.25 x 10% y 6.25 x 10° células/ratén) fueron adaptados a cultivo celular y se analizaron
los niveles de expresion en superficie de las moléculas MHC-I en condiciones basales
y tras tratamiento con IFN-y. Al comparar los niveles de expresion MHC-I con los
encontrados en la linea GR9-B11 original, se observaron diferencias (Fig. 40a y b).
Todos los tumores en condiciones basales expresaron niveles mas elevados de las
moléculas H-2 K® y D que el propio clon original, y en comun con las células GR9-B11
se encontré unicamente que todos ellos continuaron siendo negativos para la molécula
H-2 L° (Fig. 40a y b). Al comparar sus expresiones tras el tratamiento con IFN-y
aparecen nuevas diferencias: todos los tumores locales estaban constituidos por dos
poblaciones claramente diferenciadas por citometria de flujo (Fig. 40b). La primera
poblacién se caracterizé por una fuerte inducciéon (mayor que en GR9-B11) de los
niveles de expresion de las tres moléculas H-2 K¢, D® y L y la segunda poblacién por
una ausencia total de expresién de la moléculas H-2 L% lo que indica la aparicién de

una lesion estructural en el alelo H-2 L (“hard lesion”) (Fig. 40b).
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Figura 40. Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase | del clon GR9-B11 y su tumor
local. a. Expresion de la linea celular GR9-B11 en condiciones basales y tras tratamiento con IFN-y. b.
Niveles de expresion del tumor local crecido tras la inyecciéon del clon GR9-B11 a nivel de la pata.
Todos los tumores locales exhibieron patrones de expresion similares tanto en condiciones basales
como tras tratamiento con IFN-y. Se muestra un experimento representativo.

3.2.- Ensayos de metastasis espontdneas en ratones BALB/c
inmunodeficientes (nu/nu)

La ausencia de metastasis espontaneas en los ensayos realizados con el clon GR9-
B11, nos hizo preguntarnos como se comportaria esta linea tumoral si el ensayo de
metastasis espontaneas lo realizamos en ratones nude. En ratones nude el ensayo se
realizé utilizando una dosis de células baja (6.25 x 10° células/ratén) para evitar un
rapido crecimiento del tumor local en los ratones inmunodeficientes, como control la

linea fue también inyectada a la misma dosis en ratos BALB/c inmunocompetentes.
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Los ensayos se realizaron en grupos de diez ratones y siguiendo los protocolos
descritos en material y métodos. El crecimiento local fue monitorizado tres veces por
semana, detectando que el crecimiento local fue similar en ratones inmunodeficientes
e inmunocompetentes, alcanzando los tumores un diametro de 10mm en 32 dias vs
29 dias, respectivamente. Los tumores fueron extirpados cuando alcanzaron un
diametro de 10 mm y adaptados a cultivo celular. Al comparar la expresiéon en
superficie de las moléculas H-2 de clase | en tumores locales de ratones nude con la
expresion de los tumores generados en ratones inmunocompetentes observamos que
no existian diferencias entre ellos. Los tumores generados en ratones
inmunodeficientes presentaron una expresién positiva de las moléculas H-2 K y D% y
negativa para la molécula H-2 L° y el tratamiento con IFN-y vuelve a poner de
manifiesto la existencia de dos poblaciones con fenotipos H-2 de clase | diferentes

(Fig. 40D).

Los ratones fueron monitorizados semanalmente y cuando presentaron signos de
enfermedad se sacrificaron, la necropsia reveld que el 80% de los ratones nude
habian desarrollado metastasis pulmonares espontaneas en un rango de 3-26
metastasis/raton (Tabla 8). Este mismo ensayo también se realiz6 a una dosis de
células mas elevada (1.25 x 10° células/ratén) y la necropsia final revelé nuevamente
la existencia de metastasis espontaneas pulmonares, pero al aumentar la dosis el
numero de ratones que desarrollaron metastasis fue uUnicamente del 40% vy
desarrollaron una unica metastasis pulmonar por ratén. El descenso en el numero de
metastasis puede explicarse como consecuencia del rapido crecimiento local de los
tumores, que alcanzaron los 10mm en 16 dias, un espacio de tiempo relativamente
corto para una diseminacion metastasica eficaz. En ambos ensayos se emplearon
ratones inmunocompetentes como grupo control, la necropsia al final de los ensayos

de los grupos control revelé que se encontraban libres de metastasis.
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Tabla 8. Ensayo de metastasis espontaneas en ratones inmunocompetentes y nude BALB/c.

Dosis N° de Ratones con N° de metastasis/raton
Grupos ! . )
células ratones metastasis  *micro-PMs *macro-PMs
BALB/c 12.5 x 10° 10 0 0 0
nu/nu BALB/c 125 x 10° 10 4 0 1
BALB/c 6.25 x 10° 10 0 0 0
nu/nu BALB/c  6.25x 10° 10 8 3-26 1-8

*micro-PMs: micrometastasis pulmonar; *macro-PMs: macrometastasis pulmonar

Todas las metastasis pulmonares macroscopicas generadas con ambas dosis en
ratones nude fueron adaptadas a cultivo celular estableciendo nuevas lineas celulares
metastasicas. Al analizar su expresiéon en superficie de moléculas H-2 de clase |
encontramos que el 100% de las metastasis presentan un unico fenotipo, que se
caracterizé por expresar Unicamente en condiciones basales las moléculas H2-K® y D¢
que son inducidas posteriormente tras tratamiento con IFN-y (Fig. 41). Sin embargo,
existe una ausencia total de expresién de moléculas H-2 L? en condiciones basales y

tras tratar las metastasis con IFN-y.
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Figura 41. Ensayo de metastasis espontaneas en ratones nude. Expresién en superficie de las
moléculas H-2 de clase | en las metastasis establecidas a cultivo. Todas las metastasis presentaron un
unico fenotipo en condiciones basales y tras tratamiento con IFN-y. En la figura se muestra un
experimento representativo.
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Recordemos que en los tumores locales ya estaba presente esta poblacion que
finalmente ha terminado por colonizar los pulmones de los huéspedes
inmunodeficientes (Fig. 40b). En resumen, la linea tumoral GR9-B11 no genera
metastasis espontaneas en huéspedes inmunocompetentes, por el contrario, si es
capaz de genera metastasis cuando los huéspedes son inmunodeficientes (nude).
Ademas, el 100% de las metastasis han perdido la expresién del alelo H-2 L® en
superficie (“hard lesion”). Ademas, valoramos la inmunogenicidad de estas lineas
celulares metastasicas generadas en los ratones nude. Para ello se seleccion6 una
linea metastasica y se inyectdé localmente en grupos de cinco ratones
inmunocompetentes a dos dosis diferentes (1.25 x 10° y 6.25 x 10° células/ratén). A la
dosis mas alta el 67% de los tumores fueron rechazados y a la dosis mas baja el 40%

de ellos.

3.3.- Estudio de la respuesta inmune
Los resultados obtenidos en los ensayos en ratones nude nos hizo plantearnos la
siguiente hipdtesis: jes posible que en huéspedes inmunocompetentes exista una
respuesta inmune mediada por células T ejerciendo un control sobre las células
derivadas del clon GR9-B11 diseminadas controlando la progresion metastasica? Para
intentar dar respuesta a esta pregunta inicialmente nos centramos en estudiar la
respuesta inmune a nivel sistémico 25 y 50 dias (TM-25d y TM-50d) después de haber
extirpado el tumor local (durante la progresion metastasica). Al analizar los cambios en
las poblaciones de leucocitos en el bazo comprobamos que existen diferencias
estadisticamente significativas en varias de las poblaciones inmunes cuando
comparamos los huéspedes murinos inyectados (TM-25d y TM-50d) con los ratones

no inyectados (grupo control) (Fig. 41).

155



RESULTADOS

80
Control TM-25d TM-50d
2 60 - e e
8 -] 61% 2] 41%
S 40 | X7 e ha .
@ 5L : e B
o i Ehe
S 20 - %2 82
= :
3 %] . ¥
0 - 100 10! 12 10 10t 102 AT LT 10¢
O\ 66 Qé CD3 APC-A CD3APC-A CD3 APC-A
oo(\\-‘ X %
mCD3+ OCD3-CD19+
50
£ 40 - Control TM-50d
o 30 sl |6.9% & 0
: o B
= 20 - et T -
(8] @
o a
£ 10 - o .
- g 2826.1% x e J
0 - 9100 To’coggfm’l@ 10* 100 _1101CD~;gl2TCA103 10 100 :B‘cm'gfrc,st 104
S ged g0d ' ' '
00
mCD3+CD4+ OCD3+CD8+ Control TM-25d TM-50d
12 .
3.8%

g 10 -
o
3 8-
Qo
8 6 )
c
S =
g 4 il
¥e 0,
e 2 ,~ 1, & 8. 7%
0 - ¥ : £
. 1 =
R ,
c° i@ 10! 10 108 10 T10° o' CO':;:P=-A 10° 10 TP 10! 10 10 10t
B MHC-II+CD11b+ SOtic FEA RO CD11c PE-A
OMHC-II+CD11¢c+
CcD3'CD4" *CD3’ CcD3” *CD3" *MHC-II"  *MHC-II
*, + *, + * +
Grupo Ccb3 cb4 CD8  Cpos'FoxPa®  CD19°  CD49b®  CD4gb’  CD1lb*  CDilc’
Control 331+43 261+31 69+1,8 44+08 61,042 46+10 04+03 3801 30%0,2
TM-25 444+68 333+51 11,1+1,9 43+1,0 489+68 54+17 10+02 86+12 87+07
TM-50 53,7+55 404+41 130£29 36+17 410+47 37+10 14+06 71+14 80£16

Figura 41. Cambios en las poblaciones de leucocitos (linfocitos, macréfagos y células
dendriticas (DC)). Comparamos las poblaciones leucocitarias en el bazo 25 y 50 dias después de
extirpar el tumor local con las encontradas en el grupo control. La figura representa un experimento
representativo que refleja en cambio en la poblacion de linfocitos B (CD3-CD19+) y T (CD3+CD4+ y
CD3+CD8+), macrofagos (MHC-11+CD11b+) y DC (MHC-11+CD11c). Los datos se expresan en la tabla
como la media + SD de grupos de diez ratones. Todos los porcentajes son referidos al total de linfocitos
excepto, los de la poblacién de Treg (CD3+CD4+CD25+FoxP3+) que se refieren a la poblacion de
células T CD4+ y los macrofagos y DC que se refieren a la poblacién de células MHC-II. *p < 0.05
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En el analisis de las diferentes poblaciones inmunes detectamos un incremento
significativo en la poblacion de linfocitos CD3+ (44.4 y 53.7 vs 33.1%), tanto en la
subpoblacion de linfocitos CD3"CD4" (36.3 y 40.4 vs 26.1%), como en la de linfocitos
CD3'CD8" (11.1 y 13.0 vs 6.9%); detectamos también un ligero incremento en las
células NKT (1.0 y 1.4 vs 0.4%); el incremento en las poblaciones de DC y macrofagos
también fue muy significativo (8.7 y 8.0 vs 3.0%) y (8.6 y 7.1 vs 3.6%) respectivamente

(Fig. 41). Resultados muy similares fueron encontrados en sangre periférica.

Para completar el estudio de la respuesta inmune investigamos si se estaba
desarrollando una respuesta inmune a nivel local en el tejido pulmonar, que pueda
estar interviniendo en el control/eliminacién de las posibles células tumorales
diseminadas. Analizamos los cambios en las poblaciones de leucocitos en el infiltrado
pulmonar de los huéspedes murinos 25 y 50 dias (25d y 50d) después de extirpar el
tumor local y comparamos los resultados con ratones no inyectados con las células
tumorales. Nosotros nuevamente encontramos un incremento estadisticamente
significativo en la poblacion de linfocitos T CD3+ que entre los dias 25 y 50 alcanzaron
aproximadamente un 64%, mientras que en huéspedes no expuestos al tumor la cifra
era del 51.9% (Fig. 42). Este incremento en linfocitos T es consecuencia de un
incremento tanto en el porcentaje de linfocitos T helper (46.6 y 50.5 vs 40.6%), como
de linfocitos T citotéxico (17.4 y 12.1 vs 9.7%) (Fig. 42). Ademas, hay que sefialar que
el dia 25 el porcentaje de linfocitos T citotdxicos practicamente se habia duplicado. No
se detectaron cambios significativos en los porcentajes de otras poblaciones inmunes
como las Treg, NK y NKT en los dias 25 y 50 posteriores a la extirpacion del tumor

(Fig. 42).
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Figura 41. Cambios en las poblaciones de linfocitos en el infiltrado pulmonar. En los dias 25 y 50
después de eliminar el tumor local fueron comparadas las poblaciones con las de ratones control. Un
experimento representativo muestra los cambios en las poblaciones de linfocitos B (CD3-CD19+) y T
(CD3+CD4+ y CD3+CD8+). Los datos se expresan como la media + SD de grupos de diez ratones.
Todos los porcentajes son referidos al total de linfocitos excepto las Treg (CD3+CD4+CD25+FoxP3+)
que estan referidas a la poblacion TCD4+; *p < 0.05 comparando ambos grupos con los ratones sanos.
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3.4.- Estudio de la implicacién de los linfocitos T y de las células NK en el
control de las células diseminadas

Los ensayos realizados hasta este momento con el clon GR9-B11 confirman: que el
clon GR9-B11 en ausencia de un sistema inmune completo es capaz de generar
metastasis espontaneas; y segundo, el sistema inmune de los huéspedes murinos
inyectados con el clon GR9-B11 es capaz de desarrollar en el tiempo una respuesta
inmune, tanto a nivel sistémico como local y mediada principalmente por los linfocitos
T. Analizando estos resultados pensamos que la respuesta inmune mediada por
células T puede controlar las células diseminadas del tumor GR9-B11. Pero
desconociamos si las células diseminadas tumorales eran totalmente erradicadas o
mantenidas controladas en estado de latencia. Con el siguiente ensayo pretendiamos
confirmar si es posible que la inmunodeplecion de estos huéspedes murinos pudiera
provocar que estas metastasis despertaran. Para confirmar o descartar esta
posibilidad realizamos un nuevo ensayo con la linea celular GR9-B11 que consistié en
someter a los huéspedes murinos a inmunodeplecion de células T varios meses
después de la extirpacion del tumor local (Fig. 22). Si realmente existen células
diseminadas controladas por el sistema inmune en estado de latencia, con la
deplecién de los linfocitos que estan ejerciendo el control metastasico y poniendo freno
a la progresién de la enfermedad, las células metastasicas deben “despertar’ y

progresar.

Inicialmente, 1.25 x 10° células del clon GR9-B11 se inyectaron a nivel subcutaneo
en la pata de siete grupos de ratones inmunocompetentes BALB/c. Entre el dia 20-22
todos los tumores locales fueron extirpados en todos los ratones. Posteriormente, el
dia 151 (aproximadamente cuatro meses después de extirpar el tumor local) desde el
inicio del ensayo uno de los dos grupos controles (grupo control 1) fue sacrificado para
comprobar que los ratones permanecian libres de metastasis antes de iniciar los

tratamientos de inmunodeplecion (Tabla 9). El dia 152, cuatro de los grupos
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comenzaron a ser tratados semanalmente con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-
CD4 + anti-CD8 o inmunoglobulinas control (Igs control), respectivamente (Fig. 22).
Ademas, para evaluar el efecto de la deplecion de células NK en la progresion
metastasica, se decidié que a un quinto grupo se le administrara semanalmente el
anticuerpo anti-asialo GM1. La administracién de anticuerpos se mantuvo a lo largo de
tres meses y el dia 242 los cinco grupos tratados fueron sacrificados, la necropsia del
grupo tratado con Igs control revelé una ausencia total de metastasis pulmonares, por
el contrario, en todos los grupos inmunodeplecionados los huéspedes desarrollaron
metdstasis pulmonares, aunque existiendo diferencias entre ellos (Tabla 9). En los
grupos de ratones deplecionados conjuntamente de células T CD4+ y T CD8+ o
Unicamente de linfocitos T CD8+, el 100% de los ratones desarrollaron
micrometastasis pulmonares (Tabla 9). La deplecion de células NK produjo resultados
similares, el 80% de los huéspedes murinos desarrollaron micrometastasis y el 20% de
ellos macrometastasis (Tabla 9). También se observaron diferencias entre los grupos
al comparar el numero de metastasis: el 100% de los ratones tratados con anti-CD4 +
anti-CD8 desarrollaron micrometastasis en el rango de 4-62 colonias, frente al 50% de
los huéspedes deplecionados uUnicamente de linfocitos T citotoxicos (anti-CD8) que
desarrollaron >100 micrometastasis por ratén y finalmente sélo el 20% de los ratones
deplecionados de células NK desarrollaron >100 micrometastasis por ratén. En
contraste, el grupo tratado con anti-CD4 es el que presentd menor numero de
metastasis, solo el 20% de los huéspedes desarrollaron micrometastasis (rango 1-2) y
el 10% de los ratones desarrollaron macrometastasis (2 nodulos/ratdn),

respectivamente.

160



RESULTADOS

Tabla 9. Ensayos de metastasis espontaneas con el clon GR9-B11 inmunodeplecionados

o Ratones N° de metastasis/raton
N° de
Grupos tones con )
ra metastasis *micro-PMs *macro-PMs

Control 10 0 0 0
Igs Control 10 0 0 0
Anti-CD4+CD8 10 10 4-62 0
Anti-CD4 10 2 2 2
Anti-CD8 10 10 3->100 0
Anti-Asialo GM1 10 8 2->100 1

*micro-PMs: micrometastasis pulmonares; *macro-PMs: macrometastasis pulmonares

En resumen, en los grupos deplecionados de linfocitos T citotoxicos y células NK el
porcentaje de ratones con metastasis y el numero de metastasis pulmonares fue
mayor, que en el grupo deplecionado de linfocitos T helper. Ademas, estos resultados
confirman que las células diseminadas del tumor GR9-B11 permanecieron controladas
en un estado de latencia, existiendo un estado de equilibrio entre las células tumorales
y el sistema inmune. Ademas, la deplecion de células T CD8+ o NK fue suficiente para
que la mayoria de las células tumorales escaparan al control del sistema inmune y
“despertaran”. Los ratones del grupo control (grupo control 2) permanecieron libres de
metastasis al final de los ensayos, aproximadamente 18 meses después de la

inyeccion de las células tumorales.

Después de la necropsia todas las macrometastasis pulmonares de los grupos
deplecionados de células NK vy linfocitos T CD4 se establecieron a cultivo como
nuevas lineas celulares y se analizd sus niveles de expresion superficial de moléculas
H-2 de clase | en condiciones basales y tras el tratamiento con IFN-y. No se
observaron diferencias significativas entre las diferentes lineas metastasicas. Todas

las metastasis se caracterizan por una expresion positiva de las moléculas H-2 K® y D¢
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y la ausencia total de la molécula H-2 L en condiciones basales, después del

tratamiento con IFN-y las tres moléculas (H-2 K¢, D? y L?) fueron inducidas.

3.5.- Comportamiento del clon GR9-B11 en ensayos de metastasis
experimentales en ratones BALB/c inmunocompetentes e
inmunodeplecionados

Con los ensayos mostrados de la linea celular GR9-B11 hemos logrado mostrar que
GR9-B11 no genera metastasis espontaneas en ratones inmunocompetentes, sin
embargo, si es capaz de generar metastasis experimentales en huéspedes
inmunocompetentes (Tabla 7). Nosotros hemos querido comprobar si los linfocitos T
también intervienen en el control de las metastasis experimentales, para ello
disefiamos un nuevo ensayo que consistio en la realizacién de ensayos de metastasis
experimentales en huéspedes murinos deplecionados de células T (Fig. 23). La
deplecién de linfocitos T se consiguié por administracion i.p de los anticuerpos anti-
CD4 + anti-CD8, iniciando el tratamiento en los dias -3 y -1 previos a la inyeccion de
las células GR9-B11 en la vena de la cola y manteniéndose durante cuatro semanas
mediante la administracién de dos dosis de AcMo semanales (Fig. 23). Después de 30
dias, el 100% de los huéspedes inmunodeplecionados desarrollaron metastasis
experimentales frente al 80% de los huéspedes murinos inmuncompetentes. Ademas
hay diferencias en el numero de metastasis experimentales entre los dos grupos: los
ratones inmunocompetentes desarrollaron entre 1-4 macrometastasis y 2-6
micrometastasis (Tabla 10); en cambio, en el grupo deplecionado la necropsia reveld
el doble de macrometastasis entre 2-9 y entre 7->100 micrometastasis (Tabla 10). En
resumen, la deplecion de los linfocitos T promueve una mayor capacidad metastasica

experimental del clon GR9-B11.
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Tabla 10. Ensayos de metastasis experimentales con el clon GR9-B11 en ratones inmunodeplecionados

Dosis N° de Ratones con N° de metastasis/raton
Grupos ! . )

células ratones metastasis  *micro-PMs *macro-PMs
Control 2.5x10° 10 8 2-6 1-4
Igs control 2.5x10° 10 7 1-7 2-3
Anti-CD4+CD8  2.5x 10° 10 10 7->100 29

*micro-PMs: micrometastasis pulmonares; *macro-PMs: macrometastasis pulmonares

3.6.- Fenotipos H-2 de las metastasis experimentales obtenidas con el
clon GR9-B11

Todas las metastasis pulmonares experimentales visibles macroscopicamente fueron
establecidas a cultivo celular y se analizé la expresion en superficie de las tres
moléculas H-2 de clase | en condiciones basales y tras el tratamiento con IFN-y. No se
observaron diferencias entre las metastasis procedentes de ratones
inmunocompetentes o inmunodeplecionados. Todas las metastasis fueron clasificados
en tres fenotipos diferentes (Fig. 42): fenotipo | (20,6%), metastasis con expresion
positiva para las tres moléculas H-2 de clase | en condiciones basales y todas se
inducen tras el tratamiento con IFN-y; fenotipo Il (29,4%) metastasis que sblo expresa
las moléculas H-2 K® y D? en condiciones basales y después del tratamiento con IFN-y
se inducen las tres moléculas (H-2 K% D? y LY (“soft lesion”); fenotipo IV (50%):
caracterizado por la ausencia total de expresién de la molécula H-2 L° en condiciones
basales y después del tratamiento con IFN-y (“hard lesion”) (Fig. 42). Este ultimo
fenotipo mayoritario, es el mismo que encontramos en todas las metastasis

espontaneas generadas en ratones nude (Fig. 39).
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Fenotipo MHC- | de las metastasis experimentales del grupo GR9-B11

20.6% Fenotipo |

29.4% Fenotipo

50% Fenotio IV
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Figura 42. Expresion en superficie de las moléculas H-2 de clase | de las metéastasis
experimentales en condiciones basales y después de tratamiento con IFN-y. a. Se clasifican en
tres fenotipos diferentes, el fenotipo Il fue el mayoritario. La figura muestra un ejemplo representativo.

3.7.- La pérdida de expresion de la molécula H-2 L® ocurre a nivel
transcripcional

Para analizar el mecanismo responsable de las pérdida total de expresion del alelo H-

2 L en las metastasis experimentales con fenotipo IV, nos propusimos estudiar los

niveles transcripcionales de las tres cadenas pesadas H-2 K¢, D° y L de clase | a

través de RT-PCR cuantitativa a tiempo real, los cebadores utilizados y el tamafio de

la secuencia amplificada estan especificados en la Tabla 2. Como control utilizamos

una linea tumoral con expresion H-2 de clase | muy positiva (valor relativo de 1) y los

resultados se normalizaron utilizando los genes GAPDH y B-actina. Se analizaron un

total de tres metastasis una con fenotipo | (PM3) y dos con fenotipo IV (PM1 y PM2),
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ademas del clon original GR9-B11 (Fig. 43). En la figura 42b, los resultados muestran

que existe una ausencia total de transcripcién de la cadena pesada H-2 L® en las linea

metastasicas con fenotipo IV (PM1 y PM2).
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1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 _ | L1
Control B11

Niveles relativos mRNA

BH-2 K

PM1

OH-2D

T

PM2
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Figura 43. Niveles de transcripcién de las cadenas pesadas H-2 K¢, D y LY detectados por RT-
PCR a tiempo real. Los analisis se realizaron utilizando los genes GADPH y B-actina como control. A
una linea de fibrosarcoma H-2 muy positiva (control) se le asigno el valor relativo de 1. Los valores se
representan como la media + SD de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado.
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Las alteraciones en la expresion de las moléculas del MHC-I es un mecanismo muy
frecuente desarrollado por las células tumorales para escapar de la respuesta inmune
antitumoral (Garrido et al. 2010b). La pérdida de estas moléculas puede convertir a la
célula en invisible para el sistema inmune, entrando la célula en una fase que nuestro
grupo previamente hemos denominado como “Immunoblindness” (Immunoceguera)
(Garrido et al. 2010a). Esta etapa sucederia a las tres Es de la teoria de la
Inmunoedicion (Dunn et al. 2004b), donde la célula una vez que ha escapado no es
detectada por el sistema inmune y progresa, invade y metastatiza. Las pérdidas de
expresion de moléculas del MHC-I que permiten a las células tumorales entrar en esta
cuarta etapa, pueden ser de diferente grado, desde una pérdida alélica hasta una
perdida completa de expresién. Siete diferentes fenotipos MHC-I alterados han sido
previamente descritos en células cancerosas humanas (Garcia-Lora et al. 2003a). En
el caso de pérdida de expresion en superficie completa de todos los alelos, los
mecanismos moleculares implicados pueden ser mutaciones o delecciones de la B-
microglobulina (Chang et al. 2005a; Hicklin et al. 1998; Paschen et al. 2003), o una
baja regulacién coordinada de los componentes de la APM, acompafnada o no por una
baja regulacion coordinada de las cadenas pesadas MHC-I. Esta baja regulacion
coordinada ha sido encontrada en canceres humanos y murinos de diferente histologia
(Garcia-Lora et al. 2003b; Murray et al. 1998; Restifo et al. 1993; Romero et al. 2005;

Seliger et al. 2003; Seliger et al. 2000a).

El mecanismo molecular que implica esta bajada coordinada de expresion
transcripcional no era conocido previamente. Nosotros hemos encontrado, en nuestro
modelo tumoral murino GR9-B9, que tanto el clon tumoral original como las metastasis
generadas en ratones inmunocompetentes presentan una perdida completa de la
expresion de las moléculas MHC-I, debida a una baja regulacién transcripcional

coordinada de varios componentes de la APM y de las cadenas pesadas MHC-I. Por el
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contrario, las metastasis obtenidas en ratones BALB/c nude a partir del mismo clon
tumoral, muestran expresién en superficie de las tres moléculas (H-2 K% D y L%,
recuperando una alta expresién transcripcional de los componentes de la APM y de las
cadenas pesadas MHC-I (Romero et al. 2012). Comparando la expresion de las
células metastasicas MHC-I positivas y negativas mediante librerias de substraccion
de cDNA y microarrays de cDNA, pudimos encontrar a 4 genes que podrian estar
implicados. Estos 4 genes presentaban en su expresion transcripcional una relacion
directa con la expresion transcripcional de la APM y de las cadenas pesadas, y
también con la expresion en superficie del MHC-I. La realizacion de RT-PCR
cuantitativa mostré que unicamente dos de estos genes estaban diferencialmente
expresados significativamente, el gen Fhit y el gen AP-2a, ambos genes supresores
de tumores. Posteriormente, se realizaron ensayos de bloqueo de la expresién de
estos dos genes mediante siRNA en las células MN4.5, que son MHC-| positivas, y los
resultados mostraron que el bloqueo del gen AP-2a no modificaba la expresion
transcripcional de la APM ni de las cadenas pesadas MHC-I, ni la expresiéon en
superficie de las moléculas MHC-I (Romero et al. 2012). Cuando estos ensayos fueron
realizados para el bloqueo de la expresion de Fhit, los resultados mostraron una
bajada de expresion transcripcional de varios genes de la APM y de las cadenas
pesadas del MHC-I, que fue acompanada por una reduccién de la expresion en
superficie de las tres moléculas H-2 K¢, D? y L%. Utilizando otras dos lineas celulares
tumorales de diferente histologia que presentan expresion positiva del MHC-I, CT26 y
4T1, nosotros obtuvimos los mismos resultados. La transfeccion transitoria y estable
de las células MHC-I negativas, GR9-B9 y MP5, con el gen Fhit confirmé estos
resultados y estas células recuperaron la expresién de la APM y de las cadenas
pesadas y la expresion de las moléculas del MHC-I en superficie (Romero et al. 2012).
La molécula H-2 L presenté un incremento muy fuerte de su expresién en superficie,

pudiendo indicar que esta molécula puede presentar antigenos tumorales que pueden
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producir una fuerte respuesta inmune. Su pérdida en las células cancerosas MHC-I
negativas podria promover su escape del sistema inmune. En este contexto, nuestro
grupo previamente ha mostrado que la pérdida estructural del gen H-2 L es un
fendmeno muy frecuente durante el desarrollo metastasico del clon GR9-B9 en
ratones inmunocompetentes (Garcia-Lora et al. 2001). Todos estos resultados
confirman que el gen supresor de tumores Fhit estd implicado directamente en la
regulacion transcripcional de los genes de la APM y de las cadenas pesadas MHC-1 y

por tanto en la expresion en superficie de las moléculas MHC-I.

El gen Fhit esta localizado en un sitio fragil activo, 3p14.2 en humanos y 14-5.61 en
ratones, y mantiene una homologia entre las dos especies de casi un 90 % (Ohta et al.
1996). Este gen ha sido identificado como un gen supresor de tumores muy importante
en cancer (Pichiorri et al. 2008; Sozzi et al. 1998), encontrandose normalmente
alterado en una etapa temprana de la progresién tumoral principalmente en tumores
inducidos por agentes carcinogénicos (Baffa et al. 2000; Campiglio et al. 1999). Fhit es
uno de los genes que se encuentra mas frecuentemente alterados en lesiones
precancerosas y cancerosas humanas, ocurriendo pérdida de heterocigosidad,
delecciones homocigotas, translocaciones y metilacion o hipoacetilacién (Fong et al.
1997; Jiang et al. 2009). En nuestro modelo tumoral murino, las lineas celulares
tumorales 6 metastasicas MHC-I negativas al ser tratadas con el inhibidor de la histona
deacetilasa TSA, recuperaron la expresion de Fhit y la expresién en superficie de las
moléculas MHC-I, mostrando que en este caso el mecanismo implicado era la
hipoacetilacién (Romero et al. 2012). La pérdida o la reduccion de expresiéon de Fhit ha
sido asociada con un fenotipo invasivo y mas agresivo (Jayachandran et al. 2007;
Joannes et al. 2010; Mimori et al. 2006); mientras que su sobre-expresion mediante
transfeccion génica puede provocar la inhibicion del crecimiento tumoral, induciendo

apoptosis dependiente de caspasas e inhibicion de la proliferacion celular (Ji et al.
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1999; Roz et al. 2002). Ratones deficientes para Fhit son mas susceptibles al
desarrollo de canceres que ratones salvajes (Dumon et al. 2001; Zanesi et al. 2001), y
terapia génica con Fhit en estos ratones puede impedir o revertir tumores inducidos
con carcindégenos (Ishii et al. 2001). A pesar de todos estos resultados, la ruta
molecular precisa de la funcién supresora de tumores de Fhit no ha sido elucidada
completamente, aunque si se conoce que es independiente de su conocida actividad
ATP hidrolasa (ApsA) (Campiglio et al. 2006). Nuestros hallazgos descubren una
nueva actividad supresora de tumores para Fhit, mostrando que este gen puede
mantener la expresién en superficie de las moléculas MHC-I en células tumorales y
por tanto facilitar su reconocimiento por el sistema inmune. En consecuencia, la
pérdida de expresion de Fhit puede también promover la evasion de las células

tumorales de la inmunovigilancia.

También hemos encontrado en nuestro sistema tumoral una correlacion entre la
expresion del gen supresor de tumores AP-2a y la expresion en superficie de las
moléculas MHC-I. Sin embargo, el silenciamiento de este gen mediante siRNA no
modificé la expresién transcripcional de la APM o de las cadenas pesadas MHC-| o la
expresion en superficie de las moléculas MHC-l. En estos ensayos de siRNA
solamente el silenciamiento de Fhit provoco la alteracion en la expresion de la APM o
de las moléculas MHC-I. Previamente nuestro grupo de investigacion ha desarrollado
un modelo de melanoma humano denominado Ando-2, que esta compuesto de tres
lineas celulares de melanoma derivadas desde la misma linea celular de melanoma,
las cuales difieren en su expresion en superficie de moléculas MHC-I (Garrido et al.
2012). En este modelo de melanoma, la expresion transcripcional y en superficie del
MHC-I también correlaciona directamente con la expresiéon de Fhit y AP-2qa, pero la
transfeccion del alelo HLA-A2 en una linea celular de melanoma que habia perdido su

expresion, provoco el incremento de la expresion transcripcional de AP-2a. Estos
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resultados y los obtenidos por nosotros en el presente trabajo indican que la expresion
de las moléculas MHC-I pueden estar implicadas en la regulacion de la expresion de
AP-2a pero no al contrario. Por tanto, nosotros proponemos que Fhit puede regular la
expresion de AP-2a a través de la regulacion de la expresion de las moléculas MHC-I.
Ademas, Fhit ha sido implicado en la expresién de p21WAF1/CIP1 (Sard et al. 1999), y
nosotros hemos encontrado que el silenciamiento de Fhit en las células metastasicas
MN4.5 produjo una bajada de un 45% en la expresidn transcripcional de
p21WAF1/CIP1 (observaciones no publicadas). En este sentido, AP-2a ha sido
también implicado en la regulacion de la expresiéon de p21WAF1/CIP1 (Wajapeyee and
Somasundaram 2003; Zeng et al. 1997). Todos estos resultados indican que
p21WAF1/CIP1 puede ser otro eslabén de la cadena. Debemos resaltar que MHC-I,
AP-2a y p21WAF1/CIP1 se encuentran los tres localizados en el mismo cromosoma
en humanos, cromosoma 6. Resumiendo, una disminucion en la expresién de Fhit
puede reducir la expresion de las moléculas MHC-I y consecuentemente puede
producir un descenso en la expresiéon de los genes supresores de tumores AP-2a y

p21WAF1/CIP1.

Ha sido propuesto que la sobre-expresion del oncogen HER-2/neu puede producir
una bajada de la APM y de la expresion en superficie de las moléculas MHC-I
(Herrmann et al. 2004; Lollini et al. 1998; Maruyama et al. 2010; Mimura et al. 2011).
Bianchi & cols han mostrado, en lineas celulares tumorales de ovario y mama que
sobreexpresan el receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) y HER2, que los niveles
proteicos de Fhit pueden ser regulados mediante degradacién proteosémica mediada
por la activacion dependiente de EGF de miembros de la familia EGFR (Bianchi et al.
2006; Bianchi et al. 2007). La degradacion proteosdmica de la proteina Fhit ocurrid
después de la fosforilacion mediada por Src en tirosina 114 (Pekarsky et al. 2004). Src

es una molécula que se encuentran en la ruta de transduccion de sefales de varios
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receptores activados, incluyendo la familia EGFR (EGFR, HER2, HER3 y HER4), la
cual promueve su activacion durante la proliferacién de las células cancerosas. Estos
datos demuestran una regulacion cruzada entre los miembros de la familia EGFR y la
molécula Fhit, sugiriendo que la sobre-expresion de HER2 puede provocar una baja
regulacion de la expresion en superficie de las moléculas MHC-l a través de la
degradaciéon de la proteina Fhit. Nosotros proponemos el siguiente esquema

secuencial: HER2 =»Fhit >*MHC-1 2AP-2a 2p21WAF1/CIP1.

Caracterizacion de los mecanismos implicados en la expresion de componentes de
la APM y de las moléculas MHC-I es de importancia crucial en células normales y
alteradas. Nuestros resultados muestran que Fhit esta implicado en la regulacion de la
expresion en superficie de las moléculas MHC-I en células tumorales. Este estudio
revela una nueva y desconocida propiedad de Fhit en relacion con su actividad como
gen supresor de tumores y de la invasién. La pérdida de la expresion de Fhit puede
resultar en una doble ventaja para las células tumorales: ausencia de la actividad
supresora de tumores e invisibilidad frente al sistema inmune. Estos resultados abren
una nueva linea de investigacion para el desarrollo de tratamientos
inmunoterapéuticos basadas en la recuperacion de la expresion de Fhit para restaurar
la expresién de las moléculas MHC-l en células cancerosas deficientes en su
expresion y por tanto transformar su antigenicidad e inmunogenicidad. Por otro lado, el
bloqueo parcial de la expresion de Fhit puede ser beneficioso en algunas

enfermedades autoinmunes y en trasplante de érganos.

Este mismo afo ha sido claramente puesto de manifiesto la heterogeneidad
intratumoral genética que pueden presentar los tumores. Gerlinger & cols han
mostrado que el analisis de nueve biopsias de diferentes localizaciones de un tumor
de rindn de un paciente, reveld que existian importantes diferencias genéticas en los

genes alterados (Gerlinger et al. 2012). Los mismos resultados fueron encontrados en
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otros tres pacientes analizados también con cancer renal, y en todos los pacientes
estas diferencias tenian importantes implicaciones en la respuesta a diferentes
terapias antitumorales. Este ultimo hecho ha sido brillantemente expuesto por Turner &
Reis-Filho, remarcando los efectos que la heterogeneidad intratumoral puede tener
sobre el efecto de las terapias antitumorales aplicadas (Turner and Reis-Filho 2012).
En otro estudio realizado en cuatro pacientes de cancer de prostata, también fue
encontrada una alta heterogeneidad genética intratumoral, presentando evidencias de
la presencia de tumores somaticamente independientes en la prostata de un mismo
paciente (Lindberg et al. 2012). Nuestros resultados afiaden nuevos datos, el modelo
tumoral GR9 muestra una heterogeneidad en los clones del tumor primario con
respecto a su expresiéon en superficie de moléculas MHC-I. Se han encontrado desde
células altamente positivas hasta células completamente negativas. Ademas, se ha
determinado que en nuestro modelo experimental existe claramente una relacién entre
la expresién en superficie de las moléculas MHC-I en las células que originan el tumor
primario y su capacidad oncogénica local y metastasica. Esta relacion es totalmente
opuesta entre la capacidad oncogénica local y la capacidad de generar metastasis
espontaneas: células con mas baja expresién de moléculas MHC-|I presentan una
mayor capacidad oncogénica local y una menor capacidad metastasica espontanea; y
viceversa, células con una mayor expresion de moléculas MHC-I presentan una menor
capacidad oncogénica local y por el contrario una mayor capacidad metastasica. En
los ensayos de oncogenicidad local, se inyectan un alto niumero de células tumorales y
el tumor local crece rapidamente. Las diferencias en crecimiento local entre los
diferentes clones se producen al principio, los clones mas negativos para la expresion
de moléculas MHC-I empiezan a crecer sus tumores locales a los 8 dias, mientras que
en los clones MHC-I mas positivos comienzan a crecer a los 14 dias. Este hecho nos
hace pensar que esta diferencia es debida a caracteristicas intrinsecas de las células

tumorales y no, en principio, a una intervencion del sistema inmune. La explicacion
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que nosotros podemos proponer para el comportamiento oncogénico local, se basa en
unos resultados publicados por nuestro grupo recientemente, donde hemos
encontrado que las moléculas MHC-I pueden desempefiar una actividad directa como
genes supresores de tumores (Garrido et al 2012). En ese trabajo mostramos que en
el modelo de melanoma humano Ando-2, mencionado anteriormente, existe una
relacion inversa entre la expresion de moléculas MHC-I y la capacidad oncogénica
local, siendo la linea celular mas oncogénica aquella que presenta ausencia completa
de expresion en superficie de moléculas MHC-I. De acuerdo con estos resultados, en
nuestro modelo tumoral GR9, las lineas mas oncogénicas localmente deberian ser las
de menor expresién de moléculas MHC-I, y efectivamente es lo que ocurre, los dos
clones mas negativos para la expresion de MHC-I son los de mayor oncogenicidad
local. Ademas, no podemos descartar completamente que el sistema inmune pueda
desempenar un papel impidiendo el crecimiento local de las células MHC-I positivas.
Ensayos previos de nuestro grupo mostraron que la linea celular MN1.1 y MN1.5
(MHC-I positivas) no crecieron en ratones inmunocompetentes y si crecieron en
ratones nude. Este ultimo dato afnade un nuevo factor a las diferencias encontradas en
crecimiento local, indicando que las células MHC-I positivas pueden ser reconocidas
por el sistema inmune, lo que provoca el retraso en su crecimiento; mientras que las
MHC-I negativas no son reconocidas. Estos dos mismos factores, la oncogenicidad
per se y el sistema inmune, sirven como argumentacion para lo que ocurre en los
ensayos de metastasis experimentales, en los cuales los clones tienen el mismo

comportamiento que en los ensayos de crecimiento local.

¢ Qué ocurre después, cuando el tumor primario es extirpado? las células MHC-I
mas negativas pueden desencadenar una respuesta inmune tardia en el tiempo,
podriamos decir una segunda oleada de inmunovigilancia, que puede reconocer estas

células y controlarlas o destruirlas. Efectivamente este fendmeno ocurrié con el clon
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GR9-B11 en los ensayos de metastasis espontaneas, generd una respuesta inmune
que fue capaz de controlar la progresion metastasica. Con las células tumorales MHC-
| positivas ocurre lo contrario, para poder crecer y progresar o bien desarrollan algun
mecanismo de escape inmune o deben provocar la inmunosupresion de la respuesta
inmune para no ser detectadas. Efectivamente, este ultimo caso es el del clon GR9-
A7, un clon MHC-I altamente positivo que origina la inmunosupresion del huésped
durante la progresion metastasica. Esta inmunosupresién pudo ser revertida mediante
tratamientos de inmunoterapia, los cuales lograron la erradicacion total de las
metastasis espontaneas generadas por este clon (Garrido et al., 2011). De acuerdo
con estos ultimos resultados, tumores MHC-I positivos tendrian un buen prondstico ya
que a pesar de ser muy metastasicos, podrian responder a tratamiento
inmunoterapéutico. Este hecho ha sido ampliamente reflejado en estudios en tumores
humanos, donde pacientes con tumores MHC-| positivos muestran mayor grado de
supervivencia y mejor respuesta a tratamientos (Bijen et al. 2010; Kasajima et al. 2010;
Kitamura et al. 2007). De acuerdo con nuestros datos, tumores MHC-I negativos
también podrian tener buen prondstico, ya que en este caso el sistema inmune podria
controlar la progresion metastasica. Efectivamente, también en humanos se ha
encontrado en algunos tipos de tumores, que los pacientes con tumores negativos 6
débilmente positivos para la expresion de MHC-I muestran mayor indice de
supervivencia y mejor prondstico (Madjd et al. 2005; Nasman et al. 2012). En dos de
estos estudios se muestra que los tumores de peor prondstico son los que presentan
una expresion intermedia de moléculas MHC-I (Nasman et al. 2012; Watson et al.
2006). Resultados muy recientes de de nuestro grupo muestran que la aplicacion de
los mismos tratamientos inmunoterapéuticos que los aplicados en el caso del clon
GR9-A7, no fueron capaces de erradicar completamente las metastasis espontaneas

cuando fueron aplicados para el clon GR9-B7, el cual presenta una expresion
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intermedia de moléculas MHC-I, convirtiendo a este clon en el de peor prondstico en

nuestro sistema tumoral (manuscrito en preparacion).

Una consecuencia significativa que se puede deducir de nuestros resultados es que
el comportamiento oncogénico local in vivo de unas células tumorales no puede ser
extrapolado de manera generalizada a su comportamiento metastasico, ya que como
en nuestro modelo tumoral puede ser totalmente opuesto. Esta consideracion debe ser
tenida en cuenta en la valoracion de los tratamientos antitumorales ya que
normalmente suelen ser analizados en modelos preclinicos durante la fase del
crecimiento del tumor primario y no durante la progresion metastasica. Un tumor muy
agresivo localmente, puede no producir metastasis; por el contrario, un tumor muy
poco agresivo localmente que puede responder parcialmente a los tratamientos, puede
poseer a posteriori una alta capacidad metastasica y por tanto ser muy agresivo. En
verdad, otro hecho muy importante es que los modelos preclinicos animales deben
reflejar fielmente y emular lo que ocurre durante la progresion del cancer en humanos.
En el desarrollo de esta enfermedad en humanos, el tumor primario puede ser
generalmente extirpado y después tiene lugar la aparicion de metastasis, que en la
mayoria de los casos son las que provocan la muerte del paciente. Nuestro modelo de
metastasis murinas espontaneas refleja este proceso: el tumor primario es extirpado y
posteriormente los ratones son sacrificados cuando las metastasis progresan. La
necesidad de que los modelos preclinicos animales deben ser reflejo de la enfermedad
en humanos, ha sido claramente puesta de manifiesto mostrando que en numerosas
ocasiones puede ocurrir que los buenos resultados obtenidos en modelos preclinicos,
fallan al ser llevados a la clinica humana debido a que los modelos preclinicos
tumorales y metastasicos utilizados no reflejan como se origina y progresa el cancer

en humanos (Ellis and Fidler 2010; Talmadge et al. 2007).
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También debemos destacar entre nuestros resultados, que en los ensayos de
metastasis espontaneas cuando fueron inyectadas 5 millones de células, ninguno de
los clones generé metastasis espontaneas al final de los ensayos, permaneciendo
todos los animales libres de metastasis. Existe un gran debate sobre si las células
metastasicas diseminan rapidamente del tumor primario, o por el contrario necesitan
un largo periodo de tiempo para poder migrar, invadir y diseminarse por el huésped
(Weng et al. 2012; Yachida et al. 2010). En un modelo transgénico murino de
melanoma espontaneo ha sido mostrado que las células metastasicas se diseminaron
muy pronto en el tiempo (Eyles et al. 2010). Nuestros resultados de ausencia completa
de metastasis espontaneas cuando se inyectd la dosis celular mas alta, muestran lo
contrario en nuestro modelo tumoral. Cuando el tumor crecié muy rapidamente, no
hubo el suficiente tiempo para que las células extravasen a vasos sanguineos e
invadieran nuevos érganos, a pesar de que la dosis de células tumorales inyectada era
la mas alta. Por tanto las células tumorales necesitaron un tiempo minimo de

crecimiento del tumor para poder diseminarse por el organismo y metastatizar.

La expresion en superficie de las moléculas MHC-| fue analizada en las metastasis
espontaneas generadas con los diferentes clones. En el caso del clon GR9-A7 MHC-|
claramente positivo, las metastasis se dividieron al 50% entre las que presentaban una
expresion similar a la del clon original y las que presentaban una expresion menor;
entre estas ultimas un 37.5% del total presentaban la ausencia total de expresion de la
molécula H-2 L°. En todas las metastasis encontradas la expresién en superficie de las
tres moléculas MHC-I era inducida tras el tratamiento con IFN-y, por tanto presentando
lesiones reversibles (“soft lesions”). En los ensayos con el clon GR9-B7, alrededor del
66% de las metastasis presentaron un patrén de expresion de moléculas MHC-I similar
al del clon original, y el resto presentaron menor expresion, apareciendo entre estas

ultimas un nuevo fenotipo MHC-I (11.2% de las metastasis) caracterizado por una
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lesion estructural o dura (“hard lesion”), la pérdida total de expresion en superficie de
la molécula H-2 L° en condiciones basales y después del tratamiento con IFN-y. En el
caso del clon GR9-C5, todas las metastasis mostraron un fenotipo MHC-I similar al del
clon original del que fueron derivadas. En resumen, podemos observar que el patrén
de expresion de moléculas MHC-| en superficie es muy variado comparandolo con el
clon del que fueron derivadas, aunque siempre mas del 50% de las metastasis
presentaron un fenotipo MHC-I similar al del clon original. Si comparamos las
metastasis de diferentes clones entre ellas, las que presentan una mayor expresion de
moléculas del MHC-I son las derivadas del clon GR9-A7. Ninguno de los clones, ni
ninguna de las metastasis presentaron expresion de moléculas MHC-I no clasicas,
descartando por tanto cualquier implicacion de estas moléculas en el comportamiento
bioldgico de los clones. Con respecto a moléculas MHC de clase Il, ninguno de los
clones, ni de sus metastasis presentaron expresion basal de estas moléculas. Si
podemos observar que en los clones con expresion intermedia o baja de moléculas
MHC-I, existe expresion de moléculas MHC de clase Il después del tratamiento con
IFN-y. La relevancia de esta expresion no ha sido analizada y seria interesante

analizarla en el futuro.

Un resultado sorprendente es el obtenido con el clon GR9-B11, su imposibilidad
total de generacion de metastasis espontaneas en ratones inmunocompetentes. Este
dato nos hizo pensar que merecia la pena profundizar en su estudio. Este clon tumoral
a pesar de tener una capacidad oncogénica local muy alta, poseia una capacidad nula
para producir metastasis espontaneas en huéspedes inmunocompetentes. El clon
GR9-B11 presenta Unicamente una expresion en superficie muy débil de la molécula
H-2 K% aunque la expresion de las moléculas H-2 K® y D? es claramente inducida
después del tratamiento con IFN-y, la de la molécula H-2 LY es débilmente inducida.

Este clon es el que presenta mayor oncogenicidad local, medida a través de ensayo
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de crecimiento local del tumor primario, de los clones estudiados. Igualmente, presenta
una alta capacidad de producir metastasis experimentales. En cambio, y
sorprendentemente, se comporta de una manera totalmente contraria con respecto a
su capacidad de producir metastasis espontaneas, no generando ninguna metastasis
en ratones inmunocompetentes. Que su comportamiento biolégico sea igual en
ensayos de crecimiento local y en los ensayos de metastasis experimentales, no nos
sorprende ya que nosotros creemos que estos dos tipos de ensayos muestran lo
mismo, la capacidad de crecimiento local in vivo de estas células tumorales. Lo que si
nos ha sorprendido es que teniendo esta alta capacidad oncogénica, después de la
extirpacién del tumor primario sea completamente incapaz de generar metastasis
espontaneas. Nosotros planteamos dos posibles hipétesis para explicar este
fendmeno: 1) las células tumorales GR9-B11 son muy oncogénicas localmente, pero
son totalmente incapaces de extravasar a vasos sanguineos y por tanto de invadir y
crecer en otras partes del huésped; 2) si eran capaces de invadir y crecer, pero su
crecimiento era frenado por el sistema inmune. Decidimos testar esta segunda
posibilidad y realizamos los ensayos en ratones BALB/c nude, y en este caso este clon
si fue capaz de generar metastasis espontaneas macroscopicas en un 80 % de los
ratones en una rango de 1-8. Estos resultados desechaban la primera hipoétesis, las
células eran capaces de migrar e invadir, y confirmaban que un sistema inmune
completamente activo podria ser capaz de mantener a los ratones libres de metastasis
espontaneas. Pero ahora surgian de nuevo dos posibilidades: 1) el sistema inmune
era capaz de erradicar completamente las metastasis; 2) el sistema inmune mantenia
las metastasis totalmente controladas en un estado de latencia (“dormant
metastases”), pero no era capaz de erradicarlas completamente. El siguiente estudio
nos resolveria esta duda, se realizaron ensayos de depleciéon especifica de varias
subpoblaciones linfocitarias en el huésped. Hay que resaltar que las depleciones

inmunes se comenzaron aproximadamente unos cuatro meses después de la
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extirpacidon del tumor primario, encontrandose en ese momento los ratones libres de
metastasis. En los ratones deplecionados de linfocitos T (CD4+CD8), o de linfocitos T
CD8", o de células NK aparecieron metastasis espontaneas casi en el 100% de los
huéspedes. Es decir, las metastasis, que permanecian en estado de latencia,
despertaron y lograron progresar invadiendo los pulmones de los animales. En el caso
de la deplecion de linfocitos T CD4" aparecieron también metastasis pero Gnicamente
en un 20 % de los huéspedes. Estos resultados claramente indican que las metastasis
eran controladas en estado de latencia por el sistema inmune sin llegar a ser
destruidas totalmente. Por tanto, nos hemos encontrado con un modelo tumoral
murino donde las metastasis son mantenidas, casi podiamos decir que completamente
o indefinidamente (ratones permanecieron libres de metastasis por mas de 18 meses
después de la inyeccion de las células tumorales) en estado de latencia por el sistema
inmune. Todos estos datos indican que la inmunovigilancia tumoral desarrolla una
importante actividad antimetastasica, siendo incluso capaz de mantener las metastasis
inactivas en estado de latencia, permaneciendo el huésped libre de enfermedad
durante un largo periodo de tiempo. En este contexto, resultados previos de nuestro
grupo han mostrado que otro clon tumoral del modelo GR9, GR9-B9, produjo una
Unica metastasis espontanea pulmonar en ratones inmunocompetentes, mientras que

en ratones nude el nimero de metastasis era de 5 a 7 (Garcia-Lora et al. 2001).

Debemos sefalar que nuestro modelo metastasico murino GR9-B11 refleja la
clinica que ocurre durante la progresion metastasica en humanos: el tumor primario es
extirpado, posteriormente las metastasis pueden progresar o permanecer inactivas en
estado de latencia. En la practica clinica, ha sido ampliamente descrito que después
de la extirpacion del tumor primario puede pasar un largo periodo de tiempo, que
puede abarcar de 5 a 20 afios, antes de que la progresidon metastasica ocurra

(Callaway and Briggs 1989; Matsui et al. 2006; Weckermann et al. 2001). Es muy dificil
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encontrar modelos preclinicos de tumores en estado de latencia, pero todavia mas
dificil es encontrar modelos tumorales de metastasis en estado de latencia. Nosotros
hemos encontrado un modelo tumoral de metastasis en estado de latencia que son
controladas por el sistema inmune, GR9-B11, que refleja claramente lo que puede

ocurrir en algunos casos durante la progresiéon metastasica en humanos.

Como hemos mencionado anteriormente, el comportamiento opuesto que presenta
el clon GR9-B11 con respecto al crecimiento oncogénico local y a la capacidad
metastasica espontanea, es debido a con el tiempo puede desencadenar una
respuesta inmune que es capaz de controlar a las células metastasicas diseminadas.
En ensayos de crecimiento local in vivo y en ensayos de metastasis experimentales,
las células inyectadas progresan; en cambio, en ensayos de metastasis espontaneas
da tiempo a generar una respuesta inmune. El analisis de las poblaciones leucocitarias
en bazo, sangre periférica e infiltrado pulmonar en ratones inmunocompetentes 25 o
50 dias después de la extirpacion del tumor primario originado por las células GR9-
B11, mostré principalmente un aumento del porcentaje de células T, tanto de la
subpoblacion T CD4" como de la T CD8". Ademas, en bazo pudimos observar un
aumento de la subpoblacién NKT, asi como también de las células dendriticas y de los
macrofagos. A estos datos debemos unir que los ensayos de deplecién mostraron que
las células NK también desempefaban un papel fundamental evitando la progresion
metastasica en nuestro modelo. Nuestros ensayos de deplecidn muestran que la
respuesta inmune fundamental para controlar la progresidn metastasica recae
principalmente sobre los linfocitos T CD8" y sobre las células NK. El periodo
comprendido desde el crecimiento del tumor primario hasta después de su extirpacion,
permite el tiempo necesario para que esta respuesta inmune conjunta pueda ser activa
y sea capaz de mantener en estado de latencia las células metastasicas diseminadas.

Recientemente, una serie de ensayos han mostrado como la respuesta inmune puede
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detener la progresion del cancer. Utilizando un modelo tumoral murino de tumores
inducidos por MCA, Koebel & cols han mostrado que la inmunidad adaptativa
mantiene ocultas células cancerosas en estado de equilibrio (Koebel et al. 2007). En
ratones que se encontraban libres de tumor después de la inyeccion de MCA,
aparecieron tumores después de la depleciéon de células T (CD4 + CD8) o del
tratamiento con un anticuerpo anti-IFN-y. En ese estudio las células tumorales en
estado de latencia se encontraban en un estado preneoplasico o neoplasico y no eran
metastasis como en nuestro estudio. En otro estudio, el IFN-y liberado por células NK
participaba directamente evitando las metastasis pulmonares (Takeda et al. 2011).
Pero debemos tener en cuenta que ese estudio fue realizado con metastasis
experimentales y que no eran células cancerigenas en estado de latencia. También
otro estudio ha desvelado que la deplecion de las células T CD8" acelerd la progresion
del cancer en un modelo transgénico de melanogénesis (RET.AAD) (Eyles et al.
2010), los ratones sobreexpresan el oncogen RET en los melanocitos lo que conduce
a un aumento de la melanogénesis y permite la transformacién oncogénica (lwamoto
et al. 1991). En ese modelo aparecen primero melanomas uveales espontaneos vy
posteriormente se desarrollaron canceres en otros érganos. Cuando los huéspedes
son deplecionados de células T CD8", estos ultimos canceres aparecen antes. Pero
debemos tener en cuenta que no puede ser rotundamente afirmado que los canceres
desarrollados posteriormente en otros 6rganos sean metastasis, y ademas los ratones

no deplecionados también desarrollaron finalmente canceres en otros érganos.

Hemos realizado el analisis de la expresién en superficie de las moléculas MHC-I
en las metastasis espontaneas obtenidas en ratones nude y en las metastasis
experimentales generadas en ratones inmunocompetentes e inmunodeficientes con el
clon GR9-B11. Las metastasis espontaneas obtenidas en ratones nude presentaron

una mayor expresion en superficie de las moléculas H-2 K* y H-2 D? que el clon

184



DISCUSION

original GR9-B11 del que fueron derivadas. Un fendmeno parecido ocurrioé con el clon
GR9-B9, donde las metastasis generadas en ratones inmunodeficientes presentaban
expresion positiva de las tres moléculas H-2, mientras que el clon era totalmente
negativo (Garcia-Lora et al. 2001). En estos dos clones las alteraciones de las
moléculas MHC-I son reversibles (“soft lesions”) y en ratones nude las células
metastasicas no necesitaron escapar de la respuesta inmune mediada por células T y
la expresion de MHC-|I pudo ser recuperada. En cambio, todas las metastasis
espontaneas generadas en ratones nude con el clon GR9-B11 presentaron una
alteracion irreversible (“hard lesién”) en la molécula H-2 L°, careciendo de su expresion
en condiciones basales y tras el tratamiento con IFN-y. Nuevamente idéntico tipo de
alteracion ha sido previamente descrita en un 87% de las metastasis espontaneas
generadas por la clon GR9-B9 en animales inmunocompetentes (Garcia-Lora et al.

2001).

Podemos concluir relacionando las posibles implicaciones que los resultados
obtenidos en nuestro trabajo pueden tener para investigaciones futuras y para el
avance en el estudio de la progresién tumoral y metastasica humana. La alteracion en
la expresion de moléculas MHC-| es un mecanismo de escape muy importante y el
mas frecuente encontrado en células humanas para evadir la respuesta inmune.
Nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de estas alteraciones, sus mecanismos
moleculares y sus consecuencias en modelos tumorales preclinicos murinos.
Concretamente, nos hemos centrado en la progresion metastasica. Gracias al
desarrollo en nuestro laboratorio de un modelo metastasico murino, en el cual a partir
de un mismo clon tumoral pudimos generar metastasis MHC-| positivas y metastasis
MHC-I negativas, hemos podido descubrir que el gen supresor de tumores Fhit es
responsable de la expresién a nivel transcripcional de los componentes de la APM y

de las cadenas pesadas del MHC-I, y en consecuencia de la expresion en superficie
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de las moléculas MHC-I en estas células tumorales. El gen Fhit se encuentra alterado
con mucha frecuencia en tumores, al igual que ocurre con la expresion de las
moléculas MHC-I, encontrandose asi un posible nexo en comun. Seria interesante en
el futuro analizar esta posible relacion, MHC-I negativo con Fhit negativo, en tumores
humanos. Nosotros conocemos por ejemplo que en cancer de mama, la perdida
completa de expresion en superficie de las moléculas del MHC alcanza casi un 50%
(Cabrera et al. 1996), que es el mismo porcentaje descrito para alteraciones de Fhit en
ese tipo de tumores (Campiglio et al. 1999; Hayashi et al. 1997). Disponemos de una
gran numero de muestras de tumores humanos que han sido ya analizadas para la
expresion en superficie de las moléculas MHC-I y que en el futuro podran ser

analizadas para la expresién de Fhit.

La recuperacion de Fhit en células tumorales puede conllevar la recuperacion de la
expresion de moléculas del MHC-I y la recuperacion de su inmunogenicidad. Y al
contrario, el bloqueo de su expresion en otro tipo de células puede decrecer la
expresion completa de las moléculas del MHC-Il. En ciertas enfermedades
autoinmunes y en trasplante de 6rganos puede interesar bloquear su expresion. En
diferentes enfermedades con un componente inmune nos puede interesar escoger su
induccién o su bloqueo. Es verdad que el bloqueo de su expresion podria ser peligroso
dado su capacidad supresora de tumores, pero debemos tener en cuenta que
desconocemos hasta que punto su unica deplecion puede per se generar tumores, y
ademas podemos buscar situaciones intermedias. Incluso un importante punto a
investigar seria si en células tumorales con una expresion intermedia de moléculas
MHC-I, puede interesar aumentar la expresion de estas moléculas mediante Fhit o
bloquearla para modificar su inmunogenicidad. En este sentido es importante sefialar
que las ceélulas metastasicas MN4.5, que recuperan la expresion de Fhit y de las

moléculas MHC-I, poseen una inmunogenicidad muy alta en ratones
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inmunocompetentes, regresando el tumor primario y siendo finalmente rechazado en
todos los huéspedes (Garcia-Lora et al. 2003b). Nuevamente esperamos que los
modelos animales preclinicos puedan resolver estas dudas. Ademas, quedaria por
estudiar la posible relacién de Fhit con la expresién de moléculas MHC de clase I, su
implicacion en la ausencia de expresion de las moléculas MHC-I que presentan otros
tipos celulares (trofoblastos, células madre, etc), su implicacién en la expresion de
moléculas MHC-I no clasicas, y finalmente validar un posible tratamiento antitumoral

compuesto por la reexpresion de Fhit, solo o combinado con inmunoterapia.

Todos los recientes hallazgos sobre la heterogeneidad genética intratumoral, mas
los mostrados por nosotros sobre la heterogeneidad intratumoral en la expresion de
moléculas MHC-I, unido también a su implicaciéon en la respuesta tumoral a terapias
antitumorales, podran tener importantes implicaciones para la realizaciéon de un
tratamiento personalizado del cancer y para el descubrimiento de biomarcadores
eficaces para esta enfermedad. Una simple biopsia puede no ser suficiente para
determinar el tratamiento adecuado para un cancer individual de un paciente,
poniendo de manifiesto que en el futuro debe tenderse al tratamiento personalizado e
individualizado del cancer (Kirk 2012; McCarthy 2012). Los resultados obtenidos sobre
la heterogeneidad intratumoral en la expresion en superficie de moléculas MHC-I en
nuestro modelo tumoral, junto con las implicaciones que esto tiene en el
comportamiento oncogénico de las células tumorales, abre la perspectiva de la
importancia del estudio de una manera pormenorizada de la expresion de las
moléculas MHC-I en tumores primarios, pudiendo convertirse en un importante

biomarcador tumoral.

El hecho mostrado de que el sistema inmune es capaz de controlar en estado de
latencia metastasis espontaneas, manteniendo al huésped libre de la progresion

metastasica, revela que el sistema inmune desempena un papel fundamental en la
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lucha antimetastasica. Ademas de poder destruir las metastasis, también puede ser
capaz de mantenerlas totalmente controladas aunque sin llegar a erradicarlas
completamente. Este ultimo hecho abre una nueva ventana para poder confiar en el
sistema inmune como arma para poder detener la progresion metastasica.
Tratamientos que recuperen la inmunogenicidad de las células tumorales, o
tratamientos que potencien el sistema inmune pueden lograr si no la erradicacion de
las metastasis, si su posible control en estado de latencia. Ademas, nuestro modelo
metastasico de latencia podra permitir en el futuro el estudio detallado de las
caracteristicas que presentan estas metastasis latentes, compararlas con aquellas que

progresan para poder analizar su posible efecto.
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El gen supresor de tumores Fhit es un regulador positivo de la expresion
transcripcional de varios componentes de la maquinaria de procesamiento
antigénica y de las cadenas pesadas de las moléculas MHC de clase |, y en
consecuencia de la expresion en superficie de las moléculas MHC de clase

| en células tumorales.

El tumor local GR9 presenta una heterogeneidad intratumoral en cuanto a
su expresion en superficie de las moléculas MHC de clase |, que determina

el comportamiento biolégico in vivo de estas células tumorales.

En nuestro modelo tumoral murino, la diseminacion de las células
metastasicas a partir del tumor primario no es un fenémeno rapido, necesita

un determinado periodo de tiempo para que ocurra.

Las metastasis derivadas desde un mismo clon muestran una segunda
heterogeneidad en cuanto a sus fenotipos MHC de clase |, apareciendo
nuevas alteraciones que en el caso de la molécula H-2 L° incluyen dafios

estructurales.

El sistema inmune, concretamente los linfocitos T CD8+ y las células NK en
nuestro modelo tumoral murino, realiza una eficaz actividad
antimetastasica, siendo capaz de mantener controladas por un largo
periodo de tiempo (superior a los 18 meses) las metastasis en estado de

latencia.
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Este ultimo hecho abre nuevas posibilidades para nuevos tratamientos
antitumorales: terapias que hagan recuperar la inmunogenicidad de las
células tumorales o que activen el sistema inmune, pueden promover una
respuesta inmune capaz de mantener controladas en estado de latencia

metastasis ya diseminadas.
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