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I. RELACION DE LAS PRINCIPALES ABREVIATURAS EMPLEADAS
EN EL TEXTO

ADN ........ Acido DesoxirriboNucleico

APC ......... Antigen Processing Cell

APM ........ Antigen Processing Machinary
BoM........... B2-microglobulina

CIN.......... Chromosomal INstability

CIMP ....... CpG Island Methylator Phenotype
CpG.......... Citosina Fosfato Guanina
CRC......... ColoRectal Cancer

CTL.......... Cytotoxic T Lymphocyte

FSP .......... FrameShift Peptide

FU....oo... FluoroUracilo

HLA......... Human Leukocyte Antigen
HNPCC.... Hereditary NonPolyposic Colorectal Cancer
IHQ.......... InmunoHistoQuimica

LOH......... Loss Of Heterozygosity

MDSC...... Myeloid-Derived Suppressor Cell
MMR ....... MisMatch Repair

MSI.......... MicroSatellite Instability
MSI-H...... MicroSatellite Instability-High
MSI-L ...... MicroSatellite Instability-Low

MSS......... MicroSatellite Stability
TAM ........ Tumor-Associated Macrophage
TDF.......... Tumor-Derived Factor
TIL........... Tumor-Infiltrating Lymphocyte
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1. RESUMEN

Los carcinomas colorrectales (CRCs) que se desarrollan a partir de la via carcinogénica de
Inestabilidad de Microsatélites (MSI), constituyen un subgrupo tumoral con caracteristicas
moleculares muy bien definidas. Presentan alteraciones en genes del sistema de reparacion de bases
desapareadas (MMR) del ADN, que impiden la correccion de los errores espontaneos que se originan
durante la replicacién. Consecuentemente, se acumulan miles de deleciones/inserciones en secuencias
de repeticion (microsatélites), contenidas muchas de ellas, en regiones codificantes de genes
relacionados con el cancer, principalmente, genes supresores de tumores. El resultado es que se altera
la pauta de lectura de las secuencias génicas que acumulan las mutaciones, conduciendo a la
generacion de proteinas no funcionales, y a la produccién de numerosos péptidos aberrantes, que son
presentados sobre la superficie de la célula tumoral, a través de moléculas HLA de clase I, a linfocitos
T citotoxicos (CTLs). El reconocimiento de estos neopéptidos antigénicos por los CTLs, provoca la
liberacion de moléculas linfocitarias con actividad citolitica, que promueven la muerte de la célula
neoplasica. De ahi, que los tumores con fenotipo MSI, han sido ampliamente descritos como tumores
muy inmunogeénicos.

La gran presion inmunoldgica observada en el microambiente de estos tumores MSI-positivo,
favoreceria la inmuno-seleccién de variantes tumorales menos inmunogénicas, que lograrian escapar
de la accidn del sistema inmunitario. En CRCs con MSI-H, la principal estrategia de inmuno-evasién
detectada, es la pérdida de expresion de antigenos HLA de clase I, mediante la inactivacion del gen
que codifica la cadena B,m. Las mutaciones que se acumulan en el gen B2m de tumores con MSI-H,
son deleciones/inserciones en secuencias repetitivas codificantes, indicando que son, igualmente,

consecuencia de una deficiencia del sistema MMR.

Nosotros analizamos el tipo de respuesta inmunitaria presente en el microambiente de
carcinomas gastrointestinales (estudiando el patrén de infiltracion tumoral mediante
inmunohistoquimica (IHQ), y analizando el perfil de expresion génica usando “microarrays”), y su
correlacién con la via de oncogénesis (MSI versus MSS), y con mecanismos implicados en el escape
tumoral del sistema inmunolégico (pérdida de HLA de clase I, “sobre-expresion” de galectina-3 y PD-
L1).

El examen de la expresion de HLA de clase I, se hizo estudiando los resultados de IHQ con
anticuerpos monoclonales dirigidos frente al complejo HLA-ABC/ B,m (W6/32), la cadena ,m libre
(GRH-1), y la cadena pesada intra-citoplasmatica HLA-BC (HC-10). Los CRCs que mostraban
pérdida total de moléculas HLA de clase I, se analizaron para mutaciones en el gen B2m, y los genes
TAP1 y TAP2 de la maquinaria de procesamiento antigénico (APM), asi como para LOH en los
cromosomas 6 y 15. En el estudio inmunohistoquimico del tipo y densidad del infiltrado tumoral, se

emplearon anticuerpos monoclonales dirigidos frente a marcadores leucotitarios (CD45), de linfocitos
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T (CD3, CD4 y CD8), de células NK (CD56), y de las subpoblaciones de macréfagos M1 o “clasicos”
(CD64) y M2 o “inmunosupresores” (CD163, CD206 y Hmox-1), principalmente. En el analisis del
perfil de expresion génica en el microambiente de los tumores incluidos en el estudio, se utiliz6 la
tecnologia GeneChip de Affymetrix, empleando el “array” HT HG-U133_Plus 24.

Como resultados, obtuvimos que los CRCs con alto grado de inestabilidad de microsatélites
(MSI-H), se caracterizaban por una alta infiltracion de linfocitos T CD8", con localizacion intersticial
e intra-tumoral, principalmente, y una destacable presencia de macréfagos. Los grupos tumorales
estables (MSS) mostraban una baja (agrupacién HLA-I-positivo [Controles]) 6 escasa/nula (conjunto
tumoral HLA-I-negativo) presencia de linfocitos CD8", que con infrecuencia infiltraban el interior de
la glandula tumoral. No se encontraron diferencias en la infiltracion por macrofagos M1y M2 entre
los grupos tumorales.

Tras un andlisis inicial de los resultados del “microarray”, observamos que los tumores del
estudio tendian a agruparse de acuerdo a las condiciones experimentales: el grupo tumoral MSI-H-
positivo mostraba un perfil de expresion génica claramente diferenciado, mientras que los otros dos
grupos de carcinomas (MSS/HLA-I-negativo y MSS/HLA-I-positivo [Controles]) presentaban perfiles
muy similares. En el estudio concreto de genes relacionados con la respuesta inmunoldgica,
encontramos que, en comparacion con el conjunto Control, los CRCs con MSI-H mostraban una
“sobre-expresion” de secuencias génicas relacionadas con la respuesta inflamatoria (genes de
quimioquinas; genes que codifican moléculas relacionadas con la extravasacion leucocitaria y la
actividad pro-inflamatoria, genes marcadores de macrofagos...), y con la activacion, proliferacion y

actividad citotoxica linfocitaria.

Los datos obtenidos de la IHQ y del analisis de “arrays” de expresion, confirman que en el
microambiente de tumores con MSI-H, se da una fuerte respuesta anti-tumoral que podria implicar el
desarrollo de estrategias de inmuno-evasion diferentes a las observadas en tumores que son MSS. De
hecho, en el grupo de carcinomas MSI-H-positivo, encontramos que el principal mecanismo de escape
inmunoldgico es la pérdida de HLA de clase | debido a mutaciones (deleciones/inserciones) en
secuencias de microsatélites del gen B2m. La alta frecuencia de mutacién detectada en B2m, y la
extensidn, a la totalidad de la masa tumoral, de las alteraciones que conducen a una falta de cadena
B.m funcional, son algunas de las evidencias que apoyarian que el gen B2m puede ser un gen diana

clave en la carcinogénesis MSI-H.
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Introduccién

I11. INTRODUCCION

1. Epidemiologia del Cancer Colorrectal y Formas de la Enfermedad.

Los dltimos datos aportados por la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
(Organizacion Mundial de la Salud), sitia al cancer colorrectal (“colorectal cancer”: CRC) a nivel
mundial, como el tercer tipo de enfermedad neoplasica mas frecuente en hombres (663.000 casos, 10%
del total) después del cancer de pulmon o prostata, y el segundo mas comdn entre las mujeres (571.000
casos, 9.4% del total), tras el cAncer de mama. Es ademas, la cuarta causa mas comun de muerte por
cancer, con cerca de 600.000 defunciones (8% de todas las muertes) en todo el mundo. Sin embargo,
las diferencias en su distribucion geografica son notables, pues se registran tasas de incidencias en
regiones desarrolladas que alcanzan los 40 casos por 100.000 habitantes, frente a los 5 casos por cada
100.000 habitantes en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo (Bray et al., 2012; Ferlay et al.,
2010; Haggar & Boushey, 2009). Consecuentemente, el CRC se ha convertido en un importante

problema de salud publica en paises de cultura y estilo de vida occidental.

El hecho de que el niamero de casos de este cAncer aumente con la industrializacién, hace
pensar en la posibilidad de que ciertos factores ambientales jueguen un papel como factores de riesgo
en el desarrollo de la enfermedad. La dieta, principalmente la rica en carnes y grasas, es el factor
exogeno mas importante implicado en la etiologia del CRC (Boyle & Langman, 2000; Haggar et al.,
2009). Otros factores de riesgo asociados a la enfermedad son el tabaco, la ingesta de alcohol, el
sedentarismo, el indice de masa corporal (BMI), la obesidad abdominal, el uso de anti-inflamatorios no
esteroideos, el sexo masculino y la presencia de grandes polipos serrados (Gonzalez & Riboli, 2010;
Hiraoka et al., 2010; Hoffmeister et al., 2010; Huang L et al., 2010; Larsson & Wolk, 2006).
Contrariamente, la ingesta de folatos y vitaminas, una dieta rica en fibra y la realizacion de
colonoscopias con eliminacién de polipos adenomatosos, se han asociado a un menor riesgo de
desarrollar CRC (Bretthauer, 2010; Dahm et al., 2010; Kim DH et al., 2010).

La mayoria de los casos de céancer colorrectal son esporadicos y ~30% de los pacientes
presentan un historial familiar. Sin embargo, solo un 5-6% de los CRCs con antecedentes familiares, se
deben a mutaciones heredadas en genes fundamentales implicados en el desarrollo tumoral. Estas
formas heredadas incluyen diversos sindromes (Sindrome de Lynch, Poliposis Adenomatosa Familiar
[FAP], Poliposis Asociada a MUTYH [MAP], Sindrome de Peutz-Jeghers [PJS], Sindrome de
Poliposis Juvenil [JPS], Sindrome de Poliposis Hiperplasica [HPP]) que han sido bien caracterizados
desde el punto de vista clinico, patoldgico y genético (Jasperson et al., 2010; Migliore et al., 2011). El
resto de las formas familiares (~25%), probablemente resulten de factores génicos asociados a un

incremento en el riesgo de desarrollar CRC, como pueden ser loci de susceptibilidad de baja
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penetrancia o polimorfismos especificos, afectados por la interaccion genes-genes o genes-ambiente
(Jasperson et al., 2010).

2. Genética Molecular del Cancer Colorrectal

En los Gltimos 20 afios, la investigacion sobre el CRC ha revelado que se trata de una
enfermedad heterogénea, que engloba diversos sindromes o afecciones con diferentes alteraciones
genéticas y epigenéticas (Jasperson et al., 2010; Migliori et al., 2010). Segun el modelo propuesto por
Fearon y Vogelstein en 1990, el desarrollo del CRC, desde células epiteliales normales hasta el
adenocarcinoma, sigue un proceso secuencial, donde cambios histologicos progresivos se
correlacionan con la acumulacion de alteraciones moleculares en vias de sefializacion que regulan el

comportamiento del cancer (Figura 1) (Fearon & Vogelstein, 1990; Vogelstein et al., 2013).

PI3K
Pathways APC RAS Cell Cycle/Apoptosis

mo

Normal colonic epithelium Small adenoma Large adenoma Carcinoma

Patient age (years)

Figura 1. Alteraciones genéticas y progresion del cancer colorrectal. Los principales genes
implicados en la tumorogénesis se observan en la transicién entre cada estadio tumoral.
Imagen adaptada de Vogelstein et al., Science, 2013; 339(6127): 1546-58

Los cambios genéticos responsables del inicio y progresion del cAncer conducen a la activacion
de oncogenes y a la inactivacion de genes supresores de tumores, que codifican proteinas participantes
en la regulacion del crecimiento y diferenciacion celular (Knudson, 1993; Weinberg, 1991). Las
mutaciones en estos genes confieren una ventaja selectiva en el crecimiento y conducen a una
expansion clonal de las células alteradas. La mutacion en el gen supresor de tumores APC
(adenomatous polyposis coli, 5921) es la alteracion mas temprana que se ha identificado en la
tumorogénesis del CRC esporadico (Fearon & Vogelstein, 1990). Se estima que >85% de los casos
esporadicos de CRC tienen mutaciones somaticas en el gen APC (Kinzler & Vogelstein, 1998). El
producto de este gen desempefia un papel importante en la regulacion de la via molecular Wnt/p-
catenina, y su inactivacion inicia la neoplasia colorrectal en forma de adenoma. Durante la progresion
de la secuencia desde la lesion benigna (adenoma) hasta la malignidad (carcinoma) y la metastasis, se

acumulan alteraciones adicionales en oncogenes como KRAS y PIK3CA, y en genes supresores de
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tumores en los cromosomas 17p (p53) 018q (DCC, SMAD4) (Figura 1). Aungue este modelo de
progresion secuencial ha resultado muy til, en realidad sélo un porcentaje pequefio de CRCs
(aproximadamente un 10%) acumulan alteraciones en todos estos genes y se desarrollan siguiendo esta
via de carcinogénesis (Wood et al., 2007)

En los sindromes hereditarios se conocen las mutaciones especificas en la linea germinal que
conducen al inicio y desarrollo del cancer (por ejemplo, mutacion en el gen APC en pacientes con
Poliposis Adenomatosa Familiar [FAP], mutacion en genes del sistema de reparacion de bases
desapareadas [“Mismatch repair”: MMR] del ADN en el sindrome de Lynch). Por el contrario, los
casos esporadicos de CRC se desarrollan a través de la adquisicién de mutaciones somaticas al azar en
los genes que aparecen alterados en los canceres hereditarios. Sin embargo, esta tasa de mutacion
aleatoria no puede explicar por si sola el nimero de alteraciones genéticas encontradas en la mayoria
de los canceres humanos (Loeb et al., 2003). Por este motivo, algunos autores sugieren que la
desestabilizacion del genoma puede ser un prerrequisito temprano en la carcinogénesis (Loeb, 2001),
frente a otros investigadores que argumentan que las células continuamente generan un pequefio
nimero de alteraciones genéticas, y que aquellas que proporcionan ventajas en la proliferacion o

supervivencia son seleccionadas durante la expansion clonal.

La desestabilizacion del genoma es consecuencia de mutaciones que afectan a genes
fundamentales en el mantenimiento de la integridad gendémica y cromosoémica durante la replicacion
del ADN, la respuesta celular al dafio genético y la division celular. La pérdida de estabilidad
gendmica, presente en la mayoria de los canceres humanos, se considera un paso molecular clave en la
formacién del cancer (Gollin, 2005; Grady, 2004; Lengauer et al., 1998). De hecho, esto se puede
observar, por ejemplo, en pacientes con sindrome de Lynch o con Poliposis Asociada a MUTYH (mut
Y homologue), (MUTYH- associated polyposis: MAP). Estos enfermos muestran un incremento en el
riesgo de padecer cancer de colon, debido a que presentan mutaciones en la linea germinal de genes
que codifican proteinas de reparacion del dafio en el ADN mutado (“Mismatch repair system” [MMR]
en el sindrome de Lynch y “Base escision repair system” [BER] en MAP) (Boland et al., 2008;
Sampson et al., 2003; Sieber et al., 2003).

Existen dos vias principales de inestabilidad genética implicadas en la carcinogénesis
colorrectal. Aproximadamente, el 15% de los CRCs esporadicos presentan inestabilidad de
microsatélites (“Microsatellite instability ”: MSI). Esta via molecular se caracteriza por la acumulacién
de mutaciones (deleciones, inserciones pero también sustituciones de base) en secuencias cortas de
repeticion en tdndem (microsatélites), como consecuencia de defectos en genes que intervienen en el
sistema de reparacion de bases desapareadas del ADN (MMR) (lonov et al., 1993; Thibodeau et al.,
1993). Sin embargo, la mayoria de los casos esporédicos de CRC (~85%) muestran inestabilidad

cromosomica (“Chromosomal instability”: CIN), definida por pérdidas y ganancias de cromosomas
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completos o de grandes partes de cromosomas durante la division celular. (Haydon & Jass, 2002; Jass
et al., 2002; Kinzler & Vogelstein, 1996).

Ademas de las mutaciones génicas, el silenciamiento epigenético ha sido reconocido como una
tercera via en el modelo de Knudson, de inactivacién de genes supresores de tumores en cancer
(Kondo & Issa, 2004; Mori et al., 2004). EI mecanismo epigenético mas estudiado, con un claro papel
en el desarrollo tumoral, es la hipermetilacion de islas CpG localizadas en las secuencias promotoras
de estos genes supresores de tumores. De hecho, los cambios epigenéticos parecen estar estrechamente
asociados a la transformacion neoplésica del cancer colorrectal (Soreide et al., 2005). Por ejemplo, la
pérdida de expresion del gen supresor de tumores phosphatase and tensin homologue (PTEN),
localizado en 10023, es debido a la hipermetilacion de su promotor en los casos de CRC con
inestabilidad de microsatélites (Goel et al., 2004). La hipermetilacion de islas CpG conduce a la falta
de expresion génica como consecuencia de cambios en la estructura de la cromatina, que impide el
acceso de la maquinaria de transcripcion. Si bien los tumores pueden clasificarse en funcion del grado
de metilacién, el fenotipo metilador de islas CpG (“CpG island methylator phenotype”: CIMP) hace
referencia a aquellos tumores con multiples procesos de metilacion en un gran nimero de genes
(Toyota et al., 1999%. Este fenotipo CIMP determina una inestabilidad epigenética que, debido a la
acumulacion de numerosas alteraciones moleculares responsables del silenciamiento génico, seria

funcionalmente equivalente a la inestabilidad genética (Issa, 2000).

3. Clasificaciéon Molecular en el Cancer Colorrectal.

La complejidad molecular observada en el cancer colorrectal ha hecho imprescindible
establecer una clasificacién basada en caracteristicas moleculares, con una gran importancia porque
refleja los mecanismos subyacentes implicados en la carcinogénesis. La clasificacién tumoral basada
en criterios clinicos, patolégicos y también, en una mas extensa caracterizacién molecular, permite
agrupar tumores individuales con caracteristicas similares, intuyendo que probablemente,
evolucionaran de manera similar (Ogino & Goel, 2008). Esto contribuye a un mejor entendimiento de
la enfermedad, con una importante aplicacion clinica en la deteccion, prondstico y respuesta

terapeutica al cancer.

La clasificacion molecular del CRC se basa, fundamentalmente, en tres procesos celulares
globales, que equivalen a las vias principales implicadas en el desarrollo y progresién del cancer: la
inestabilidad de microsatélites (MSI), la inestabilidad cromosémica (CIN) y el fenotipo metilador de
islas CpG (CIMP). Las clasificaciones méas sencillas tienen en cuenta las dos vias de inestabilidad

genética conocidas: MSI y CIN. Atendiendo a esto, el ~85% de CRCs esporadicos surgen a partir de la
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via “supresora” (“suppressor pathway”) caracterizada por presentar CIN, con frecuentes anomalias
citogenéticas y pérdidas alélicas, que conducen a la inactivacion secuencial de genes supresores de
tumores (Cahill et al., 1998; Lengauer et al., 1997). En contraste, el ~15% restante de los CRCs
esporadicos se desarrollan a partir de la via “mutadora” (“mutator pathway”) con presencia de MSI,
definida por alteraciones en la longitud de secuencias cortas de repeticién en tdndem, llamadas
microsatélites (lonov et al., 1993; Thibodeau et al., 1993). Esta via “mutadora” es caracteristica
también, de los CRCs asociados al sindrome de Lynch, un desorden hereditario que predispone al
desarrollo de diversos tipos de cancer, principalmente colorrectal y de endometrio (Lynch & Smyrk,
1996). A diferencia de los tumores con CIN, los CRCs que se originan a partir de la via MSI, son
generalmente diploides (Figura 2), no exhiben alteraciones citogenéticas groseras, y no es frecuente
observar en ellos mutaciones o pérdidas alélicas de los genes normalmente alterados en la via
“supresora” (APC, KRAS, p53), 0 pérdida de heterocigosidad (“Loss of heterozygosity”’: LOH) en 5q,
17p y 18q. (Eshleman et al., 1998; Jass et al., 2002; Lothe et al., 1993; Olschwang et al., 1997;
Thibodeau et al., 1993). En vez de eso, los tumores MSI acumulan mutaciones en secuencias de
microsatélies, algunas de ellas presentes en genes involucrados en la carcinogénesis colorrectal
(Parsons et al., 1995; Rampino et al., 1997; Souza et al., 1996).

Los CRCs originados a partir de estas dos vias de inestabilidad genética, MSI y CIN, presentan
también caracteristicas clinicas e histopatologicas distintas. La MSI se observa de forma mas frecuente
en mujeres y en CRCs con localizacion proximal. En los tumores MSI también se observa pobre
diferenciacién, abundante secrecion de mucina y gran infiltracion linfocitaria (Dolcetti et al., 1999;
Phillips et al., 2004; Raut et al., 2004; Young et al., 2001) (Figura 2). Los CRCs con MSI tienen mejor
prondstico (Lothe et al., 1993; Thibodeau et al., 1993), y se han asociado con el desarrollo de tumores
primarios de gran tamafio pero con estadios mas favorables (menor afectacion de ganglios linfaticos y
baja frecuencia de metastasis distales) (Buckowitz et al., 2005; Greenson et al, 2003; Gryfe et al.,
2000). Ademas, los CRCs con MSI y CIN responden de forma diferente a la terapia: la quimioterapia
con fluorouracilo (FU) beneficia a los pacientes con tumores CIN, pero no a los que presentan MSI
(Ribic et al., 2003).
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Via MSI15% Via CIN 85%
Colon proximal/derecho Colon distal/izquierdo
Diploide Aneuploide, poliploide

Pobre diferenciacion Gran diferenciacion
Secrecion de mucina Rara secrecion de mucina
Gran infiltracion linfocitaria enor infiltracion linfocitaria

= . l__. E . -
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Figura 2. Caracteristicas patologicas que diferencian a los CRCs con MSI de los
CRCs con CIN. Imagen adaptada de Soreide et al., British Journal of Surgery, 2006; 93:
395-406

Sin embargo, aunque estas dos vias de inestabilidad genética se distinguen por sus
caracteristicas moleculares, y aparentemente parecen independientes, hay evidencias que sefialan cierto
grado de “overlap” (Goel, et al., 2003). Mediante estudios con “arrays” basados en procesos de
hibridacion gendémica comparativa (“Comparative genomic hybridization”: CGH), se han identificado
CRCs con fenotipo MSI que muestran cierto grado de anomalias citogenéticas (amplificaciones y
deleciones de alelos o cromosomas) (Trautmann et al., 2006). Por otro lado, también se han detectado
CRCs sin evidencia alguna de CIN o MSI (Tang et al., 2004). Los mecanismos moleculares que
conducen el desarrollo de estos tumores MSI- CIN- son desconocidos, pero se piensa que una
posibilidad podria ser el silenciamiento de genes de crecimiento y diferenciacion celular por
modificacion epigenética (Goel et al., 2003). De hecho, existen evidencias que indican que el proceso
de hipermetilacién de promotores de genes supresores de tumores, juega un papel critico en el
desarrollo y progreso de muchos tumores colorrectales (Toyota et al., 1999°). El fenotipo CIMP se ha
detectado en casi la mitad de los CRCs esporadicos, y estos tumores podrian no progresar
independientemente a través de las vias MSI o CIN (Samowitz et al., 2005; Toyota et al., 1999%.
Todos estos hallazgos sugieren que los procesos moleculares MSI y CIN no son mutuamente
excluyentes, y que podrian existir miltiples mecanismos en algunos tumores que proporcionasen

ventajas adicionales en el crecimiento y desarrollo.
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4. La Inestabilidad Cromosémica (CIN, Chromosomal Instability)

La inestabilidad cromosdmica (CIN) es la inestabilidad gendmica mas frecuente en el cancer
de colon y esta presente en 80-85% de los CRCs (Grady & Carethers, 2008). Se define como un
incremento en la tasa de pérdidas o ganancias de fracciones de cromosomas 0 de cromosomas
completos durante la division celular (Rajagopalan & Lengauer, 2004). El resultado de CIN es un
desbalance en el nimero de cromosomas (aneuploidia) y un incremento en la tasa de pérdida de
heterocigosidad (“Loss of heterocigosity”: LOH). Las anomalias cromosomicas caracteristicas de CIN
contribuyen a la generacion y progresion del cancer a través de cambios en la dosis génica de miles de
genes, conduciendo en concreto, a la pérdida de genes supresores de tumores (inactivacion) y a la
ganancia en el nimero de copias de oncogenes (activacion) (Duesberg et al., 2006). De hecho, las
alteraciones en genes supresores de tumores como APC, p53, SMAD4 y DDC, y en oncogenes como
KRAS, son muy caracteristicas de la via CIN (Markowitz & Bertagnolli, 2009). En general, se asume
que esta via molecular, también conocida como via “supresora”, sigue el modelo de progresion lineal

propuesto por Fearon y Vogelstein (Fearon & Vogelstein, 1990).

Sin embargo, a pesar de la alta frecuencia de CIN en el cancer de colon, los mecanismos
moleculares que originan esta forma de inestabilidad genética no son todavia bien entendidos.
Lengauer et al fueron los primeros en mostrar que los CRCs estables (“Microsatellize stable”: MSS)
exhibian un llamativo defecto en la segregacion cromosdmica, resultando en ganancias o pérdidas de
102 por cromosoma. Determinaron, mediante el uso de técnicas de fusion celular y transferencia
cromosémica, que la aneuploidia es el resultado de una tasa anormalmente alta de CIN que persiste a lo
largo de la vida de un tumor, y que CIN es un rasgo autosomico dominante que puede surgir de

mutaciones que permiten la ganancia de funciones (Lengauer et al., 1998).

Dado el papel fundamental de CIN en la carcinogénesis colorrectal, se han puesto muchos
esfuerzos en conocer los mecanismos responsables de esta forma de inestabilidad genética. Los
primeros estudios realizados en levaduras, consiguieron identificar una larga lista de genes que
desencadenaban CIN cuando estaban mutados. Son genes implicados en una gran variedad de procesos
celulares, incluyendo funcién y estructura del cinetocoro, formacién de centrosomas y microtubulos,
condensacién cromosémica, cohesién de croméatidas hermanas y control del ciclo celular (Jallepalli &
Lengauer, 2001). De forma similar, también se encontraron genes que causan CIN cuando estan
mutados en Drosophila melanogaster (Fung et al., 2002; Milaihov et al., 2002). En humanos, sin
embargo, el nimero de genes afectados que se han identificado como causantes de CIN es bastante
inferior, y parecen desempefiar funciones en los puntos de control (“checkpoints”) del ciclo celular.
Estos genes incluyen a hBUB1, MAD2, BRCA1, BRCA2 y hCDC4 (Cahill et al., 1998; Wang Z et al.,
2004). lgualmente, se ha descrito que el gen APC puede contribuir al fenotipo CIN en CRCs.
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Concretamente, la proteina codificada por el gen APC se ha descrito a nivel de los cinetocoros, donde
podria promocionar el alineamiento correcto de los cromosomas durante la mitosis (Green et al., 2005).
Células deficientes en APC no pueden detectar anomalias cromosdmicas durante la anafase (Draviam
et al., 2006). Por tanto, la pérdida de APC podria interferir con la correcta regulacion de la mitosis y
contribuir al fenotipo CIN (Worthley et al, 2007). Las mutaciones en p53 también se han descrito como
causantes de algunas formas de inestabilidad gendémica, pero no se ha observado correlacion entre
mutaciones en p53 y el fenotipo CIN por Lengauer et al u otros investigadores (Eshleman et al., 1998;
Lengauer et al., 1997).

Una cuestion todavia por resolver es si CIN surge temprano en la tumorogénesis e inicia la
secuencia adenoma-carcinoma, o si se adquiere durante este proceso y facilita la formacion del cancer.
Algunos trabajos sugieren que CIN aparece temprano en la carcinogénesis colorrectal vy,
subsecuentemente, conduce la progresion tumoral. Michor et al desarrollaron un modelo matematico
de la dinamica de la tumorogénesis colorrectal, y encontraron que uno o dos genes CIN en el genoma
son suficientes para asegurar que CIN surja pronto, precediendo incluso a las mutaciones en APC
(Michor et al., 2004). Varias publicaciones han demostrado el papel activo de la inestabilidad
gendmica en el inicio del CRC al observar la presencia de CIN en adenomas tempranos (Nowak et al.,
2002; Shih et al., 2001). Sin embargo, la idea de que CIN inicie y conduzca la transformacion
neoplasica no es aceptada universalmente. Algunos autores consideran que CIN se adquiere durante la
tumorogénesis y facilita la progresion tumoral. En cualquier caso, la cuestidn esta todavia por aclarar
(Pino & Chung, 2010%.

5. La Inestabilidad de Microsatélites (MSI; MicroSatellite Instability)

La inestabilidad de microsatélites (MSI) esta presente en el ~15% de los casos de cancer de
colon, aunque también se han descrito porcentajes similares en el cancer gastrico y de endometrio, y
frecuencias algo mas bajas en otra minoria de tumores humanos (Woerner et al., 2003). Se define como
un cambio en la longitud de secuencias nucleotidicas cortas de repeticion llamadas microsatélites,
(normalmente repeticiones de mono o dinucledtidos de citosina y adenina, como A, 0 CA, donde n es
el nimero de repeticiones) en el ADN del tejido tumoral, en comparacion con el ADN del tejido
normal del mismo individuo (Boland et al., 1998). Los microsatélites, por su propia naturaleza y
estructura, son secuencias inestables, propensas a sufrir cambios durante la replicacién, que si no son
reparados pueden conducir a la aparicidn de alteraciones como deleciones o inserciones.

La razdn que explica esta inestabilidad de microsatélites se descubri6 cuando se observé que su
presencia se asociaba a una pérdida de funcion de genes del sistema de reparacion de bases

desapareadas (“Mismatch Repair”: MMR), correlacion que fue inicialmente estudiada en bacterias y
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levaduras (Boland et al., 1998; Boland et al., 2008). Cuando en 1993, se comprobd, ademas, que la
MSI estaba presente en >95% de los tumores de colon que padecian enfermos con sindrome de Lynch,
un sindrome familiar que predispone al desarrollo de diversos tipos de cancer, se confirmé rapidamente
que la inactivacion de genes pertenecientes al sistema MMR era la causa de los casos de CRC con
inestabilidad de microsatélites (Aaltonen et al., 1993; Marra & Boland, 1995). Si el mecanismo del
sistema MMR falla, no pueden corregirse los errores espontaneos que se producen durante la
replicacion del ADN (Jiricny, 1998; Marra & Schér, 1999). Estos errores no s6lo consisten en la
incorporacién de nucledtidos no-complementarios al ADN, que ocurre con una frecuencia de un error
por cada 100.000 nucledtidos (Klingler et al., 2002), sino que también abarcan las alteraciones que
afectan a las secuencias repetitivas. En ellas, la polimerasa experimenta un deslizamiento (“slippage”),
generando un “loop” o lazo corto de nucleétidos, que dependiendo de si se localiza en la hebra molde o
en la hebra hija del ADN, daréa lugar a una delecién o a una insercién respectivamente (véase apartados
siguientes) (Marra & Schér, 1999). Estas alteraciones se fijan como mutaciones y se acumulan en las
células hijas durante la mitosis. El resultado es la adquisicién de cientos de miles de mutaciones
somaticas (deleciones, inserciones, pero también sustituciones de base) en secuencias de microsatélites
(Aquilina et al., 1994; lonov et al, 1993; Jass et al., 1995; Liu et al., 1996; Perucho, 1996; Thibodeau et
al., 1993), algunas de las cuales se localizan en regiones codificantes de genes asociados al cancer,
principalmente genes supresores de tumores cuyas expresiones y/o funciones pueden verse afectadas.
Cuando el grado de MSI estd muy extendido en el genoma, alterando un amplisimo niimero de genes
implicados en la carcinogénesis colorrectal, se define el grado de alta frecuencia de inestabilidad de
microsatélites (MSI-High: MSI-H), que determina el fenotipo conocido como fenotipo “mutador” o
“hipermutable”. Este incremento en la tasa de mutacion espontanea parece ser el mecanismo
responsable de la rapida progresion neoplasica en el sindrome de Lynch y en tumores esporadicos con
MSI (Aaltonen et al., 1993; Tsao et al., 2000).

5.1. MSI-H en CRCs del Sindrome de Lynch vs CRCs esporadicos.

MSI-H estd presente en, aproximadamente, el 15% de los CRCs esporadicos y en la casi
totalidad (> 95%) de los casos de cancer colorrectal de pacientes con sindrome de Lynch, también
conocido como cancer colorrectal no-polipésico hereditario (“Hereditary non-polyposic CRC”:
HNPCC) (Boland, 2005). Los casos esporadicos y hereditarios de CRC con MSI-H presentan
caracteristicas patoldgicas y clinicas similares, que los diferencian claramente de los tumores estables
(“Microsatellite stable”: MSS): pobre diferenciacion, abundante secrecion de mucina, una gran
infiltracién linfocitica intra-tumoral o en la periferia del tumor, localizacién en el colon proximal,
preferentemente, y mejor prondstico comparado con los tumores MSS (Jass, 2006). Sin embargo,

caracteristicas como la gran secrecion de mucina, pobre diferenciacion, heterogeneidad tumoral con
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presencia de subclones, o existencia de poélipos serrados, son mas evidentes en CRCs MSI-H
esporadicos; mientras que aspectos como la infiltracion linfocitaria, la presencia de adenomas
tradicionales y una edad de comienzo temprano, son méas notables en los CRCs del sindrome de Lynch
(Jass, 2004; Young et al., 2001).

Aunque en ambos tipos de afecciones, la inestabilidad de microsatélites se origina por defectos
en los principales genes del sistema MMR, los mecanismos que conducen a estas alteraciones en los
CRCs esporadicos y hereditarios con fenotipo MSI-H son diferentes. Mientras en el sindrome de
Lynch la inactivacion génica del sistema MMR sucede como consecuencia de una mutacion en la linea
germinal, en los CRCs esporéadicos, es el resultado de un proceso de silenciamiento epigenético (Figura
3).

5.1.1. Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch es un sindrome de cancer familiar de herencia autosémica dominante.
Los individuos con este desorden muestran una predisposicion a padecer varios tipos de cancer
(intestino delgado, estdbmago, tracto urinario, ovarios...), pero especialmente de colon y endometrio
(Lynch & de la Chapelle, 2003). Supone un 2-5% de todos los casos de CRC (Hampel et al, 2008), y
los individuos afectos presentan un 50-80% de riesgo de desarrollar este tumor, frente al 5-6% de

probabilidades que tiene la poblacion general (Chung & Rustgi, 2003; Schoen, 2002).

Se origina como consecuencia de mutaciones en la linea germinal de uno de los cuatro genes
principales que forman parte del sistema de reparacién de bases desapareadas (MMR), como son
hMSH2, hMLH1, hMSH6 y hPMS2 (Figura 3). Las mutaciones en hMSH2 y hMLH1 son las mas
frecuentes, suponiendo hasta el 90% de los casos de sindrome de Lynch; las alteraciones en hMSH6 se
encuentran en un 10% de los individuos afectos y las mutaciones en hPMS2 se detectan en raras
ocasiones (Rustgi, 2007). De acuerdo con el modelo de tumorogénesis de Knudson, el fenotipo MSI-H
precisa la inactivacion bialélica (“doble hit”) del gen MMR responsable para el desarrollo tumoral
(Knudson 1971; Knudson 2001). De manera gue, ademas del alelo mutante transmitido en la linea
germinal, debe darse un segundo suceso somatico en el colonocito, que afecte al alelo salvaje. En los
tumores del sindrome de Lynch, se han descrito varios mecanismos implicados en la inactivacion del
alelo salvaje (“wild type”): pérdida de heterocigosidad (LOH), mutacion somatica y metilacion del
promotor. Segun la mayoria de los estudios, el mecanismo mas frecuente es la pérdida del alelo
salvaje, detectada en 33-86% de los casos (Tuupanen et al., 2007). Las mutaciones somaticas en el
segundo alelo, que normalmente estan asociadas a tumores deficientes en hMLH1 y hMSH2, tienen una
baja frecuencia (Tuupanen et al., 2007). Por otro lado, estudios avanzados que permitian cuantificar la
metilacion mediante PCR cuantitativa, demostraron que la metilacion del promotor del gen hMLH1 no

se producia, o si estaba presente era a muy bajo nivel en los CRCs del sindrome de Lynch (Bettstetter
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et al., 2007). Aungue, de acuerdo con esos trabajos, no se pueda excluir totalmente la posibilidad de
una metilacién monoalélica en el sindrome de Lynch, lo cierto es que la cuantificacion de la metilacion
del promotor hMLH1 es una herramienta molecular muy util para poder distinguir entre esta afeccion y
los casos esporadicos de CRC (léase siguiente apartado).

El diagndstico clinico del sindrome de Lynch exige realizar un analisis detallado del historial
familiar. En 1991 y 1999, expertos que formaron parte del “International Collaborative Group on
HNPCC” formularon los criterios de Amsterdam | y Il (Tablas 1 y 2), respectivamente, para la
identificacion de individuos con riesgo de padecer sindrome de Lynch (Vasen et al., 1991; Vasen et al.,
1999). Sin embargo, mas del 50% de las familias con este sindrome no cumplian estos criterios (Lindor
et al., 2005). En 1996, un workshop internacional sobre HNPCC realizado por el “National Cancer
Institute” estableci6 la guia de Bethesda (Tabla 3), que posibilitaba la indentificacién de un espectro

mas amplio de pacientes con alto riesgo de padecer esta afeccion (Rodriguez-Bigas et al., 1997).

Tabla 1. Criterios de Amsterdam |

1. Al menos, tres familiares con CRC.

2. Al menos, dos afectos deben ser familiares de primer grado.

3. Al menos, dos generaciones sucesivas tienen que estar afectadas.

4. Al menos un CRC se ha tenido que diagnosticar antes de los 50 afios.
5. La poliposis adenomatosa familiar (FAP) tiene que excluirse.

Tabla 2. Criterios de Amsterdam 11

1. Al menos, tres familiares con cancer asociado a HNPCC

2. Al menos, dos afectos deben ser familiares de primer grado.

3. Al menos, dos generaciones sucesivas tienen que estar afectadas.

4. Al menos un HNPCC se ha tenido que diagnosticar antes de los 50 afios.
5. La poliposis adenomatosa familiar (FAP) tiene que excluirse.

6. Los tumores tienen que ser verificados por examen anatomo-patologico.

Tabla 3. Criterios de Bethesda

1. CRC diagnosticado antes de los 50 afios.

2. Independientemente de la edad del individuo, presencia de CRC u otros tipos de tumores asociados al
sindrome, simultaneos o diagnosticados en distintos momentos.
3. CRC con MSI-H diagnosticado histolégicamente antes de los 50 afios.

4. CRC o tumor asociado al sindrome diagnosticado antes de los 50 afios en, al menos, un familiar de
primer grado.

5. CRC o tumor asociado al sindrome diagnosticado en dos o mas familiares, independientemente de la
edad.
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La evaluacion del historial familiar permite la deteccion inicial de individuos posiblemente
afectos, que pasan a ser estudiados en profundidad mediante el analisis genético de las mutaciones o
bien, mucho mas atil y menos costoso, mediante el estudio de la inestabilidad de microsatélites y el
empleo de la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) en tumores colorrectales. Los defectos en genes
MMR conducen normalmente a la pérdida de expresion de una proteina detectable en el ntcleo de las
células tumorales, proporcionando la posibilidad de emplear técnicas de inmunohistoquimica para
detectar mutaciones en genes MMR. Las mutaciones en los genes hMSH2 y hMLH1 suponen més del
70% de todas las mutaciones del sistema MMR en el sindrome de Lynch. Por esta razén, todos los
esfuerzos de la técnica IHQ se han centrado en la utilizacion de anticuerpos frente a las proteinas
hMSH2 y hMLH1 para conseguir detectar el sindrome (Salahshor et al., 2001; Wahlberg et al., 2002).
La sensibilidad de la técnica IHQ, utilizando anticuerpos frente a hMSH2 y hMLH1, en la prediccién
de mutaciones en los correspondientes genes es del 85% (Shia, 2008). Sin embargo, la técnica IHQ ha
evolucionado hasta la ampliacion a un panel de cuatro anticuerpos (hMLH1, hMSH2, hMSH6 y
hPMS2), que logra incrementar la sensibilidad a un 94% en la prediccion de la mutacién génica (Pino
& Chung, 2010°). Ademas, varios trabajos han recogido la estrecha asociacién entre tumores con
fenotipo MSI-H y la ausencia de expresion de las proteinas hMSH2 o hMLH1, de manera que la IHQ
utilizando anticuerpos monoclonales frente a las proteinas mencionadas, resulta muy util en la
deteccidn de tumores del grupo MSI-H (Dietmaier et al., 1997; Thibodeau et al., 1998).

5.1.2. CRCs Esporadicos con MSI-H

Las deficiencias en el sistema MMR estan presentes en, aproximadamente, el 15% de todos los
CRCs esporadicos. En contraste con lo que ocurre en el sindrome de Lynch, la causa de la MSI-H en
estos tumores esporadicos es la metilacion bialélica de secuencias ricas en residuos de citosina y
guanina (islas CpG) de la regién promotora del gen hMHL1 (Herman et al., 1998; Herman & Baylin,
2003; Miyakura et al., 2004; Veigl et al., 1998; Wheeler et al., 2000) (Figura 3). Rara vez estos
tumores MSI-H presentan LOH o mutaciones somaticas (Tuupanen et al., 2007). La modificacion
epigenética mediante metilacién, promueve el silenciamiento del gen y en consecuencia, la falta de
expresion de la proteina. Parece ser que la metilacién aberrante del ADN surge muy temprano,
inicialmente en la mucosa normal del colon, y puede ser parte de un defecto relacionado con la edad,
como se ha observado en el cancer colorrectal esporadico (Soreider et al., 2005). La metilacion
aberrante también contribuye, en estadios mas tardios, a la formacién y progresion del cancer
colorrectal a través del fenotipo metilador de islas CpG (CIMP). El fenotipo CIMP parece estar
presente en casi la mitad de los CRCs esporadicos, y determina un tipo tumoral con caracteristicas
patoldgicas, clinicas y moleculares muy diferentes (Lin et al., 2004; Lind et al., 2004; Toyota et al.,

1999%). Existe un considerable “overlap” entre CIMP y MSI-H en los CRCs esporadicos (Imai &
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Yamamoto, 2008), sin embargo no es totalmente exacto (Aquilina et al., 1994; Parsons et al., 1993;
Perucho et al., 1996), pues aunque se ha postulado que CIMP es la causa que explica el silenciamiento
del gen hMLHL1 en los carcinomas colorrectales esporadicos con MSI-H (Kane et al., 1997; Kuismanen
et al., 2000) (Figura 3), hay canceres con una extensa metilacion que no presentan el fenotipo mutador
(Soreider et al., 2005))

Otra marcada diferencia de los CRCs esporadicos con MSI-H frente a los CRCs asociados al
sindrome de Lynch, esta relacionada con el gen BRAF, que codifica una Ser/Thr kinasa de las vias
RAS/RAF/MAP-kinasas. Las mutaciones en BRAF juegan un papel importante en varios tipos de
tumores humanos (Dhomen & Marais, 2007). Entre los CRCs esporadicos, las mutaciones en BRAF
son detectadas con mayor frecuencia en aquellos con MSI-H (Domingo et al., 2004?; Oliveira et al.,
2003; Rajagopalan et al., 2002). De hecho, la mutacion oncogénica V600E (mutacion “hot spot™) en el
gen BRAF esta presente con mayor frecuencia en CRCs esporadicos con MSI-H, pero no en los CRCs
relacionados con el sindrome de Lynch (Domingo et al., 2004%; Domingo, et al., 2005) (Figura 3). Por
tanto, la mutacion V600E en BRAF puede resultar de utilidad para el “screening” de las familias con
este sindrome hereditario (Domingo et al., 2004%). Las mutaciones que afectan a BRAF y a KRAS, otro
miembro de la via de sefializacion RAS/RAF/MAP-kinasas, son mutuamente excluyentes (Fransén et
al., 2004; Fujiwara et al., 1998; Koinuma et al., 2004; Rajagopalan et al., 2002; Oliveira et al., 2003;
Whynter et al., 2004). De hecho, los CRCs esporadicos con MSI-H rara vez presentan mutaciones en
KRAS. Estos datos sugieren que los tumores de colon progresan teniendo alterados distintos genes de la
via RAS/RAF/MAP-kinasa, dependiendo del proceso genético/epigenético que conduce a la

deficiencia MMR (mutacion versus metilacion del promotor hMLHZ1) (Oliveira et al., 2004).

En definitiva, los CRCs esporadicos con fenotipo MSI-H se caracterizan por presentar una
extensa metilacion del ADN y mutacion en el gen BRAF (Figura 3). Estas alteraciones genéticas no se
observan en los CRCs asociados al sindrome de Lynch (McGivern et al., 2004; Wang L et al., 2003), e
igualmente son raras en adenomas esporadicos (Chan et al., 2003; Kambara et al., 2004; Konishi et al.,
2004). De hecho, la metilacién extensa del ADN es un hallazgo frecuente en p6lipos serrados que se
desarrollan a nivel del colon proximal (Wynter et al., 2006; Yang S et al., 2004), los cuales también
presentan con frecuencia la mutacion en el oncogén BRAF (Kambara et al., 2004). De esta forma, esta
bastante extendida la idea de que los CRCs esporadicos con MSI-H se originan a partir de polipos
serrados (Goldstein et al., 2003; Torlakovic et al., 2003). La evidencia mas convincente de este hecho
es la observaciéon directa de la transicion pélipo serrado-displasia-carcinoma, apoyada por una
correlacién inmunohistoquimica y molecular (lino et al., 1999; Jass et al., 2000; Mékinen et al., 2001;
Oh K et al.,, 2005). Asi, mientras que los polipos serrados, teniendo en cuenta el espectro de
alteraciones genéticas observadas en los mismos, son el origen principal de los CRCs MSI-H

esporadicos, la secuencia convencional adenoma-carcinoma iniciada por alteraciones en APC y
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subsecuentemente conducida por mutaciones en KRAS, esta asociada con mayor probabilidad, a la
evolucion temprana del CRC en el sindrome de Lynch.

Sindrome de Lynch ‘ CRC esporadicos ‘
| CIMP-H |
Mutacion en lalinea Inactivacion de Metilacion del
germinal de gen MMR gen MMR promotor AMLHI
N
+2° “hif”

N

MSI-H

!

Mutaciones que alteran la pauta de lectura en genes
con microsateélites en regiones codificantes
Mutaciones en regiones no codificantes

—— Mutacionesen —
ITGFBR2.BAX, . )
Mutacién KRAS—|  IGFIR, hMsH3, | iwtacion BRAF
L. \ hMSHe6
Mutacién B-catenina— 155 aiteraciones
v v

Figura 3. Vias moleculares en CRCs esporadicos con MSI.
Imagen adaptada de Imai & Yamamoto, Carcinogenesis, 2008; 29: 673-80

5.2. El Sistema de Reparacion de Bases Desapareadas (MisMatch Repair System, MMR)

El sistema MMR estad constituido por un grupo de polipéptidos altamente conservados,
responsables del mantenimiento de la fidelidad del ADN mediante la deteccion y reparacion de errores
gue se acumulan durante el proceso de replicacion (Fishel, 1998; Marra & Boland, 1996). Los primeros
estudios que demostraron la existencia de una correccion de errores en el ADN gendmico fueron en
bacterias y levaduras. Gracias a estos trabajos y a numerosas investigaciones posteriores, se llegé a un
conocimiento extenso de los mecanismos moleculares implicados en el proceso de reparacion de dafio
en ADN (Holliday, 1964; Lahue et al., 1989; Witkin & Sicurella 1964). Més tarde se confirmé que en

organismos multicelulares, un fallo en el sistema MMR podia generar células con potencial
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tumorogénico. Los Gltimos hallazgos culminaron con el descubrimiento de una asociacion entre

deficiencias en genes del sistema MMR y el sindrome de Lynch (Marra & Boland, 1995).

El sistema MMR repara los errores residuales que, aparentemente, escapan de la funcion
normal de edicién de la ADN polimerasa. En principio, pueden surgir dos tipos de errores en el
emparejamiento de bases del ADN. El primero consiste en una falta de complementariedad de bases
yuxtapuestas, lo que se conoce como bases desapareadas (“base-base mispairing or mismatching”)
(Figura 4). Estas bases desapareadas pueden ser formas de purina-purina (G-G, A-A, G-A); pirimidina-
pirimidina (C-C, T-T, T-C) o purina-pirimidina (G-T, T-G, A-C). Todas estas formas desapareadas,
excepto C-C, pueden corregirse por accion del sistema MMR. El segundo tipo de error en el
emparejamiento surge como consecuencia de un alineamiento incorrecto de las dos hebras sencillas
complementarias que componen el ADN. Como resultado se generan bucles (“loops”) de cadena
sencilla de una o mas bases desapareadas en el diplex de ADN (Figura 4). Estos bucles, conocidos
como bucles de insercion-delecién, también pueden repararse por accion de las proteinas del sistema
MMR.

Durante la replicacion del ADN, las bases desapareadas surgen como consecuencia de la
incorporacién incorrecta de una base no complementaria en la hebra de ADN recién sintetizada,
mientras que los bucles de insercidn-delecidn se originan por un deslizamiento (“slippage”) de la ADN
polimerasa en secuencias de repeticion (microsatélites) (Figura 4). Si estos errores escapan a la funcion
de correccion de pruebas de la ADN polimerasa, terminan siendo subsanados por el sistema MMR.
Pero si el sistema de correccion falla, las bases desapareadas pueden originar transiciones o
transversiones de nucledtidos que alteran la secuencia génica, mientras que los bucles de insercién-
delecién producen mutaciones que alteran la pauta de lectura (“frameshift mutations™). De esta manera,
dependiendo de si el bucle se localiza en la hebra molde o en la hebra hija, la mutacion que se origina
sera una delecion o una insercion, respectivamente (Figura 4). En cualquier caso, si no se produce la
reparacion del error antes de la siguiente ronda replicativa, la hebra parental original se copiara
correctamente, pero la hebra que ha sido sintetizada de forma incorrecta contiene una mutacion que se
fijara por tanto, en el 50% de la descendencia (Marra & Boland, 1996; Marra & Schar, 1999).
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POR DESLIZAMIENTO (“SLIPPAGE™)

5 TCG TGC 3" HEBRAMOLDE

3’ AGCTTTTTTACG 5/ HEBRAHIJA

Deslizamiento sobrela Deslizamiento sobrela
hebra hija hebra molde

5__TCG 5__TcG TGC 3

4 CTTTTITACG 5 e CTTTTTACG 5
T

No reparaciondel bucle por
defectos en el sistema MMR

S __ TcG AAATGC 3 S__ TcG TGC 3
. AGCTTTTTTTACG 5 g AGCTTTTTACG 5

Insercién de 1pben la Delecion de 1pben la
secuencia de ADN secuencia de ADN

POR INCORPORACION DE UN NUCLEOTIDO

INCORRECTO
5 GTCACGTGTTGC 3’ HEBRAMOLDE
3 CAGTGCACAACG 5 HEBRAHUA
Incorporacion deunabase
desapareada
S GTCACGTGTTGC 3

e TGAACAACG

5!
No reparacionde las bases desapareadas por
defectos en el sistema MMR

5’ GTCATGTGTTGC 3

51 CAGTACACAACG 5

Mutacion puntual (transversion G/CaT/A)en la
secuencia de ADN

Figura 4. Tipos de errores originados durante la replicacion del ADN y principales
mutaciones asociadas como consecuencia de un sistema MMR alterado.
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5.2.1. El Mecanismo de Correccion de Errores del Sistema MMR

Las proteinas que componen al sistema MMR, muy conservadas evolutivamente,
pertenecen a la familia de proteinas homologas de MutS (“MutS homologue”: MSH) y a la familia de
proteinas homologas de MutL (“MutL homologue”: MLH). EI nombre de las proteinas humanas deriva
de los de bacterias y levaduras (MutS y MutL), y se denominan hMutL y hMutS. En general, se han
identificado cinco genes humanos homologos de MutS (hMSH2, hMSH3, hMSH4, hMSH5, hMSH6) y
cuatro homologos de MutL (hMLH1, hMLH3, hPMS1 y hPMS2). En el sindrome de Lynch, como
vimos con anterioridad, los genes afectados pueden ser hMSH2, hMSH6 (“human Mut S homologues”),
hMLH1 (“human Mut L homologue”) 0 hPMS2 (“human postmitotic segregation”, un homélogo de
Mut L) (Akiyama et al., 1997; Bronner et al., 1994; Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993;
Papadopoulos et al., 1994). En general, las proteinas del sistema MMR reconocen la deformacidn fisica
que permanece en el ADN debido a los errores acumulados, se unen al nucleétido con la base
desapareada en la hebra hija del duplex de ADN o al “loop” de secuencia de microsatélites replicada de

forma inexacta, y marcan el area del ADN para escision, resintesis y ligacion (Fishel et al., 1994).

5.3. Genes Dianas que median la Carcinogénesis en los Tumores MSI.

Sabemos, entonces, que la inestabilidad de microsatélites (MSI) en el cancer humano
(principalmente colorrectal, pero también gastrico o de endometrio), ya sea en casos esporadicos o
heredados, tiene su origen en la inactivacion de genes pertenecientes al sistema de reparacion de bases
desapareadas (MMR). El resultado es, como ya hemos visto con anterioridad, un cambio en la longitud
de secuencias de microsatélites. Estas secuencias repetitivas cortas se localizan normalmente en
regiones no codificantes del genoma, pero también estan presentes dentro de regiones codificantes de
un selecto nimero de genes implicados en el inicio y progresién tumoral. Una alteracion en la longitud
de la secuencia de microsatélites, dentro de estos genes reguladores del crecimiento, provoca una
mutacion en la pauta de lectura que normalmente se traduce en una proteina inactiva. El fenotipo MSI,
conduce, pues, a la acumulacién de numerosas alteraciones en genes supresores claves, cuya

inactivacion se asocia a la patogénesis del tumor.

En principio, cualquier gen que contiene secuencias de repeticién podria ser considerado un
gen diana, propenso a acumular mutaciones de pauta de lectura como consecuencia de los defectos en
genes MMR. Sin embargo, se cree que la mayoria de estas mutaciones en regiones codificantes no
contribuyen al desarrollo tumoral. Hasta fechas recientes, la literatura ha recogido aproximadamente,

30 genes diana que aparecen alterados frecuentemente en tumores MSI-H, con implicacién en la
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carcinogénesis, y que son seleccionados durante la progresion tumoral (Duval & Hamelin, 2002)
(Tabla 4).

En 1995 se identifico el primer gen diana en el cancer colorrectal MSI-H, el gen TGFBR2
(Markowitz et al., 1995). La mutacion consiste en la delecion de 1 a 2 pb en la secuencia de poli(A)10
localizada al principio de la region codificante del gen. Esta mutacion, que estd presente en ~85% de
los tumores colorrectales con MSI, inactiva al receptor TGFBR2 (Parsons et al., 1995; Wang et al.,
1995), promoviendo el escape de las células tumorales a la accidn supresora del crecimiento del
ligando TGFp. Después se detectaron otros cuatro genes con repeticiones de mononucledtidos en sus
secuencias codificantes que aparecian alterados, con diferentes frecuencias, en tumores MSI-H. Estos
genes, BAX, MSH3, MSH6 y IGFIIR, mostraban el mismo tipo de alteracion en sus secuencias de
repeticion de (G)8, (A)8, (C)8, y (G)8, respectivamente (Souza et al., 1996; Malkhosyan et al., 1996;
Rampino et al., 1997). La mutacion que afecta al gen BAX se ha encontrado en el 50% de los canceres
colorrectales con MSI. BAX forma un heterodimero con BCL2 dentro de la célula, desencadenando el
proceso de muerte celular programanda. La mutacion en el gen BAX impide que se de este proceso,
contribuyendo a la inmortalizacion celular. (Rampino et al., 1997, Yamamoto et al., 1997). Las
mutaciones en los genes TGFBR2 y BAX se detectan con alta frecuencia en los estadios tempranos de
la tumorogénesis colorrectal MSI, e incrementan con el grado de displasia y la transicién a carcinoma
(Woerner et al., 2005). El 15% de los tumores con MSI presentan mutaciones de pauta de lectura en el
gen IGFIIR, que actda como un regulador del ciclo celular (Souza et al., 1996). Los genes MSH3 y
MSH®6 pertenecen al sistema MMR y, curiosamente, contienen repeticiones de siete 0 mas nucleétidos
en sus secuencias codificantes (Chang et al., 2001). Una vez que la actividad MMR en el ADN esta
alterada, el resto de genes del sistema MMR son propensos a acumular mutaciones en sus secuencias
repetitivas, conduciendo a un proceso por el que, progresivamente, el sistema MMR entero puede ser
inactivado (Perucho, 1996). La pérdida de la actividad MMR acelera enormemente la tasa de
acumulacion de mutaciones en genes responsables de la restriccion del crecimiento celular. Esto
refuerza la hipétesis del fenotipo mutador, responsable de la rapida progresién neoplasica en el

sindrome de Lynch y en CRCs con MSI esporadicos (Aaltonen et al., 1993; Tsao et al., 2000).

Con posterioridad, se han ido detectando un nimero de genes con mutaciones analogas a las
descritas anteriormente y con un papel en la carcinogénesis humana (Tabla 4). La mayoria de estos
genes han sido identificados en CRCs con MSI, y de hecho sus frecuencias de mutacion son, en
general, superiores en estos tumores con inestabilidad de microsatélites frente a los casos de cancer
gastrico y de endometrio con MSI (Duval & Hamelin, 2002). No sélo se observa una variabilidad en
las frecuencias de mutacién en estos genes, sino que ademas, las alteraciones genéticas pueden
seleccionarse de manera recesiva 0 dominante en estos canceres y tienen diferentes consecuencias
funcionales. En la mayoria de los casos una mutacion de alteracién en la pauta de lectura conduce a la
inactivacion de la proteina, pero hay casos en los que se observa un efecto oncogénico. Se sabe
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también que estas mutaciones, en el contexto de un alto grado de inestabilidad de microsatélites,
pueden ser especificas de tejido, asi como afectar a genes implicados en la misma via de sefializacion,
teniendo un efecto sinérgico (Duval & Hamelin, 2002).

En general, los genes dianas en tumores con MSI-H se dividen en categorias funcionales como
genes supresores de tumores, genes que intervienen en la reparacion del ADN o que estan implicados
en el proceso de apoptosis (Duval & Hamelin, 2002, Imai & Yamamoto, 2008). Pero también se han
detectado mutaciones en el contexto MSI, que alteran la pauta de lectura en genes con un papel en la
inmuno-vigilancia, especialmente en el gen que codifica la cadena ,m, componente de las moléculas
HLA de clase I (Kloor et al., 2005). Un aspecto llamativo referente al gen B2m como diana de la
carcinogénesis MSI-H, es que las secuencias de microsatélites localizadas en sus exones contienen un
namero de repeticion de mono ([N]5) o di-nucleétidos ([CT]4) inferior a las regiones repetitivas de
otros genes diana (Tabla 4), y sin embargo, muestra una alta tasa de mutacién (30-60%) (Cabrera et al.,
2003; Kloor et al., 2005; Yamamoto et al., 2001).

Tabla 4. Lista de genes diana con mutaciones en secuencias de repeticién en tumores con fenotipo MSI-H.
Mononucle6tido de

Gen Diana Funcion génica

repeticion
ACTRII (A)8 Receptor de factor de crecimiento
AIM2 (A)10 Proteina inducible por interferon
APAF1 (A)8 Factor pro-apoptotico
AXINA 2 (A)6*2, (G)7, (C)6 Sefializacion Wnt
BAX (G8) Factor pro-apoptético
BCL10 (A)8 Factor pro-apoptético
BLM (A)9 Respuesta al dafio en ADN
Caspasa-5 (A)10 Factor pro-apoptético
CDX-2 (G)7 Factor transcripcional Homeobox
CHK1 (A)9 Respuesta al dafio en ADN
FAS (M7 Factor pro-apoptético
GRB14 (A)9 Proteina de unién a factor de crecimiento
HG4-1 (A)8 Ciclo celular
IGFIIR (G)8 Receptor de factor de crecimiento
KIAA0977 (M9 Homélogo de ratén cordon bleu
MBDA4 (A)10 Proteina de unién a ADN glicosilasa y metil CpG
MLH3 (A)9 MMR
MSH3 (A)8 MMR
MSH6 (C)8 MMR
NADH-UOB (M9 NADH ubiquinona oxidoreductasa
OGT (M10 GIlcNACc transferasa
PTEN (A)6*2 Ciclo celular
RAD50 (A)9 Respuesta a dafio en ADN
RHAMM (A)9 Motilidad celular
RIZ (A)8, (A)9 Ciclo celular y proteina apoptdtica
SEC63 (A)10, (A)9 Proteina de membrana de RE
SLC23Al (©)9 Transportador nucleobase
TCF4 (A)9 Factor de transcripcion (via Wnt)
TGFBR2 (A)10 Inhibidor del crecimiento celular
WISP3 (A)9 Factor de transcripcion (via Wnt)

* indica la existencia de dos repeticiones del nucleétido sefialado. Tabla adaptada de Duval & Hamelin,
Annales Génetique, 2002; 45:71-75
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5.4. Deteccion de la Inestabilidad de Microsatélites.

Aproximadamente, el 15% de todos los CRCs presentan MSI. En la clinica, la importancia de la
deteccion del fenotipo MSI radica en tres hechos fundamentales: primero, contribuye a la
identificacion de pacientes con sindrome de Lynch; segundo, los tumores con MSI tienen mejor
pronostico que los tumores estables. La supervivencia es significativamente mejor en pacientes jovenes
con MSI, y esta mejora de la supervivencia se encuentra en todos los estadios de la enfermedad (Gryfe
et al., 2000). Y tercero, los CRCs con MSI no tienen la misma respuesta a la administracion de

quimioterapia que los tumores MSS.

La estrategia mas extendida para la deteccion del fenotipo MSI es la amplificacion, mediante
PCR, de marcadores de microsatélites, partiendo del ADN extraido del tejido tumoral, asi como
también del tejido normal (Figura 5). Los fragmentos amplificados se separan por electroforesis y se
compara si existe diferencia entre el tamafio del fragmento derivado del tumor y el que se obtiene del
ADN normal o control. Si se observa una variacion entre el tamafio de ambos fragmentos, se confirma
la presencia de inestabilidad para el marcador empleado (Figura 5). Inicialmente, en el estudio de MSI
se podrian utilizar muchos y muy variables loci de microsatélites especificos. Sin embargo, con el
objetivo de proporcionar uniformidad en esta area y facilitar, asi, la comparacion entre estudios, el
“workshop” del National Cancer Institute, celebrado en 1997, recomend6 un panel de referencia de
cinco marcadores de microsatélites (marcadores de Bethesda) compuestos por dos repeticiones de
mononucledtidos (BAT26 y BAT25) y tres repeticiones de dinucledtidos (D5S346, D2S123, D17S5250)
(Boland et al., 1998) (Tabla 5). Empleando este panel de trabajo, los tumores que presentan
inestabilidad en dos 0 mas marcadores se definen con el término alta frecuencia de inestabilidad (MSI-
H), mientras que los que muestran inestabilidad en un marcador se clasifican como MSI-Low, o baja
frecuencia de inestabilidad (MSI-L) (Tabla 6). Aquellos tumores que no presentan inestabilidad en
ninguno de los marcadores del panel se incluyen en el grupo de los tumores estables (MSS) (Tabla 6).
Si se utilizan méas de cinco marcadores, empleando loci de microsatélites alternativos (Tabla 7), se
procede al uso de porcentajes. Asi, el grupo MSI-H se define cuando existe inestabilidad en >30-40%
de los marcadores utilizados, mientras que los tumores se clasifican como MSI-L cuando exhiben MSI

en <30-40% de los marcadores (Tabla 6).
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Figura 5. Andlisis de MSI en un carcinoma colorrectal de nuestro estudio empleando marcadores
de microsatélites consensuados por el “workshop” del National Cancer Institute. El estudio se realiz6
utilizando ADN extraido del tejido tumoral, y comparando los resultados con los obtenidos a partir del ADN
normal de sangre periférica. Este tumor mostraba una alteracion en la longitud de la secuencia (delecién) en los
cinco marcadores analizados con respecto al tejido normal, de ahi que fue catalogado como CRC con alto grado
de inestabilidad de microsatélites (MSI-H).

Tabla 5. Panel de referencia de marcadores usados en la deteccién de MSI en el cancer
colorrectal

Marcador Gen Repeticion de MS Localizacion  Localizacién de la
cromosémica repeticion MS
D2S123 Ligado a MSH2 CA (n) 2pl6
D5S346 Ligado a APC CA (n) 5022-23
D17S250 Ligado a p53 CA (n) 17912
BAT-25 ckit A (25) 4q12 Intrén 16
BAT-26 MSH2 A (26) 2p21 Intrén 5

MS: microsatélite
Tabla adaptada de Boland et al., Gastroenterology, 2010; 138(6): 2073-87

Tabla 6. Criterios internacionales para la evaluacion de MSI en el CRC

5 loci analizados > 5 loci analizados Interpretacion
>2 > 30-40% MSI-H
N° marcadores que 1 <30-40% MSI-L
presentan inestabilidad
0 0 MSS o MSI-L

Tabla adaptada de Boland et al., Cancer Res, 1998; 58:5248-57.
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Tabla 7. Loci alternativos al panel de referencia de cinco marcadores para
la evaluacion de MSI en el CRC.

Loci alternativos

BAT40 D18S55 D3S1029 D5S107
BAT34C4 D18S58 D10S197 D8S87
TGEBRII D18S61 D13S175 D18S69
ACTC (635/636) D18S64 D17S588 D13S153
D17S787
D7S159
D20S100

Tabla adaptada de Boland et al., Cancer Res, 1998; 58:5248-57.

En general, se recomienda la evaluacion de marcadores alternativos, adicionales al panel de
referencia, para distinguir entre tumores MSI-L y tumores MSS (Boland et al., 1998) (Tabla 7).
Aungue, inicialmente, se definen tres fenotipos tumorales en funcion de la presencia y el grado de MSI
(MSI-H, MSI-L y MSS), existe mucha controversia acerca de si los tumores MSI-L constituyen un
grupo claramente definido. Hay autores que defienden que los tumores MSI-L no se distinguen de los
tumores MSS, y que por lo tanto deben combinarse en un solo grupo. Argumentan que el panel de
referencia de cinco microsatélites (Tabla 5) contiene un nimero insuficiente de marcadores para
concluir con certeza que un tumor, aparentemente MSS, no pudiese demostrar MSI si se empleara un
panel extendido de microsatélites. Es decir, si se utilizara un namero suficiente de marcadores, seria
posible que todos los CRCs exhibieran MSI-L (Boland et al., 1998). Ademas, si bien existen
diferencias entre los tumores MSI-H y los MSI-L/MSS, no parece haberlas entre el grupo MSI-L y
MSS en lo que respecta a pardmetros clinicos y patolégicos, como la localizacién tumoral, estadio,
sexo, ploidia, y resultado en la clinica (Cawkwell et al., 1995; Dietmaier et al., 1997; Krishna et al.,
1997; Lolhe et al., 1993; Risio et al., 1996; Rischoff et al., 1997; Samowitz et al., 1995; Thibodeau et
al., 1994).

Sin embargo, se han encontrado evidencias que sugieren que los tumores MSI-L forman una
Unica entidad. MSI-L se asocia con la pérdida de expresion de la proteina O(6) metilguanina-DNA
metiltransferasa (MGMT), que actla reparando los residuos de guanina que aparecen metilados de
forma inapropiada en el ADN. Se ha sugerido que los mecanismos implicados en el desarrollo de MSI-
L son la pérdida de MGMT, y la metilacién parcial y pérdida de expresion del gen MLH1
(Tuppurainen et al., 2005; Whitehall et al., 2001). Parece, ademas, que el fenotipo MSI-L se
correlaciona positivamente con mutaciones en KRAS y fenotipo CIMP-L (CIMP-Low) (Ogino et al.,
2007). Se ha comprobado, también, que los tumores MSI-L muestran inestabilidad en la region de
repeticion de trinucleétidos de RAS-induced senescence 1 (RIS-1) (Iglesias et al., 2006). Parece que el
fenotipo MSI-L es un factor prondstico independiente y adverso en estadio 111 de CRCs, sobre todo

cuando estd asociado a la mutacion de RIS-1 (Kohonen-Corish et al., 2005). Por Gltimo, Mori et al
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validaron la existencia de tumores MSI-L como una categoria molecular distinta en funcion de perfiles
de expresion génica (Mori et al., 2003).

Existen estrategias alternativas que permiten detectar tumores con defectos en la actividad del
sistema MMR, muy Util en el diagnostico de pacientes con sindrome de Lynch, como hemos visto con
anterioridad. Préacticamente, todos los tumores MSI-H muestran una pérdida de expresion de las
proteinas MLH1 y MSH2, de manera que la utilizacion de anticuerpos monoclonales frente a estas
proteinas del sistema MMR puede resultar Gtil en la identificacion de tumores con fenotipo MSI-H
(Dietmaier et al., 1997; Thibodeau et al., 1998).

5.5. Respuesta al Tratamiento del CRC con Fenotipo MSI-H.

Se sabe desde hace tiempo que el sistema MMR esta implicado en sefializar una respuesta de
muerte celular tras un dafio suficientemente tdxico en el ADN, y que las células deficientes en este
sistema MMR son relativamente tolerantes al dafio en ADN (Branch et al., 1993; Kat et al., 1993).
Consecuentemente, también se ha encontrado que esto sucede en células de CRC, y que la
recuperacién del sistema MMR restauraria la sensibilidad de varios componentes que dafian el ADN
(Carethers et al., 1996; Hawn et al., 1995), incluyendo agentes quimioterapéuticos como el
fluorouracilo (FU) (Aebi et al., 1996). Por lo tanto, en un principio se predijo que los pacientes con
CRC que presentaban fenotipo MSI, serian relativamente resistentes a los beneficios de las terapias
basadas en FU.

Sin embargo, hasta la fecha, los estudios clinicos realizados acerca del valor predictivo de la
MSI en el uso de la quimioterapia con FU, para mejorar la supervivencia de pacientes con CRC, sélo
han dado resultados contradictorios. El primer estudio afirmé que los tumores con MSI respondian
mejor a la quimioterapia adyuvante que los tumores sin MSI (Elsaleh et al., 2000). Desde entonces, los
trabajos subsiguientes han encontrado resultados totalmente opuestos, incluso Ribic et al. sugirieron un
peor pronostico de los pacientes con CRC que mostraban el fenotipo MSI tras el tratamiento con FU
(Ribic et al., 2003). Basados en este hallazgo, varios autores propusieron que no era recomendable el
uso de la quimioterapia adyuvante en pacientes con este tipo de CRC (Boland, 2007; Sinicrope &
Sargent, 2009). Una posible explicacién a la enorme discrepancia generada por los resultados de los
distintos trabajos, es la heterogeneidad de CIN y CIMP presentes en los CRC con fenotipo MSI, que
podrian influenciar y ser mas importantes en la respuesta a drogas citotéxicas, que la propia deficiencia
en el sistema MMR (laccopetta et al., 2010). En funcidn de esto, seria necesario realizar mas trabajos
que determinen si los subgrupos CIN y CIMP responden diferencialmente a la quimioterapia
adyuvante. Por el contrario, también se ha propuesto que el mal resultado observado en la respuesta a

los regimenes terapéuticos, es debido a sus efectos inmunosupresores, que perjudicarian la inmunidad

45



Introduccién

anti-tumoral observada en pacientes con MSI (Boland & Goel, 2010). De esta forma, la administracion
de drogas sin demasiada inmunotoxicidad seria beneficiosa para pacientes con CRC con fenotipo MSI.

6. El Sistema Inmunitario en el Microambiente Tumoral: Respuesta Inflamatoria
e Inmuno-edicion.

Se ha documentado bastante bien que los tumores humanos estan, generalmente, infiltrados por
células inflamatorias (Balkwill and Mantovani, 2001; Mihm et al., 1996; Whiteside, 1993). Aunque
estos infiltrados de células del sistema inmunitario pueden variar en tamafio y composicién de un
tumor a otro, su presencia se considera un intento del hospedador por detectar células tumorales
emergentes y destruirlas, interfiriendo con la progresion tumoral (Zitvogel et al., 2006). El concepto de
que el sistema inmunitario ejerce cierto control sobre las células cancerosas ya fue concebido en 1909
por Paul Erlich (Ehrlich, 1909), y posteriormente fue formulado como la teoria de la inmuno-vigilancia
del cancer (“immunosurveillance”) por Burnet y Thomas al final de la década de los 50 (Burnet, 1957;
Thomas, 1959). Ambos autores propusieron que el sistema inmunitario era capaz de reconocer y
eliminar células cancerosas y pre-cancerosas gque surgian en el hospedador, antes de que pudiesen
desarrollarse hasta tumores detectables y causar dafio. Sin embargo, la idea de la inmuno-vigilancia del
cancer no fue realmente aceptada hasta la década de los 90, cuando modelos experimentales animales,
empleando ratones ‘“knock-out” validaron la existencia de una inmuno-vigilancia tanto en tumores
espontaneos, como en los inducidos quimicamente (Dighe et al, 1994; Kaplan et al., 1998). En
humanos es dificil examinar la existencia de una inmuno-vigilancia natural, pero existen datos clinicos
y ensayos sofisticados que evidencian indirectamente la importancia del sistema inmunitario en la
prevencion del cancer (Kim R et al., 2007). Por ejemplo, numerosos trabajos han relacionado la
presencia de infiltrados linfocitarios en tumores humanos con un mejor prondstico o supervivencia de
los pacientes (Baxevanis et al., 1994; Kornstein et al., 1983; Naito et al., 1998; Pages et al., 2005).
Datos mas recientes obtenidos del analisis de marcadores inmunoldgicos, a través del uso de
“microarrays”, han sugerido que el tipo, densidad y localizacion de las células inmunolégicas en el
microambiente tumoral de CRCs tienen valor prondstico (Galon et al., 2006; Galon et al., 2007; Pagés
et al., 2005).

Las células inmunolégicas presentes en el infiltrado tumoral incluyen a aquellas que median en
la inmunidad adaptativa, como células T, células dendriticas (“dendritic cells”: DCs) y linfocitos B
ocasionales, asi como células de la inmunidad innata, tales como macrdfagos, leucocitos
polimorfonucleares y escasas células NK (Whiteside, 2007). Los linfocitos que infiltran el tumor
(“Tumor-Infiltrating Lymphocytes™: TILs), son fundamentalmente células T (CD4" ¢ linfocitos T

“helper” y CD8" o linfocitos T citotéxicos (“Cytotoxic T Lymphocytes”: CTLs), conformando con
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frecuencia el principal componente del infiltrado inflamatorio (Whiteside, 2007). Los linfocitos T
CD4" que desencadenan una respuesta Thi, facilitan la destruccion tisular y el rechazo tumoral
proporcionando ayuda a los linfocitos T CD8", que desempefian funciones citotoxicas, lisando a las
células cancerosas. Se considera que ambas subpoblaciones linfocitarias son parte esencial de la
respuesta inmunoldgica responsable de la inhibicion del crecimiento y desarrollo tumoral. Por esta
razon, muchas estrategias de inmunoterapia pretenden activar estas células para conseguir la
destruccion de las células tumorales, y una memoria inmunoldgica a largo plazo que evite la
recurrencia de la enfermedad primaria y el desarrollo de metéastasis.

Sin embargo, a pesar de ello, existen publicaciones que muestran una falta de correlacion
significativa entre la intensidad del infiltrado linfocitario y una mejora del prondstico, o han asociado
la infiltracion por células inmunoldgicas en el tumor con un peor pronostico (Nakano et al., 2001; Sheu
et al., 1999; Stewart & Tsai, 1993). Numerosas evidencias indican que la respuesta inflamatoria,
desencadenada en el microambiente tumoral, en principio como una respuesta del hospedador frente al
tumor con el objetivo de destruirlo, juega un papel critico en el inicio, desarrollo, crecimiento y
metastasis del cancer. La inflamacion crénica se convierte, pues, en un proceso clave que polariza la
inmunidad hacia un fenotipo que promueve el desarrollo del tumor (Karin & Greten, 2005). Las células
cancerosas consiguen beneficiarse de las células inmunolégicas infiltrantes, modificando su
comportamiento para crear un microambiente que favorezca la progresion tumoral. Conforme el tumor
se desarrolla, la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias por parte de los leucocitos presentes en el
infiltrado, induce a las células tumorales y estromales a producir una variedad de mediadores solubles
que re-programan funciones como la proliferacion y diferenciacion celular, la remodelacién de la
matriz extracelular, la angiogénesis y la migracion/reclutamiento de células para beneficiar el

crecimiento y supervivencia del cancer (Whiteside, 2008).

Entonces, la células inflamatorias presentes en el infiltrado tumoral, bien pueden promover el
desarrollo del cancer o bien pueden interferir activamente en su progresion. Hoy en dia esta bastante
claro gque termina predominando la primera condicién, no sélo porque el tumor consigue usurpar un
proceso normal de inflamacion para facilitar su propio crecimiento y progresién (Bui & Schreiber,
2007; Dunn et al., 2006; Stewart et al., 2007), sino porque también establece mecanismos para escapar
de la accidn del sistema inmunolégico. Sabemos que el sistema inmunitario, a través de la interaccién
con el tumor y como consecuencia de la intensa inmuno-vigilancia, esculpe el fenotipo del cancer
(“immunosculpting”) y favorece la inmuno-seleccion de variantes tumorales menos inmunogénicas,
que finalmente facilitan el sobrecrecimiento tumoral (Figura 6). Este complejo papel que desempefia el
sistema inmunitario en el cancer, por un lado protegiendo y por otro ayudando al crecimiento y
progresion del tumor, ha llevado a introducir un nuevo término que refina la teoria de la inmuno-
vigilancia: la inmuno-edicion del cancer (“immunoediting”) (Dunn et al., 2002) (Figura 6). El proceso

de inmuno-edicion conduce desde la inmuno-vigilancia hasta el inmuno-escape, pasando por tres fases:
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eliminacion, equilibrio y escape (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004). Durante la fase de eliminacion
se produce la inmuno-vigilancia, donde células de la inmunidad innata, mediadores de la inflamacion y
células T efectoras CD4" y CD8", consiguen suprimir el crecimiento del tumor en las etapas mas
tempranas (Figura 6). En el proceso de equilibrio, el sistema inmunitario del huésped y las células
tumorales que han sobrevivido a la fase de eliminacion, entran en un equilibrio dindmico. La presion
ejercida por la inmuno-vigilancia es suficiente para controlar la progresion tumoral, pero no elimina
por completo a estas células malignas. Durante este periodo de equilibrio, aparecen células tumorales
con alteraciones o cambios en su fenotipo. Finalmente, el proceso resulta en la seleccion de variantes
tumorales que son capaces de resistir, evitar o suprimir la respuesta inmune anti-tumoral (Figura 6).
Esta fase de equilibrio es la mas larga, pudiendo prolongarse durante varios afios (Teng et al., 2008).
Durante la fase de escape, las variantes tumorales que han sobrevivido, comienzan a expandirse de
forma incontrolada (Figura 6). El sistema inmunitario ya no es capaz de contener el tumor, que
contintia creciendo progresivamente, lo que se traduce, desde el punto de vista clinico, en el desarrollo

maligno de la enfermedad.

Inmuno-edicion del Cancer

Eliminacion Equilibrio Escape
Normal (Inmuno-vigilanda del Cancer)  (Persistenciadel Cancer) (Progresion del Cancer)
~
@, . D
74
£ o
-
Carcinogenos B
Inflamacion cronica Repar acion,
Mutaciones génicas scaescencia
heredadas V/0 apoptosis:
Radiacion Supresion
Infeccion Viral intrinseca del
e Inestabilidad genética
R - selaccio
Pérdida de polaridad y/o mmuno-seleccion
Pérdida de contacto con
la matriz extracelular

Transformado

MICA/B.ULBP Antigeno RAE1, H60
(humano) tumoral (raton)

Peligro Protaccion Inflamacion crénica

(cido 1rico, productos de matriz (supresion tumoral extrinseca)
extracelular)
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M1 M2 1% NKT NK CDS§+ CD4+ Tumoral la destruccion mediada por el
sistema mmunologico

Figura 6. Fases de la inmuno-edicion en el cancer. Las células transformadas experimentan
mecanismos de supresion tumoral extrinsecos que detectan y eliminan los tumores en desarrollo, antes de que
sean clinicamente aparentes. Esto se conoce como la fase de eliminacidn de un proceso més complejo llamado
inmuno-edicién. La inmuno-edicion del cancer supone que el sistema inmunitario, por un lado, protege al

48



Introduccién

hospedador del desarrollo del tumor y, por otro, promueve el crecimiento tumoral. Este proceso de inmuno-
edicion estd compuesto por tres fases: eliminacion o inmuno-vigilancia del cancer; equilibrio, una fase donde las
células tumorales y la inmunidad entran en un equilibrio dindmico que controla la expansidn del tumor; y escape,
donde surgen variantes tumorales menos inmunogénicas, 0 que desarrollan posibles mecanismos
inmunosupresores para atenuar la respuesta inmunolégica, conduciendo al sobre-crecimiento del tumor. Estas
fases han sido conocidas como las tres Es de la inmuno-edicion. DR5, death receptor 5; IDO, indolamina 2,3-
dioxigenasa; MICA/B, MHC class | chain-related antigens A and B; RAEL, retinoic acid early transcript 1;
sMICA/B, MICA/B soluble; ULBP, UL16-binding protein. Figura adaptada de Swann & Smith, J Clin Invest,
2007; 117:1137-46.

7. Estrategias de Escape Tumoral

Numerosos trabajos se han centrado en analizar la compleja interaccion entre el tumor y el
sistema inmunitario, asi como la heterogeneidad de mecanismos que favorecen el escape tumoral,
contribuyendo al disefio de estrategias que mejoran la inmunoterapia en el cancer. Los mecanismos de
escape tumoral implican a numerosos elementos presentes en el microambiente del tumor: factores
derivados del propio tumor (“Tumor-Derived Factors”: TDFs) con multiples consecuencias
funcionales; células de la inmunidad innata y adaptativa, que contribuyen a crear una red
inmunosupresora 0 de tolerancia periférica a través de sus productos solubles o moléculas de
membrana; y moléculas de superficie celular que median la interaccion linfocito T-célula tumoral, y
gue experimentan una alteracion en su expresion, destinada a conseguir la tolerancia frente a los

antigenos tumorales o la supresion funcional de los linfocitos efectores (Stewart & Abrams, 2008).

7.1. Factores Derivados del Tumor (“Tumor-derived factors”, TDFs)

Se han caracterizado numerosos factores derivados del tumor (TDFs) con propiedades anti-
apoptoéticas, inmunosupresoras 0 de promocion de la angiogénesis. Entre ellos, destacan el factor de
crecimiento transformante B (“Transforming growth factor-5: TGF-B), el factor vascular endotelial
(“vascular endothelial factor”: VEGF), la IL-10 o prostaglandinas (PGE,) (Figura 7). Aungue tienen
diferentes consecuencias multi-funcionales, pueden actuar directamente sobre los linfocitos (TGF-B,
IL-10), o de forma indirecta (VEGF, PGE,), a través de poblaciones de células presentadoras de
antigenos del hospedador (“Antigen Presenting Cells”: APCs), como células dendriticas (“Dendritic
Cells”: DCs) o monocitos/macrofagos, para hacerlas no-estimuladoras o tolerogénicas en la induccion
de una respuesta inmunitaria adecuada por parte del hospedador (Stewart & Abrams, 2008). La
produccion de estos factores se caracteriza por la activacién comdn del factor de transcripcion STAT3,
gue ademas conduce a la inhibicion de reacciones pro-inflamatorias (Wang T et al., 2004; Yu et al.,
2007) (Figura 7). Una de las consecuencias de la liberacion de estos factores dependientes de STAT-3,

es que se altera la maduracion y diferenciacion de células dendriticas, obteniéndose una poblacion de
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células inmaduras (iDCs) incapaz de desarrollar su funcion en la inmunidad anti-tumoral (Zou, 2005).
También se ha descrito que los TDFs pueden incrementar la expresion de activadores de la
angiogénesis, como metaloproteinasas de matriz (MMP2 y MMP9) (Vakkila & Lotze, 2004), asi como
también genes anti-apoptéticos que codifican c-FLIP, Bcl-x. y Mcl-1 (Espana et al., 2004; Jung et al.,
2004) (Figura 7). La resistencia a la apoptosis junto al incremento de la angiogénesis, son procesos
claves que favorecen la progresion y escape tumoral.

Entre estos TDFs, el TGF-p juega un papel destacado en el escape tumoral, afectando directa o
indirectamente, elementos inmunoldgicos y estromales. Promueve la diferenciacion de fibroblastos y
macrofagos asociados al tumor (“Tumor-Associated Macrophages”: TAMs) (Pollard, 2004), que a su
vez secretan factores angiogénicos, como VEGF (Kim R et al., 2004). Suprime la diferenciacion,
proliferacién y funcion efectora de las células T (Thomas & Massague, 2005); favorece la
supervivencia, proliferacion y resistencia a la apoptosis de las células tumorales (Reckamp et al.,
2006); y estimula la produccion de IL-4 e IL-10 por las células estromales, inclinando la inmunidad
hacia una respuesta tipo Th2 inapropiada, que es incapaz de sostener una inmunidad celular efectiva
(Stewart & Ambrams, 2008) (Figura 7).

Ademas de estos factores cominmente conocidos, en los Gltimos afios ha adquirido especial
relevancia una proteina miembro de la familia de las lectinas, la galectina-3 (gal-3), que parece
desempefiar funciones reguladoras de la progresion tumoral. La gal-3 es una lectina que une
carbohidratos (B-galactdsidos), y que se expresa de manera ubicua en tejidos epiteliales y en células del
sistema inmunitario (Dumic et al., 2006). Ademas, se ha detectado también su expresion en una gran
variedad de tumores humanos (Califice et al., 2004). Aunque es una proteina citosélica, puede
atravesar las membranas intracelulares y plasmatica, translocandose hasta el nicleo o la mitocondria, o
siendo secretada al exterior (Davidson et al., 2002; Davidson et al., 2006; Li et al., 2006). En tumores,
la intensidad y localizacion de la expresion depende de la progresion tumoral, invasividad y potencial
metastasico. En el cadncer de mama, la expresion de galectina-3 se ha detectado en la membrana
perinuclear (Yu et al., 2002), mientras que en etapas avanzadas del cancer colorrectal (Sanjuan et al.,
1997) y también en el cancer de prostata (Califice et al., 2004), se ha encontrado una expresion
citoplasmatica de la lectina. La gal-3 desempefia una plétora de funciones intracelulares y
extracelulares, gracias a que su dominio de unién a carbohidratos le permite interaccionar con
multiples ligandos. La actividad intracelular de esta lectina en las células tumorales, se ha relacionado
con funciones anti-apoptoticas, o de incremento de la proliferacion celular y crecimiento tumoral
(Califice et al., 2004). También se ha implicado en distintas funciones extracelulares que favorecen la
progresion del tumor, como adhesion celular, migracion, angiogénesis, invasion (Nangia-Makker et al.,

2008) o induccién de la apoptosis en células T efectoras (Peng.et al., 2008).
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Figura 7. Mecanismos de escape tumoral dependientes de los efectos inducidos por
factores derivados del tumor (TDFs) y de poblaciones de células del sistema inmunitario con
funciones inmunosupresoras. Los TDFs pueden favorecer el escape tumoral, suprimir la inmunidad innata y
adaptativa, y facilitar la progresion tumoral. Entre los TDFs mas importantes destacan el factor de crecimiento
vascular endotelial (“vascular endothelial growth factor”: VEGF), interleuquina-10 (IL-10), especies reactivas
del oxigeno (ROS), indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), prostaglandinas (por ejemplo, PGE,) y factor de
crecimiento transformante—f (“transforming growth factor”: TGF-B). Ademas, poblaciones de células mieloides
y linfoides, presentes en el infiltrado inflamatorio, son estimuladas para contribuir en la creacion de una red
inmunosupresora o tolerogénica que compromete la efectividad de la respuesta inmune innata y adaptativa. Estas
poblaciones celulares incluyen a macrofagos asociados al tumor (“tumour-associated macrophages”: TAMs),
células T reguladoras (Tregs), células “Natural Killer” T (NKTS), células dendriticas inmaduras (iDCs), células
dendriticas plasmocitoides productoras de IDO (pDC) y células supresoras de origen mieloide (“myeloid-derived
suppressor cells”: MDSCs). Imagen adaptada de Stewart y Abrams, Oncogene, 2008; 27: 5894-5903

7.2. Defectos en la Presentacion de Antigenos Tumorales: Alteraciones en las Moléculas
HLA de Clase I.

Las moléculas HLA (“Human Leukocyte Antigen”) de clase | juegan un papel crucial en la
interaccion entre las células tumorales y el sistema inmunitario. Unen péptidos antigénicos derivados
de proteinas endogenas tumorales (“Tumor-Associated Antigens”: TAAs) y los presentan a linfocitos T
CD8" o citotoxicos (“Cytotoxic T Lymphocytes”: CTLs), para ser reconocidos por sus receptores de
membrana (“T Cell Receptors”: TCRs) (Romero et al., 2002). El reconocimiento de estos péptidos por

los CTLs desencadena una serie de eventos que pueden terminar en la lisis de la célula tumoral.
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También estan implicadas en la interaccion de las células malignas con las células NK. En concreto,
estos linfocitos “Natural Killer” lisan células tumorales que no expresan uno o mas alelos HLA de

clase | (Moretta et al., 2002).

Los antigenos HLA de clase | son glicoproteinas de superficie celular constituidas por una
cadena pesada polimoérfica de 45KDa, y una cadena ligera no polimoérfica de 12 KDa, llamada -
microglobulina (B,m). Las cadenas pesadas estan codificadas por genes del sistema principal de
histocompatibilidad (“Major Histocompatibility Complex”: MHC), localizados en el cromosoma 6,
mientras que el gen que codifica la cadena B,m se sitda en el cromosoma 15 (Bjorkman & Parham,
1990; Shawar et al., 1994). El ensamblaje correcto del complejo cadena pesada-B,m-péptido y su
transporte hasta la superficie celular, sigue un proceso dependiente de la maquinaria de procesamiento
antigénico (“Antigenic Processing Machinery”: APM), que incluye las subunidades del proteosoma
LMP2 y LMP7, los transportadores peptidicos TAP1 y TAP2, y un nimero de chaperonas residentes
en el reticulo endoplasmatico como calnexina, calreticulina, ERp57 y tapasina (Cresswell et al., 1999).
Cualquier defecto en el proceso de ensamblaje conducira a una expresion anémala de antigenos de

clase I.

Desde hace tiempo se conoce que la transformacion maligna de las células se asocia a una
alteracién en la expresiéon y/o funcion de las moléculas HLA de clase I, y que estas anomalias
proporcionan vias para escapar del reconocimiento por parte del sistema inmunologico. El estudio de la
expresion HLA-I se ha realizado en una gran cantidad y variedad de tumores eliminados
quirdrgicamente, mediante técnicas de inmunohistoquimica y el empleo de anticuerpos monoclonales
especificos frente a determinantes HLA de calse I. Estos andlisis han permitido identificar en las
lesiones malignas varios fenotipos de la expresién alterada de HLA-I. Estos fenotipos incluyen: (1)
Pérdida total de la expresion HLA case I; (1) Pérdida selectiva de un haplotipo HLA; (I1l) Baja
regulacion selectiva de los productos génicos de los locus HLA-A, -B o -C; (1V) Pérdida selectiva de un
alelo HLA de clase I; (V) Fenotipos complejos que representan una combinacion de los fenotipos I-1V;
o (VI) Incapacidad de incrementar la expresion de HLA de clase | debido a un blogueo en la via de
sefalizacion del IFN (Garrido et al., 1997; Garrido & Algarra, 2001). Los tumores mas estudiados a lo
largo de los afios han sido carcinomas de mama, pulmdén, colon, rifién, cérvix y préstata y melanomas
cutaneos. Las frecuencias de pérdida total o baja regulacién de antigenos HLA de clase | en lesiones
primarias, van desde un 16% en melanomas a un 50% en el cancer de préstata. En el cancer de colon,
los datos de pérdida total son de un 27%. Las pérdidas de locus o alélicas tienen frecuencias desde un
4% en el cancer de pulmdn, hasta un 35% en melanomas, mientras que en el carcinoma de colon son
de un 16% (Ferrone & Marincola, 1995; Garrido et al., 1997; Marincola et al., 2000).
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7.2.1. Mecanismos Moleculares implicados en la Generacion de Fenotipos HLA Clase |
Alterados.
Los mecanismos moleculares responsables de las anomalias en la expresion de moléculas HLA
de clase | en las células tumorales, bien pueden afectar directamente a las cadenas pesadas o a la
cadena B,m, o bien a los componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico (APM).

7.2.1.1. Pérdida Total de Antigenos HLA de Clase |

El defecto molecular mas frecuente causante de la pérdida total de moléculas HLA de clase |
en las células cancerosas, es la presencia de alteraciones en el gen que codifica la Bom y que resultan
en la falta de expresion de una cadena funcional (Seliger et al., 2002). Con frecuencia, la inactivacion
bialélica del gen B2m es el resultado de una mutacién en una copia del gen, en combinacién con la
pérdida de la otra copia en un proceso de pérdida de heterocigosidad (“Loss of Heterozygosity”: LOH)
(Benitez et al., 1998; Paschen et al., 2003). Se han identificado mutaciones en el gen B2m, que abarcan
desde grandes deleciones, hasta inserciones o deleciones de nucleétidos simples, asi como también
sustituciones de nucle6tidos con diferentes consecuencias funcionales. El resultado es que se afecta la
expresion de la cadena B,m, porque se inhibe la transcripcion del gen, o en la mayoria de los casos,
porque se impide la traduccion del ARNm, o por la sintesis de una proteina no-funcional (Bernal et al.,
2012). Las mutaciones en el gen B2m que conducen a una pérdida total de moléculas HLA de clase I,
se han descrito principalmente en el cancer de colon y en lineas celulares de melanoma (Bicknell et al.,
1994; Hicklin et al., 1997; Pérez et al., 1999). Sin embargo, hay que destacar una alta frecuencia de
mutaciones de pauta de lectura en secuencias de mononucleétidos, fuertemente asociada al fenotipo
MSI en el cancer colorrectal (Bicknell et al., 1996; Cabrera et al., 2003; Kloor et al., 2005). Esto es
debido a que la gran presion inmunoldgica ejercida por la alta infiltracion de CTLs en el
microambiente de tumores con MSI-H, favorece la seleccion de variantes tumorales con mutaciones
somaticas en secuencias de microsatélites del gen B2m, como consecuencia de un sistema MMR
defectuoso. La ausencia de una proteina p,m funcional, impide el reconocimiento antigénico mediado

por moléculas HLA de clase | y favorece el escape tumoral de la accion inmunolégica.

7.2.1.2. Baja Regulacion de Moléculas HLA de Clase |

La baja regulacion total de moléculas HLA de clase | se debe fundamentalmente a una baja
expresion o a una pérdida de los componentes de la APM (Seliger et al., 2000), aungque tampoco debe
descartarse gue sea consecuencia de un mecanismo epigenético que suprima la transcripcién de genes
que codifican la cadena pesada de HLA | (Coral et al., 1999; Nie et al., 2001). Entre los componentes
de la APM, TAP1 es el que se ha investigado de forma mas exhaustiva. La baja expresion o pérdida del
gen TAP1 se ha descrito en carcinomas de mama, pulmén, colon, rifién, cérvix y préstata y en
melanomas cutaneos, con una frecuencia de mutacion entre 10-84% (Seliger et al., 2000; Seliger et al.,

2003). También se ha descrito una baja regulacién de los genes TAP2 y LMP7, contribuyendo junto a
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la LOH, a la pérdida de HLA de clase | en CRCs con estabilidad de microsatélites (Cabrera et al.,
2003). Al igual que ocurre con el gen B2m, en CRCs con MSI-H también se han identificado
mutaciones en secuencias de microsatélites situadas en regiones codificantes de genes de la APM. Se
han encontrado mutaciones en TAP1, TAP2, Tapasina, Calreticulina, Calnexina y ERp57, aunque las
frecuencias de mutacién son del 10% o incluso menores para cada gen (Kloor et al., 2005; Kloor et al.,
2007). Es probable que las mutaciones en TAP1 y TAP2, en el contexto de MSI-H, interfieran en la
presentacion antigénica mediada por HLA de clase I, ya que las proteinas transportadoras TAP1 y
TAP2 son esenciales para la presencia de un péptido cargado en el complejo HLA-I. Sin embargo, la
importancia funcional de las mutaciones en microsatélites de los genes que codifican las chaperonas

Tapasina, Calreticulina, Calnexina y ERp57, todavia no esta del todo clara.

7.2.1.3. Otros Fenotipos Alterados HLA de Clase |

Las pérdidas selectivas de alelos HLA de clase |, pueden deberse a una pérdida del gen que
codifica la cadena pesada o bien a mutaciones que inhiben la transcripcion o traduccion (Real et al.,
2001; Seliger et al., 2002; Serrano et al., 2000; Torres et al., 1996). La pérdida de un haplotipo de HLA
de clase | surge como consecuencia de defectos en la segregacion cromosémica o debido a
recombinaciones mit6ticas, que causan la pérdida del brazo corto del cromosoma 6, donde residen los
genes de cadena pesada de HLA de clase | (Browning et al., 1993; Marincola et al., 1994; Torres et al.,
1996). Y finalmente, alteraciones en la regulacion transcripcional y, concretamente en factores de
transcripcion de genes que codifican las cadenas pesadas de HLA de clase I, originan la baja
regulacion selectiva de los loci HLA-A y HLA-B (Griffioen et al., 2000; Imreh et al., 1995; Peltenburg
& Schrier, 1994; Soong & Hui, 1992)

7.3. Inmunosupresion mediada por Células de la Inmunidad Innata y Adaptativa.

En el microambiente tumoral se localizan poblaciones de células efectoras de origen mieloide
y linfoide que, inducidas por el efecto de los factores derivados del tumor, contribuyen a potenciar una
red inmunosupresora que compromete la efectividad de la inmunidad innata o adaptativa, favoreciendo
el escape tumoral. Estas poblaciones celulares inmunosupresoras incluyen a macréfagos, DCs
inmadura, DCs secretoras de la enzima inhibidora IDO (indolamina dioxigenasa), células supresoras de
origen mieloide (MDSCs), linfocitos T CD4"CD25Foxp3™ (células T reguladoras), o células NKT
(Figura 7).

7.3.1. Macrofagos asociados al tumor (Tumor-associated macrophages”, TAMS)

Los macréfagos son una parte esencial de la respuesta inmunoldgica innata, aunque
desempefian funciones importantes en todas las facetas de la inmunidad. Desde hace tiempo, se sabe
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que los tumores sélidos estan fuertemente infiltrados por macréfagos (Bingle et al., 2002; Mantovani et
al., 2002), y se considera que tanto el reclutamiento como la activacion de estos TAMs son
fundamentales en la progresién tumoral. Existen estudios que han recogido una correlacion positiva
entre una alta densidad de TAMSs y un mal prondstico en tumores humanos, incluyendo mama, prostata
y vejiga (Lewis & Pollard, 2006). Estas células derivan de monocitos circulantes que infiltran el tumor
y se diferencian a macréfagos, dando lugar a una respuesta inflamatoria en el sitio tumoral (Balkwill &
Mantovani, 2001; Mantovani et al., 1986). Constituyen una poblacién muy heterogénea de células que,
dependiendo de su fenotipo, pueden contribuir a la destruccion tumoral o facilitar el crecimiento del
tumor y el desarrollo de metéstasis. Se distinguen dos subpoblaciones de macréfagos funcionalmente
diferentes, que son el resultado de un proceso de polarizacion dependiente de los factores que estan
presentes en el microambiente tumoral (citoquinas, disponibilidad de oxigeno...) y del estado de
progresion del tumor (Gordon & Taylor, 2005; Mantovani et al., 2002).

Los Macrdéfagos tipo 1 (M1) infiltran en estadios tempranos del desarrollo tumoral y son
activados “clasicamente” en respuesta a mediadores inflamatorios (IFNy) o productos bacterianos
como los polisacaridos (LPS) (Figura 8). Producen altos niveles de IL-12 e IL-23, y promueven,
consecuentemente, la activacion de una respuesta Thl. Se caracterizan también por una gran
produccién de intermediarios toxicos (Oxido nitrico: NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS).
También acttian como células presentadoras de antigeno (“Antigen presenting cell”: APC) activando a
los linfocitos T CD8". Por lo tanto, los macréfagos M1 se consideran potentes células efectoras que
matan microorganismos y células tumorales y producen grandes cantidades de citoquinas pro-
inflamatorias.
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Figura 8. Representacion esquematica de la activacion de macrofagos M1y M2 y

sus principales caracteristicas
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En contraste, en estadios mas avanzados del tumor o en regiones hipoxicas del microambiente
tumoral, los macréfagos tienden a polarizar hacia un fenotipo M2. Estos macrofagos son activados por
una via “alternativa” en respuesta a varias sefiales (IL-4, IL-13, glucocorticoides o I1L-10), y responden
liberando factores que potencian el reclutamiento y la diferenciacion Th2, promoviendo la
angiogénesis y la reparacion y remodelacion tisular, asi como la eliminacion de residuos celulares a
través de sus receptores “scavenger” (Sica et al., 2008%). Tienen poca capacidad de presentacion
antigénica y pueden, en realidad, suprimir la activacion y proliferacion de células T, a traves de la
liberacion de IL-10, TGFp, prostaglandinas y metabolitos de la enzima arginasa (ARG) (Mantovani et
al., 2002). Por tanto, las funciones de los macréfagos M2 contribuyen a la supresion de la actividad

anti-tumoral (Figura 8).

7.3.2. Células supresoras de origen mieloide (“Myeloid- derived suppressor cells”, MDSCs)

Se ha comprobado que el crecimiento tumoral va acompafiado, también, de la expansion de
una poblacion heterogénea de células de origen mieloide y estado inmaduro, con funciones
inmunosupresoras, conocidas como “Myeloid- derived suppressor cells” (MDSCs) (Figura 7). Esta
mezcla de células mieloides inmaduras presentan una morfologia de granulocitos o monocitos, pero
carecen de los marcadores expresados especificamente por monocitos, macrofagos o células
dendriticas (Youn et al., 2008). Se han estudiado de forma mas exhaustiva en modelos animales vy,
concretamente, en ratones co-expresan los marcadores de diferenciacion CD11b y Gr-1 (Kusmartsev &
Gabrilovich, 2006; Nagaraj & Gavrilovich, 2007). También se han identificado poblaciones mieloides
inhibidoras en varios tipos de tumores humanos (Almand et al., 2001; Filipazzi et al., 2007; Ochoa et
al., 2007; Schmielau & Finn, 2001; Zea et al., 2005), aunque no estan tan bien caracterizadas como las
encontradas en tumores murinos. En humanos, las MDSCs se definen cominmente como células
CD14-CD11b+, o como células que expresan el marcador mieloide CD33, pero que no presentan
marcadores maduros de células mieloides y linfoides, ni la molécula HLA-DR (Almand et al., 2001,
Ochoa et al., 2007).

La expansion y activacion de las MDSCs estan influenciadas por diferentes factores. La
expansion y el reclutamiento de estas células desde la médula 6sea, estan orquestados por el propio
tumor a través de la liberacion de TDFs (GM-CSF, VEGF, IL-10, IL-6; CSF-1, PGE,), que estimulan
la mielopoyesis e inhiben la diferenciacion de las células mieloides (Nagaraj & Gavrilovich, 2007;
Ochoa et al., 2007; Rodriguez et al., 2005; Serafini et al., 2004; Sinha et al., 2007%). En la activacion de
las MDSCs intervienen factores producidos por células T activadas y células estromales, como IFNy,
ligandos de “Toll-like receptors” (TLRs), IL-4, IL-13 0 TGFB (Gabrilovich & Nagaraj, 2009).

Estudios en modelos animales han implicado a las células CD11b+ Gr-1+ en la supresion de la
inmunidad mediada por células T CD4"y CD8", a través de diversos mecanismos: a) la promocion de

la angiogénesis tumoral a través de la produccion de metaloproteinasa 9 (MMP9), que regula la

56



Introduccién

biodisponibilidad de VEGF (Yang L et al., 2004); b) la secrecion de TGFp, que regula negativamente
la induccion de CTLs (Terabe et al., 2003); c) la produccion de enzimas inhibidoras, como la arginasa
1 (ARG1), la dxido nitrico sintasa (NOS) o la indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO). Las enzimas ARG1 y
NOS comparten el mismo sustrato, la L-arginina, que se metaboliza a urea y a 6xido nitrico,
respectivamente. La deplecion de L-arginina por la ARG1 compromete la expresion correcta de una
cadena CD3¢ y la sefializacion mediada por el TCR de los linfocitos T. La actividad de NOS origina
especies reactivas de oxigeno, incluyendo el NO, que afecta la sefializacién mediada por células T y su
activacion, asi como eventualmente su supervivencia (Bronte & Zanovello, 2005; Nagaraj &
Gavrilovich, 2007; Ochoa et al., 2007) (Figura 7). La actividad de IDO conduce al consumo L-
triptéfano y al desarrollo de funciones inmunosupresoras como la inhibicion de la capacidad de las
células T activadas de matar a las células tumorales, y la potenciacion de la actividad supresora de las
células Treg (Fallarino et al., 2006) (Figura 7). Ademas de suprimir la activacion de las células T,
también bloquea la maduracion de las células dendriticas y polariza la inmunidad hacia una respuesta
tipo Th2, a través de una gran produccion de IL-10 y de la inhibicion de citoquinas de tipo Thl, como
la IL-12 (Serafini et al., 2006; Sinha et al., 2007") (Figura 7).

En tumores humanos todavia falta por entender completamente si las MDSCs influencian la
progresion tumoral. Sin embargo, varios trabajos han confirmado que en pacientes que han recibido
terapias que modulan a estas poblaciones mieloides inhibidoras, la funcion inmunolégica ha mejorado
(Fricke et al., 2007; Mirza et al., 2006).

7.3.3. Células T reguladoras (Treg)

No todos los linfocitos T tienen una actividad anti-tumoral; una poblacién de células T CD4",
que expresan CD25 vy el factor de transcripcion Foxp3 (CD4"CD25'Foxp3*), que son productoras de
IL-10, y que se denominan células T reguladoras (Tregs), desempefian un papel en la promocion del
crecimiento y progresion tumoral, inhibiendo la respuesta inmunitaria frente al cancer (Chen et al.,
2003; Curiel et al., 2004; Wei et al., 2006) (Figura 7). Bajo condiciones fisiol6gicas normales, estas
Tregs suprimen la activacion de células efectoras que reconocen antigenos propios, limitando las
reacciones de autoinmunidad y de inflamacion (Bennett et al., 2001; Kim JM et al., 2007). Estas
células reguladoras inhiben la actividad de células T efectoras (CD4" y CD8"), y en el microambiente
tumoral pueden suprimir la inmunidad celular frente a las células cancerosas, usando distintos
mecanismos moleculares (Roncarolo et al., 2006; Bacchetta et al., 2007). Estudios en tumores murinos
indican que las Tregs inhiben la respuesta inmunoldgica frente al tumor, mientras que la deplecién de
esta subpoblacion celular promueve el rechazo de varias lineas celulares tumorales murinas incluyendo
melanoma, fibrosarcoma, mieloma y leucemia (Onizuka et al., 1999). En humanos, se ha detectado un
incremento en el numero de células Tregs en la criculacion periférica de pacientes con una gran

variedad de canceres (Ichihara et al., 2003; Liyanage et al., 2002; Ormandy et al., 2005). La
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inmunosupresién mediada por células Tregs productoras de la citoquina supresoraTGF-B, se ha
documentado en el cancer de ovarios, de pulmon o el cancer colorrectal (Somasundaram et al., 2002;
Woo et al., 2001). La induccion y diferenciacion de las células Tregs esta favorecida en el
microambiente tumoral, por la IL-10 y el TGF-f producidos por el propio tumor (Zou, 2005), o por la
accion directa de células dendriticas disfuncionales o inmaduras y MDSCs (Curiel et al., 2003;
Gabrilovich & Nagaraj, 2009). La presencia de células T reguladoras en el microambiente tumoral esta
fuertemente ligada a una llamativa reduccion de la supervivencia en pacientes con cancer,
constituyendo una clara evidencia de la asociacion de células Tregs con la patogénesis en el cancer
humano (Curiel et al., 2004). Es por ello también, que las estrategias que consiguen la deplecion de las
células T reguladoras, mejoran el resultado de las terapias en pacientes con cancer (Ercolini et al.,
2005; Litzinger et al., 2007).

7.4. Otros Mecanismos de Escape Tumoral.

Las células tumorales también pueden escapar de la destruccion por parte del sistema
inmunitario a través de otros mecanismos que son dependientes del contacto celular. Dentro de este
escenario, se distinguen tres estrategias fundamentales: a) La expresion aberrante de ligandos-
receptores de superficie celular, cuyas interacciones afectan a la supervivencia o a las funciones
efectoras de los linfocitos; b) La adquisicion de cambios genéticos o epigenéticos que incrementan la
resistencia a la apoptosis mediada por receptores de muerte, en las células tumorales; ¢) La pérdida
total o baja regulacion de moléculas implicadas en el reconocimiento de antigenos tumorales, como las
moléculas HLA de clase | o los componentes de la APM. Mediante este Gltimo mecanismo las células
tumorales pierden la capacidad de presentar directamente péptidos antigénicos derivados del tumor a
los CTLs, evitando la activacion y destruccion mediada por el sistema inmunitario. Este mecanismo de
escape tumoral se ha explicado con mas detalle en el apartado anterior 7.2, por lo que ahora s6lo

procedemos a mencionarlo (Figura 9).

7.4.1. Alteraciones en la Interaccién Ligando-Receptor que perjudican a los Linfocitos T.

La expresién aberrante de moléculas de superficie celular que son claves en las interacciones
célula tumoral-célula efectora, es una tactica comdn entre las células neoplasicas para evitar la accién
inmunoldgica (Whiteside, 2006).

Las células tumorales presentan una falta de expresion de moléculas co-estimuladoras que son
necesarias para la adecuada activacion de las células T. La pérdida de estas moléculas co-
estimuladoras, que incluyen a miembros de la familia B7, resulta en un proceso de anergia, a pesar de
que se produzca una presentacion antigénica con restriccion MHC (Stewart et al., 2007) (Figura 9). En
modelos animales y en pacientes con cancer, se ha observado un descenso en la expresion de la cadena
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CD3¢ del TCR en células T que infiltran el tumor, asi como de tirosin kinasas como p56'*y p59™", que
intervienen en el proceso de sefializacién para una activacion éptima de la célula T (Koneru et al.,
2005) (Figura 9). Este defecto inmunoldgico parece estar influenciado por la deplecion del aminoacido
arginina, debido a la actividad ARGI de las células MDSCs (Serafini et al., 2004; Rodriguez et al.,
2005; Kusmartsev & Gabrilovich, 2006; Nagaraj & Gabrilovich, 2007; Ochoa et al., 2007; Sinha et al.,
2007°). Por lo tanto estas alteraciones que afectan a la sefializacion mediada por el TCR y que son
inducidas por el tumor, pueden perjudicar la inmunidad adaptativa.

La “sobre-expresion” de moléculas inhibidoras es otro de los mecanismos de escape tumoral a
destacar. El receptor de muerte programada (“programmed-death receptor 1) o PD-1, se expresa en
una gran variedad de células del sistema inmunitario, como linfocitos T y B maduros, timocitos y
células mieloides (Blank & Mackensen, 2007) (Figura 9). La interaccion de este receptor con
cualquiera de sus ligandos, PD-L1 (también conocido como B7-H1) o PD-L2, regula negativamente la
proliferacion y la produccion de citoquinas por los linfocitos T (Freeman et al., 2000; Latchman et al.,
2002) (Figura 9). Se sabe que PD-L1 se expresa fuertemente en una gran variedad de tumores (lwai et
al., 2002), y se correlaciona inversamente con el prondstico del paciente (Ohigashi et al., 2005;
Thompson et al., 2006).

Se ha demostrado también, al menos en algunos pacientes, que el nimero de células T
circulantes, especialmente las células T CD8", estd disminuido (Kuss et al., 2004), debido a
mecanismos de apoptosis inducidos por el tumor (Hoffmann et al., 2002). Parece que, bajo ciertas
circunstancias in vivo, las células T activadas que expresan el receptor Fas, experimentan una muerte
celular programada debido a la interaccién con el ligando de Fas (Fas-L), expresado o liberado (es
decir, soluble) por ciertos tipos de tumor. Por tanto, las células tumorales pueden escapar del atague de
las células T, induciendo la apoptosis de estas células efectoras, bien en el sitio de formacion del
tumor, o bien en células T circulantes, mediante la ruptura de Fas-L que pasa a estar contenido en

microvesiculas (Andreola et al., 2002).

7.4.2. Resistencia a la apoptosis

La resistencia a la apoptosis es ahora considerada una caracteristica fundamental de la
progresion tumoral (Hanahan & Weinberg, 2000). Esta pérdida de sensibilidad que muestran las
células cancerosas a la muerte celular, se consigue mediante mecanismos que ofrecen resistencia tanto
a la via intrinseca (mitocondrial) como a la via extrinseca (receptores de muerte) de la apoptosis. La
inhibicion de la via intrinseca puede darse mediante la modulacion de factores pro o anti-apoptéticos
de la familia Bcl-2(Figura 9). La resistencia a la via extrinseca de muerte programada puede ser
consecuencia de la baja expresion o pérdida del receptor Fas (Figura 9), puede también deberse a la

pérdida de expresion del receptores TRAIL (Figura 9), a defectos en miembros de la familia de
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caspasas, o a la desregulacion de la via de sefializacion debido a la sobre-expresion de proteinas anti-
apoptaticas, como la proteina inhibidora de FLICE (FLIP) (Stewart et al., 2007).

+MHC mrc/ I | * CcD3:
Reconogrfugnto + TAA ; * p56'ck Sefializacion
antigénico CélulaT
adhesicn + TAP, LMP, f,M + psghn
* ICAM-1
B7-H4 wn@ Duum ?
PDLA/BT-H1 PD-1 Co—esnmt\.ﬂacwn
negativa
F PD-L2/B7-DC == PD-1
* Fas -
* TRAIL =) Jumm TRAILR |\ 0 i
: IRF-8
Apoptotic FasL/CD95L muill e Fas/CDO5 |
resistance
cFLIP
+ Bel-2, Bel-x,
L Célula
Efectora
Célula
Tumoral

Figura 9. Mecanismos de escape tumoral dependientes del contacto celular. Las células
tumorales tienen la capacidad de alterar la expresion de un namero de moléculas de superficie necesarias para
una interaccion célula T-tumor efectiva y para la destruccion de las células cancerosas. Aqui, el escape tumoral
puede ser el resultado de la pérdida o baja regulacion de ligandos-receptores claves, cuyas interacciones son
importantes en la adhesion celular, reconocimiento inmunol6gico y activacidn, y adquisicién de resistencia a la
apoptosis; o puede ser consecuencia de la expresion aberrante de ligandos de superficie celular que bien
inmunoregulan la actividad de las células T (Por ejemplo, PD-L1/B7-H1 o B7-H4), o median en la muerte de las
mismas (por ejemplo, TRAIL o FasL). PD-1: programmed death receptor-1; TRAIL: TNF-related apoptosis-
inducing ligand.

Imagen adaptada de Stewart & Abrams, Oncogene, 2008; 27: 5894-5903
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipdtesis

Existen numerosos datos experimentales que demuestran una continua interaccion de las células
del sistema inmunologico que infiltran los tumores, para modificar las caracteristicas inmunogénicas
de la célula tumoral y facilitar asi el escape inmunolégico. La progresion del tumor involucraria, por
tanto, un cambio en donde el sistema inmunitario modifica un patrén de rechazo inicial, hasta otro mas
complejo con caracteristicas pro-tumorogénicas. Nuestra hipdtesis establece que los distintos patrones
de infiltracion inflamatoria que se observan en los tumores, particularmente en carcinomas
colorrectales, podrian encontrarse estrechamente asociados con los mecanismos intrinsecos de
transformacion neoplasica, es decir, con las distintas vias bioquimicas implicadas en la carcinogénesis
colorrectal (inestabilidad de microsatélites (MSI), inestabilidad cromosomica, (CIN), epigenética). En
este contexto, se ha demostrado a partir del analisis global del microambiente tumoral, que el tipo,
densidad y localizacion de los linfocitos infiltrantes en el cancer de colon, constituye un factor
pronostico independiente, determinante en la estimacion de la supervivencia y en el riesgo de recaida
del cancer. En resumen, si como hemos apuntado, existe una conexion entre los mecanismos de
inflamacion y de oncogénesis, es muy probable que la fuerza con que la reaccién inmunitaria se
produzca, sea critica para la comprensién de la evolucién del cancer y la generacion de variantes

celulares con caracteristicas inmunogénicas distintas.

2. Objetivos
2.1. Objetivo General:

Estudiar caracteristicas del microambiente tumoral y de inmunogenicidad en carcinomas de colon.

2.2. Objetivos Especificos:

Los tumores con fenotipo de inestabilidad de microsatélites (MSI) generan multiples proteinas
inmunogénicas que, potencialmente, son presentadas al sistema inmunitario. Las células tumorales
pueden verse sometidas a una presion selectiva con aparicion y seleccién de variantes débilmente
inmunogénicas.

1. Estudio de los patrones de respuesta inflamatoria y de los perfiles de expresion génica en

carcinomas colorrectales, en relacion a las rutas de oncogénesis.

2. Estudio de mecanismos de evasion a la respuesta inmunitaria en carcinomas de colon con
estabilidad (MSS) e inestablilidad de microsatélites (MSI).
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Abstract
Purpose To analyze the correlation of genomic instability with leukocyte infiltrate in gastrointestinal

carcinomas (GIACs) and with tumor immunogenicity, e.g., HLA class | cell surface expression defects
and galectin-3 and PDL-1 expression.

Experimental design Lymphocyte and macrophage infiltrations were immunohistochemically studied
in HLA class | negative GIACs with sporadic high-level microsatellite instability (MSI-H) or
microsatellite stability (MSS). Results Tumors with MSI-H were associated with the following: dense
infiltration (CD45, P < 0.001); cytotoxic CD8-positive lymphocytes (P < 0.001); and a complete
absence of HLA class | cell surface expression, due to inactivating f2-microglobulin (52m) mutation
in 50% of cases. In contrast, HLA class | negative tumors with MSS were significantly associated with
fewer CD8-positive lymphocytes. There was no association between microsatellite instability and
other molecular features of the tumor cells, including expression of galectin-3. Finally, macrophage
infiltrate in the tumors was not correlated with microsatellite instability or HLA class I cell surface
expression (CD64, P =0.63; CD163, P =0.51).

Conclusions Microsatellite instability appears to be the most important factor determining the
composition, density, and localization of leukocyte infiltrate, which is independent of other molecular
features such expression of HLA class | cells, galectin-3, or programmed death ligand-1. Accordingly,
the strong intratumoral CD8+ T infiltration of MSI-H tumors may be produced by elevated levels of
specific inflammatory chemokines in the tumor microenvironment.

Keywords
Gastrointestinal adenocarcinomas (GIACs), Microsatellite instability (MSI), HLA class |, Tumor
leukocyte infiltrate

Abbreviations

APM: Antigen processing machinery; CRC: Colorectal cancer; GIAC: Gastrointestinal
adenocarcinoma; HLA: Human leukocyte antigen; LOH: Loss of heterozygosity; MHC: Major
histocompatibility complex; MMR: Mismatch repair; MSI: Microsatellite instability; MSI-H: High
microsatellite instability; MSS: microsatellite stability.
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Introduction

Several lines of evidence from preclinical tumor models and human clinical trials indicate that
immune effector cells play an important role in the recognition and destruction of cancer cells and in
the control of neoplastic development [1-3]. Malignant tumors may generate a variety of tumor
antigens that can be presented to and recognized by the host’s immune system and may eventually
lead to destruction of the respective tumor cells by cytotoxic T lymphocytes [4, 5]. However, immune
responses and/or immunotherapy often fail to produce the rejection of progressing or established
tumors. Immune escape mechanisms evolved by tumors exert a selective pressure on the tumor
microenvironment that can lead to malignant progression. Indeed, immune responses may even favor
the progression of malignancies [6, 7]. There is known to be a strong mutual influence and dynamic
interaction between the cancer cell and its microenvironment [2, 3]. In colorectal cancer (CRC), there
is growing evidence that the extent of the antitumoral immune response correlates with the type of
genetic instability. CRC possesses two different carcinogenic pathways, chromosomal instability
(CIN) or microsatellite instability (MSI) [8, 9]; CIN is associated with the suppressor pathway for
aneuploid cancer and MSI with the mutator pathway for (pseudo) diploid cancer. These cancer
pathways may be related to the somatic evolution of genetically unstable tumor cells, leading to the
development of sophisticated immune escape variants in primary tumor lesions that are selected out by
T lymphocyte responses. In CRCs, the MSI phenotype (MSI) has been correlated with the antitumoral
immune response, which is characterized by the elevated lymphocytic infiltration [10, 11]. The high
immunogenicity of this type of tumor has been explained in several studies, which suggested that
insertions and deletions at coding microsatellites in target genes resulting from a defective DNA MMR
system lead to the abundant generation of new immunogenic frameshift peptides (FSPs) for
presentation to CTLs [12, 13]. The most frequent mechanism to escape intense immunosurveillance by
CTLs is the loss of surface expression of HLA class | molecules, which inhibits the presentation of
these new tumor-associated antigenic peptides to CTLs [14]. However, tumor cells can also employ
other mechanisms to circumvent immune responses. Various tumor-derived factors contribute to the
emergence of complex local and regional immunosuppressive networks, which include regulatory T
cells (Tregs), expression of galectin-3, and programmed death ligand-1 (PDL-1) [15, 16], suppressive
macrophages, tolerogenic DCs, and suppressive cytokines [17]. Macrophages are abundant in this
tumor inflammatory infiltrate [18]. The high density of cytotoxic T lymphocytes in cancer infiltrate has
been correlated with a good prognosis [19, 20], but the role of tumor-associated macrophages (TAMSs)
has not been fully elucidated [21]. The type, density, and localization of immune cells in CRC samples
were found to be a better predictor of patient survival than the histopathological methods currently
used to stage this disease, supporting the influence of the adaptive immune response on human tumor
progression [19, 20].

The objective of this study was to analyze the correlation of tumor leukocyte infiltration with

tumor immune escape phenotype (HLA class | downregulation and galectin-3 and PDL-1 upregulation
in tumor cells) and with molecular features (microsatellite instability).
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Materials and methods

Histopathology and selection of tumor samples

We analyzed 293 cryopreserved samples (Virgen de las Nieves University Hospital [VNUH]
Tumor-Tissue Biobank) of tumor tissues from patients diagnosed with gastrointestinal
adenocarcinoma (GIAC). These surgical specimens were previously studied and provided by the
Department of Pathology, VNUH, Granada. The diagnosis followed the WHO pathological
classification and TNM staging criteria [22]. Clinical and pathological reports were available, and
approval was obtained from the ethical investigation review board of our hospital.

We selected 24 GIACs (21 colorectal carcinomas and 3 small intestine carcinomas) based on
immunohistochemical study of HLA class | expression and analysis of the MSI phenotype. They were
divided into three study groups as follows: 8 MSI-H tumors, including 7 HLA class | negative (MSI-
H/HLA-) and 1 HLA class | positive (MSI-H/HLA+); 8 MSS tumors, all with total HLA class | loss
(MSS/HLA-); and 8 MSS/HLA-I+ tumors (Control group), with no detectable alterations in HLA or
£2-m genes (MSS/HLA+). The clinical characteristics of the 24 patients are listed in Table 1.

Table 1 Summary of main clinical and histological parameters of patient samples

Samples Age Sex TNM Tumor location Tumor stage Tumor grade
MSI Tumors CRC-1 81 Female PT3NOMO Colorectal IIA v
CRC-2 39 Male PT3NIM1 Colorectal IVA 11
CRC-3 73 Female pT4N1MO Colorectal 1B I
CRC-4 45 Male pT2NOMO Colorectal I II
CRC-5 79 Male pT4N2MO Colorectal IIIC 11
CRC-6 59 Female pT3NOMO Colorectal 1A 11
CRC-7 72 Female pT3N2MO Colorectal II1B I
CRC-8 82 Female = Colorectal = I
MSS/HLA— tumors CRC-9 76 Male pT4NxM1 Small Intestine v II
CRC-10 86 Male PT3NOMO Colorectal IIA I
CRC-11 64 Female pT3N1IMO Colorectal IIIB 11
CRC-12 71 Female pT3NOMO Colorectal IIA II
CRC-13 72 Male pT3NOMO Colorectal IIA II
CRC-14 70 Male pT3N2MO Colorectal IIIB I
CRC-15 66 Male pT3NOMO Colorectal ITA 11
CRC-16 54 Male pT4N1Mx Colorectal IIIB II
MSS/HLA+ (Controls) CRC-17 56 Female pT4NOMO Small Intestine IIB II
CRC-18 a7 Male pT3NOMO Small Intestine IIA I
CRC-19 61 - pT3NOMO Colorectal IIA 11
CRC-20 67 Male PT3NOMO Colorectal IIA 11
CRC-21 - - - Colorectal - II
CRC-22 62 Male pT2NOMO Colorectal I II
CRC-23 70 Female pT3N2M1 Colorectal IVA II
CRC-24 83 Male pT3NOMO Colorectal IIA 11

“-” (Data not available)

Immunohistological analysis

Cryopreserved samples: Sections of frozen 4-8-um-thick tissues were cut on a microtome-
cryostat (Bright), allowed to dry at room temperature for 4—18 h, fixed in acetone at 4°C for 10 min,
and stored at —40°C until staining.
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Immunohistological techniques were performed with the Biotin-Streptavidin System
(supersensitive Multilink HRP/ DAB kit, BioGenex, The Hague, The Netherlands). The following
mouse monoclonal antibodies (mAbs) were used to analyze HLA class | expression: W6/32 against
HLA-A, B, and C heavy chain/B2-m complex (kind gift from Dr Bodmer, Tissue Antigen Laboratory,
Imperial Cancer Research Fund Laboratories, London, UK); GRH-1, which recognizes free and HLA
class | heavy chain-associated f2-m chain [23]; and HC-10 against free heavy chain of HLA-By C
molecules [24]. Total loss of HLA class I molecules was defined by negative staining with W6/32 and
GRH-1 mAbs. We also reviewed previously obtained results of staining with monomorphic, locus-
and allele-specific mAbs to select HLA class I positive tissue samples (Controls) without partial HLA
losses.

Mouse mAbs used to stain tumor infiltrates on frozen tissues were: GRT2 (anti-CD45),
produced in our laboratory [25]; OKT3 (anti-CD3 hybridoma, ATCC, Teddington, UK), OKT8 (anti-
CD8 hybridoma, ATCC), and anti-CD4 (Clone RPA-T4, Becton-Dickinson Biosciences (BDB), San
Jose, CA), anti-CD64 (Clone 10.1, BD Biosciences) and anti-CD206 (Macrophage mannose receptor;
Clone 19.2, BD Biosciences), anti-heme-oxygenase 1 (HO-1, Clone 23/Heme Oxygenase 1, BD
Bioscience), anti-CD163 (Macrophage scavenger receptor; Clone Ber-Mac3, MBL, Woburn, MA),
anti-CD56 (Clone 123C3, Dako, Barcelona, Spain); anti-galectin-3 (Clone B2C10, BD Bioscience),
and anti-CD274 (PDL-1, Clone 29E.2A3, BioLegend, San Diego, CA). The primary antibody was
replaced with PBS for negative controls; no immunohistochemical staining was detected in control
preparations.

Paraffin-Embedded Samples: Consecutive 4-um-thick sections were cut from formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue and mounted in coated glass slides. After deparaffinization and
rehydration, standard immunohistochemical assays were performed using an automated stainer (Auto-
stainerLink 48, Dako). Conventional heat-induced antigen retrieval method (citrate buffer pH 6.0) was
applied. Endogenous peroxidase activity was quenched with 3% aqueous hydrogen peroxide in
methanol. A dextran-chain (biotin-free) detection system (Envision™ FLEX + Mouse (Linker), Dako)
was used following manufacturer’s recommendations. The following primary mAbs were used: anti-
CD45 (2B11 + PD7/26 clone, Dako,); anti-CD3 (UCHT 1 clone, Dako); anti-CD4 (4B12 clone,
Dako); anti-CD8 (C8/144B clone, Dako); anti-CD20 (L26 clone, Dako); anti-CD56 (123C3 clone,
Dako); anti-CD68 (PG-ML1 clone, Dako); and anti-CD15 (Carb-3 clone, Dako).

Scoring system

Two observers analyzed tissue tumor infiltrates, using 10x objective and defining the infiltrate
for each mAb staining as: stromal (inflammatory infiltrate surrounding tumor mass), interstitial (in
fibrous septa around glands), or intratumoral (inflammatory cells in close contact with neoplastic
epithelial cells). Stromal and interstitial infiltration was scored as: 0 (Absent), + (Low), ++
(Moderate), and +++ (High). Five different fields were examined under a 40x objective, and the
number of infiltrating cells in the tumor were scored as: 0 (Absent); + (1-10 cells/field); ++ (10-20
cells/field); +++ (>20 cells/field).

Statistical analysis
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For each of the 24 studied tumors, we calculated the overall infiltration score (0—9) for each
marker (CD45, CD3, CD8, CD64, CD163, and CD206) separately, as the sum of the scores for
stromal, interstitial, and intratumoral infiltration. After the normal distribution of the data were
confirmed by means of the Kolmogorov—Smirnov test, one way ANOVA and Tukey post hoc tests
were used to compare the means for each marker. P < 0.05 was considered significant. SPSS version
15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) was used for the data analyses.

DNA isolation

Total DNA was obtained from tumor fragments microdissected (PALM Microlaser System,
Olympus) from two frozen tissue sections (4-8-Im-thick) using the REDExtract-N-Amp Tissue PCR
extraction kit. Normal DNA was obtained from PBLs, using the Quiagen DNA isolation kit (QlAamp
Tissue Kit, Wetsbsurg, Leusden, the Netherlands).

MSI analysis

In all tumors, MSI status was determined according to the criteria of the National Cancer
Institute workshop, using various panels of dinucleotide and mononucleotide repeat sequences. [26].
Samples were classified as high MSI (MSI-H) when MSI was detected for >30-40% of the markers
tested or as MSS when<30-40% of markers were unstable. We studied mononucleotide repeats in
non-coding regions, BAT-25(poly-T), BAT-26(poly-A), and BAT-40(poly-A) and (poly-(A)10) in
TGFB-RII gene, which is related to cell proliferation and apoptosis. We also studied one dinucleotide
(CA) repeated sequence, D2S123, and repeats in the HLA region (D6S265) and flanking the £2-m
gene (D15S209). We also analyzed short tandem repeats associated with the HLA region (D6S311,
D6S273, C.1.2.C, C.1.2.5, D6S291, D6S105, D6S276) and p2-m gene (D15S1028, D15S126,
D15S153, D15S146) (data not shown). These microsatellite markers were amplified from DNA
obtained from microdissected tissue and normal autologous PBLs. The 5’end of one primer of each
primer set was tagged with a fluorescent label (Applied Biosystems). Microsatellite instability was
determined using the ABI 3130x/Genetic Analyzer with 16 capillaries and GeneMapper v4.0 software
(Applied Biosystems).

Sequencing of f2-m gene

Total DNA was used for sequencing exon 1 and exon 2 of 2-m gene. Primers used for
amplification were exon 1: b2fw-90 5’GTCCCTCTCTCTAACCTGGC3’ and B2-1Bw 5°-
CAGAGCGGGAGGGTAGGAGA-3’; Exon2: B2-C (Fw) 5’-CGATATTCCTCAGGTACT-3’ and
B2-NC (Bw) 5’-CAACTTTCAGCAGCTTAC-3".

PCR product was purified by using Microcon Centrifugal Filter Devices, Millipore (Billerica,
MA). Sequencing was performed by using the Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems, Warrington, UK) and the same primers as in the amplification reaction. The
sequencing reaction was performed in Centri-SepColumns (Applied Byosistems) following the
manufacturer’s recommendations. ABI 3130x/Genetic Analyzer and SequencingAnalysis v5.2
software (Applied Biosystem) were used for the analyses.
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TAP1/2 gene mutations

The presence of possible mutations (usually mononucleotide deletions) in antigenic processing
machinery (APM) TAP1 and TAP2 in microsatellite sequences was determined by PCR from total
DNA using the following primers [27]: TAP1 Fw 5’-GTACTCCCGCTCAGTGCTTC-3’, Bw 5°-
AGAAGGCTTTCATTCTGGAGC-3’; TAP2 Fw 5-TACTGTGGCTGCTTCAGGG-3’, Bw 5’-
AGGGAGACAGTCAGGGGG-3’.

The 5’ end of one primer of each primer set was tagged with a fluorescent label. The analysis
was performed using the ABI 3130x/Genetic Analyzer and GeneMapper v4.0 software (Applied
Biosystems).

Results

HLA-ABC expression in GIACs

We studied HLA class | expression in 293 GIACs using mAbs against HLA-ABC-42m
complex (W6/32), B2-m chain (GRH-1), and HLA-BC free heavy chain (HC-10), detecting 24
samples (8.2%) with total loss of tumor HLA class | expression; all cases were negative for mAbs
recognizing the HLA-ABC-2m complex (W6/32) and f2-m chain (GRH-1), but 13 (54%) showed
intracellular presence of free heavy chains (HC-10 mAb positivity) (Fig. 1). These data suggest a
selective downregulation of S2-m gene, while negative HC-10 staining indicates a combined
downregulation affecting the expression of HLA heavy chain and £2-m genes. These results were
confirmed by Q-PCR technique (data not shown). HLA class | study results were previously published
[28], revealing different HLA class | altered phenotypes. For the present study, we selected 16 cases
with non-detectable HLA class | expression by immunohistochemistry and 8 HLA class | positive
GIAC samples, with no detectable HLA class | alterations (i.e., no locus, haplotype, or allele losses.)

HLA class | total loss due fo 2-m gene mutation correlates with the MSI-H phenotype

The MSI phenotype was analyzed in 142 of the GIAC samples, including 15 HLA class |
negative tumors, of which 7 were classified as MSI-H (Table 2). Mutations of the f2-m gene were
analyzed in all 15 HLA class | negative tumors. Mutations were detected in four out of seven (57%)
MSI-H/HLA-1 negative CRCs and one out of eight (12.5%) MSS/HLA- GIACs (Table 3). All
mutations detected in MSI-H tumors were frame shift mutations affecting coding microsatellites in the
S2-m gene. In contrast, the mutation found in the MSS HLA class | negative tumor was not in the
repeated sequences. We observed biallelic mutations in two cases: CRC-2 presented two frameshift
deletions in exon 2, CA deletion at codon 25, and deletion of A in the AAAAA sequence; and CRC-3
showed two frameshift deletions in exon 2, deletion of C in the CCCCC sequence and deletion of
CCGTG at the end of exon 2 [29]. CRC-6 showed a frameshift insertion of TT in codon 15 of exon 1
in the remaining A2-m alleles of these tumors, and CRC-5 a frameshift deletion of CT in the
CTCTCTCT part of the leader sequence. Five short tandem repeats (STRs) flanking f2-m gene were
used to detect LOH in the second allele of CRC-5 and CRC-6 MSI-H tumors. All markers showed
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MSI (data not shown), preventing detection of LOH. CRC-16 was the only MSS/HLA-tumor with £2-
m gene mutation, i.e., a frameshift deletion of ACTACACT in codons 86, 87, 88 of exon 2. The other
in the #2-m gene showed LOH (not shown). No HLA class | negative GIAC showed mutations in
coding sequences in microsatellites of TAP1/TAP2 genes (Table 3). Other microsatellite targets have
been defined in other APM members [30] but were not considered in this study, because the frequency
of mutations in these genes and their functional relevance to HLA class | total loss or downregulation
are less clear.

HLA-BC Free Heavy Cham
Toesan \‘f “‘&4‘ T 2 yRINe . \
ol 5,.‘.1.‘,4. '
Y 7o WA

‘r"-

“ﬂ‘q,,/
y\
#r._ .‘

Fig. 1 Study of HLA class | expression in cryopreserved tissue sections using mAbs against HLA-ABC-52m
complex (W6/32), f2m (GRH-1), and HLA-BC free heavy chain (HC-10). a CRC-1: MSI/HLA-tumor with
positive expression of HLA-BC free heavy chain (HC-10+) and negative intracellular f2-m chain (GRH-1-) b
CRC-15: MSS/HLA- tumor showing a combined downregulation of heavy chain and $2-m expression (W6/32—,
GRH-1-, HC-10-). ¢ CRC-11: MSS/HLA- GIAC presenting negative 32-m expression with positive HLA-BC
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free heavy chain expression. d CRC-24: MSS/HLA+ Control tumor with positive HLA class | expression (HC-
B2 m complex +; B2-m chain +; HLA-BC free HC +)

Table 2 Microsatellite markers

MSI markers Cromosome 6 marker Cromosome 15 marker

BAT-25 BAT-26 D2S123 BAT-40 TGFBRII D68265 D158209
CRC-1 + &+ A + + + =+
CRC-2 + + + + - & =
CRC-3 + - + o + = +
CRC-4 4 2 o s e x + &
CRC-5 S + + + + 2 =
CRC-6 + e 4= = = b= T
CRC-7 4 =+ + + + # i
CRC-8 - A A+ + + > +
CRC-9 - - - - LOH ND
CRC-10 - - - - LOH H
CRC-11 - - - - - LOH ND
CRC-12 - - - - - ND ND
CRC-13 - - - - - ND ND
CRC-14 - - - - - LOH LOH
CRC-15 - - - - - LOH LOH
CRC-16 - - - - - - -
CRC-17 - - - ND ND - -
CRC-18 - - - ND ND - -
CRC-19 - - - ND ND - -
CRC-20 - - - ND ND - -
CRC-21 - - - ND ND - -
CRC-22 - - - ND ND - -
CRC-23 - - - ND ND - -
CRC-24 - - - ND ND - -

‘> Normal, ‘‘+*> MSI, H Homozygote, LOH Lost of Heterozygosity, ND not done

MSI status was determined according to the criteria of the National Cancer Institute workshop. Tissue samples
were classified as MSI-H when tumors exhibited MSI in >30-40% of the markers tested, and MSS when they
exhibited MSI in \30—40% markers
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Table 3 Summary of immunohistochemical results for HLA-ABC, galectin-3, and PDL-1 expression and presence of mutations in $2-m and
TAP1/2 genes

Samples Immunohistochemistry® Mutations®

HLA-ABC-f2 m fp2-m HLA-BC free Galectin-3 PDL-1 f52-m TAP1/2
complex chain heavy chain (CD274)

MSI tumors CRC-1 - - +
CRC-2 - -

CRC-3 - -

CRCH4 + +

CRC-5 - -

CRC-6 - -

CRC-7 - -

CRC-8 - -

MSS/HLA— tumors CRC-9 - -
CRC-10 - -

CRC-11 - -

CRC-12 - -

CRC-13 - -

CRC-14 - -

CRC-15

CRC-16

MSS/HLA+ Tumors CRC-17
(controls) CRC-18
CRC-19

CRC-20

CRC-21

CRC-22

CRC-23

CRC-24

O R I
++|él+|1 4 oy
_|_
+
R

| [ |

|
|

|
+ 0 HoH

Bl el Bl hide e )
| |
| |
+
|

R T o T
++ A+

q:
q:
ND ND

<> 100% negative tumor cells, “+” 100% positive tumor cells, focal or scattered expression in tumor cells,
ND not done

b1’ (presence of mutation); “‘-* (absence of mutation). Four out of seven MSI-H/HLA class | negative tumors
showed frameshift mutations in p2-m gene. Moreover, CRC-2 and CRC-3 presented biallelic mutations in this
gene. No HLA class | negative tumors showed mutations in TAP1 and TAP2 microsatellite sequences

Tumor lymphocyte infiltrate correlates with MSI-H/MSS phenotype but not with HLA class |
expression

Table 4 exhibits semi-quantitative scores for inflammatory infiltration in the three different
tumor regions. MSI-H tumors showed high leukocyte infiltration (6/8 MSI-H tumors with score of
+++), represented mainly by CD8+ T lymphocytes (+ to +++), with stromal, interstitial, and
intratumoral distribution. Leukocyte infiltration was lower in MSS/HLA— samples (6/8 MSS/HLA-
tumors with score of + to ++), with low or absent CD8+ cells (0 to +). CD8+ lymphocytes in
MSS/HLA- tumors were predominantly stromal and interstitial, with only two cases showing scant
CD8+ intratumoral lymphocytes (+). MSS/HLA+ tumors (controls) largely showed moderate/high
leukocyte infiltration (++ to +++), with a low presence of CD8+ cells (+) in comparison with the
HLA- GIACs. These T lymphocytes were mainly localized in the interstitium, with six cases showing
intratumoral CD8+ cells (+) (Fig. 2). We obtained significant differences in the infiltration by CD8+
cells between MSI-H tumors and the others two GIACs groups (MSS/HLA—, P <0.001; Controls, P =
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0.001). No significant differences were found in the CDS8 infiltration between MSS/HLA— and Control
tumors (P < 0.05) (Table 4).

The density of M1 macrophage infiltration was similar among the three GIAC groups (+ to
+++), finding intratumoral CD64+ cells in 50% of MSI-H samples (+ to +++) and 22% of MSS/HLA+
tumors (+). M2 macrophages (CD163, CD206, Hmox-1) were detected in all 24 selected GIAC
samples, with no differences in infiltration pattern among tumor groups. M2 macrophages were mainly
distributed in stroma and interstitium, and the localization was intratumoral in less than 30% of MSI-H
tumors (+). No significant differences in infiltration density were found between M1 and M2
macrophages in any GIAC group. (P B 0.05) (Table 4; Fig. 3).

The MSI-H phenotype was positively correlated with the intra-tumoral infiltration of CD8+
but not CD4+, CD20+, or CD56+ lymphocytes. The GIAC samples were only sparsely infiltrated by
NK-CD56+ cells (not shown), and no correlation was observed between tumor infiltration by NK cells
and MSI/MSS phenotype or HLA cell surface expression, as also found for scattered CD4+ and
CD20+ lymphocytes.

Galectin-3 and PDL-1 in gastrointestinal tract carcinomas

The majority of tumors positive for PDL-1 and galectin-3 showed focal or scattered
expression, predominantly in the cytoplasm (Fig. 4). Neither galectin-3 nor PDL-1 expression was
correlated with any of the studied clinicopathological parameters. The frequency and pattern of
galectin-3 expression did not differ among MSI-H HLA class | negative tumors, MSS HLA class |
negative tumors, and the control group, whereas there was a tendency for a higher frequency of PDL-1
in the MSI-H group (Table 3).
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Table 4 Immunohistochemical results for leukocyte infiltrate in the 24 selected tumors

CD45 CD3 CD8 CD64 CD206 CD163

Infiltration n  Infiltration n  Infiltration n  Infiltration n  Infiltration n  Infiltration n
MSI tumors Stromal Stromal Stromal Stromal Stromal Stromal

+ 0 + 2 + 3 + 4 + 4 + 2

++ 2 ++ 2 4+ 4 ++ 3 4+ 3 4+ 3

+++ 6 44+ 4 +4++ 1 =k 1 +++ 1

Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial

+ 0 + 3 + 4 0 1 0 1 + 2

++ 2 ++ 2 4+ 4 + 3 + 4 ++ 3

= 6 44+ 3 . 2 ++ 2 44+ 1

+++ 2

Intratumoral Intratumorral Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral

+ 3 + 3 + 2 0 4 0 5 0 4

++ 2 ++ 3 4+ 4 + 3 + 2 + 1

+++ 3 44+ 2 44+ 2 44+ 1 +++ 1
MSS/HLA— tumors Stromal Stromal Stromal Stromal Stromal Stromal

+ 1 0 1 0 4 + 3 0 I <+ 1

++ 5 + 3+ 4 ++ 4 + 2 ++ 5

e 2 ++ 3 e 1 ++ 4 44+ 2

e 1 e 1

Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial

+ 3 + 50 2 + 6 + 4 +

++ 4 4+ 2 + 6 ++ 1L =+ 3 4+ 3

+++ ) 1 +++ I I |

Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral

0 50 6 0 6 0 8 0 8 0 6

+ 3 + 2 + 2 + 2
MSS/HLA+ tumors Stromal Stromal Stromal Stromal Stromal Stromal

(controls) 0 3.0 4 0 3.0 1 0 10 1
++ 3 + 4 + 5 + 2 + 2 4+ S
+++ 2 ++ 3 ++ 3 +4++ 1
+#+ 2 +++ 1

Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial

+ I+ 7 + 8 + 4 + 5 + 1

++ 5 ++ 1 ++ 3 ++ 2 ++ 3

+++ 2 +++ 1 44+ 1 44+ 1

Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral Intratumoral

0 1 0 4 0 1 0 6 0 8 0 7

+ 4 + 4 + 6 + 2

R 3 ++ 1

We show the global tumor infiltrate by leukocytes (CD45), including T lymphocytes (CD3), cytotoxic T cells
(CD8), and M1 (CD64) and M2 macrophages (CD206, CD163). n = number of patients with specific type of
leukocyte infiltrate. The tumor infiltrate is classified by its localization as stromal (inflammatory infiltrate
surrounding tumor), interstitial (in fibrous septum around tumor), or intratumoral (inflammatory cells are in close
contact with neoplastic cells). The stromal/interstitial infiltration is classified as follows: 0 (absent); + (low); ++
(moderate), and +++ (high); and the intratumoral infiltration as 0 (absent); + (0—10 infiltrating cells per tumor
field), ++ (10-20 infiltrating cells per tumor field), and +++ (>20 infiltrating cells per tumor field). Significant
differences by CD45, CD3, and CD8 cells were found between MSI-H and Control groups (CD45, P = 0.001;
CD3, P =0.001; CD8, P = 0.001) and between MSI-H and MSS/HLA- tumor groups (CD45, P < 0.001; CD3, P
= 0.003; CD8, P < 0.001). There was no significant difference in infiltration by CD45 (P = 0.85), CD3 (P =
0.88), or CD8 (P = 0.18) cells between MSS/HLA- and Control tumors. No significant differences in
macrophage infiltration were found among any of the tumor groups (CD64, P = 0.63; CD163, P = 0.51; CD206,
P =0.84)
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a CD45

Fig. 2 Immunohistochemical staining of tumor infiltrate using mAbs against CD45, CD3, CD8 on paraffin (3, c),
and cryopreserved (b, d) tissue sections. a CRC-6: MSI/HLA- tumor with highest infiltration by CD45 cells and
marked predominance of CD8+ lymphocytes within the tumor, also showing stromal and interstitial distribution.
a CRC-6 presents total loss of tumor cell surface HLA-ABC expression and b CRC-4 is a HLA class | positive
tumor; both a and b MSI-H CRCs show similar infiltration by CD8+ cells and leukocytes (CD45), suggesting
that the presence of leukocytes in these MSI tumors is strongly associated with genetic instability rather than
HLA phenotype. ¢ CRC-14 is an MSS/HLA- tumor showing the least presence of infiltrating cells with no
CD8+ T Lymphocytes. d CRC-18 is an MSS/HLA+ tumor (control) characterized by intermediate infiltration by
CD45+ cells with scant presence of CD8+ lymphocytes.
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Fig. 3 Immunohistochemical staining of tumor infiltration using mAbs against M1 (CD64) and M2 (CD206,
CD163) macrophage markers on cryopreserved tissue sections. a CRC-1, an MSI/HLA- tumor; b CRC-15, an
MSS/HLA- tumor, and ¢ CRC-17, an MSS/HLA+ tumor (control). No marked differences were observed in
infiltration by M1/M2 macrophages among the three tumor types.

Discussion

Study of the relationship between lymphocyte infiltrate and tumor cells may shed light on
tumor-host interactions. It has been proposed that lymphocyte infiltrate is an independent factor for
survival in CRC patients [19, 20] suggesting that the adaptive immune response plays a role in
preventing tumor recurrence. The purpose of this study was analyze the tumor leukocyte infiltration in
relation to carcinogenesis pathways (genetic unstability) and parameters associated to tumor
immunogenicity and immune evasion (HLA class I, Galectin-3 and PDL-1 expression). Abnormalities
of HLA class I expression have been found in various malignancies and may reflect the immune
selective pressure imposed by the continuous antitumoral immune response of the host in order to
select tumor cells with defects in antigen presentation [31-33]. Mutations or deletion of [2-
microglobulin genes [34-37], failure of expression of TAP genes or the components of the
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immunoproteasoma LMP2 and LMP7 are also responsible for total or downregulation of HLA class |
expression [29, 38]. Finally, promoter hypermethylation might be also an important mechanism that
leads to HLA class | antigen downregulation and immune evasion in gastric cancer [39].

PDL-1 (CD274)
’)' . 4

Fig. 4 Immunohistochemical staining to detect galectin-3 and PDL-1 expression by tumor cells in frozen tissue
sections. a CRC-15, an MSS/HLA- tumor with moderate galectin-3 expression in 100% of neoplastic cells. b
CRC-9, an MSS/HLA- tumor with areas of positive and negative galectin-3 expression. ¢ CRC-19, an
MSS/HLA+ tumor with no galectin-3 expression (10x objective). d CRC-1, an MSI/HLA- tumor with strong
PDL-1 expression in 100% of tumor cells. e CRC-23, an MSS/HLA+ tumor with focal pattern of PDL-1
expression in neoplastic cells. f CRC-14, an MSS/HLA~- tumor with no PDL-1 expression. (40x objective)

The main finding was an association between HLA class I defects due to 2-m mutation and
the MSI-H phenotype in four out of seven cases. In the remaining three cases, the mechanism of HLA
class I loss is unknown, since no mutations were detected in 2-m gene or the hot-spot mutation area of
TAP genes. Interestingly, in two cases from the MSI-H group (CRC-2 and CRC-3), the complete loss
of HLA class | expression was produced by biallelic inactivation of the f2-m gene via two truncating
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mutations. The characterization of these biallelic mutations were previously described in a shorter
cohort of tumor samples [29], in which the presence of two mutations in both copies of the gene were
confirmed by cloning and subsequent gene sequencing [29]. Acquired biallelic mutations in f2-m are
infrequent and correspond in the present study to tumors with immunoedited phenotype, providing
strong evidence of cancer immune selection. Hence, although MSI-H tumors might possess higher
immunogenicity as a consequence of the elevated amounts of aberrant frameshift peptides they
generate [12, 40, 41], HLA class | loss may occur at an early stage of colorectal carcinogenesis in MSI-
H tumors, supporting the early onset of immunoselective pressure [40, 42].

An ample CD45+ inflammatory infiltrate was observed in all MSI-H cases. CD8 + T
lymphocytes were more frequently detected intratumorally in MSI-H tumors and in the stroma of MSS
tumors. An important factor influencing abundant leukocyte infiltration in CRCs appears to be high-
level instability but not the presence of K-RAS and BRAF mutation (not shown).

The abundance of intratumoral CD8+ T lymphocytes in tumors with total HLA class | loss is
not yet understood. Interestingly, the T cell infiltrate in MSI-H tumors is characterized by the presence
of activated and cytotoxic cells [43, 44]. Paradoxically, although antigenic structures may potentially
be recognized by CD8+ T lymphocytes, these cells showed a lower intratumoral and stromal presence
in HLA class I positive tumors with MSS versus MSI-H phenotype.

The high infiltration of CD8+ lymphocytes in MSI-H tumors may result from the release of
specific chemokines that is independent of HLA class I expression. In this context, cytokines detected
in MSI-H tumors were reported to favor recruitment of cytotoxic T cells and increase Thl responses
[42, 45] rather than contribute to tolerance induction. This observation is supporting by the present
findings of no significant difference in CD8-lymphocyte infiltrate between HLA Class I positive MSI-
H tumor (case CRC-4 in stage I, pT2NOMO) and more advanced tumors with HLA class |
negative/MSI-H phenotype (Fig. 2) and of a significant reduction in the density and location of T-
CD8+ lymphocytes in HLA class | negative MSS tumors (Fig. 2).

Although absence or downregulation of HLA class | renders cells susceptible to NK cells, we
found only scant CD56+ cells in most of the tumors, with no differences as a function of HLA class |
cell surface expression, in agreement with previously reports [46, 47].

Given the beneficial role proposed for tumor-associated macrophages in colon cancer [48], we
analyzed the infiltration of M1 and M2 macrophages [49] in the three tumor groups studied. Previous
studies have attributed M2 macrophages with important pro-tumor and immunosuppressive functions
(regulation of angiogenesis, tissue remodeling, and Th2-cytokine production) [49, 50], whereas M1
macrophages exert pro-inflammatory activity by promoting Thl responses. In the present study,
however, there was no macrophage polarization, since the presence of M2 and M1 macrophages was
similar in all three groups.

We also investigated the expression of Galectin-3 and PDL-1 in the tumor groups. Galectin-3

is expressed in a variety of tumors and immune cells and has been related to multiple extracellular
functions [51-54]. This lectin also acts as an immune regulator inducing apoptosis of T cells and loss
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of their antitumor effector functions [15]. PDL-1 also regulates peripheral tolerance, inducing anergy,
unresponsiveness and functional exhaustion of T cells [16, 55]. The distribution of both molecules
could be expected to differ among the three studied tumor groups, with a higher expression in HLA
class | positive tumors than in immune-edited tumors (i.e., MSI-H HLA class | negative). We detected
galectin-3 in some tumors in all groups, but it was not correlated with the presence of M1 macrophages
in the microenvironment of MSI-H tumors. By contrast, there was a tendency for PDL-1 expression to
be increased in tumors with high CD8 expression (MSI-H), although further studies are required to
confirm this observation. Similar PDL-1 findings have been reported in hepatocellular carcinomas [56].
Although the mechanism regulating PDL-1 expression in tumor cells is unknown, several cytokines,
including IFN-y, have been implicated as potent inducers of PDL-1 expression on the surface of
several tumor cells [57]. Moreover, various proteins of IFN-y pathways are strongly upregulated in
CRCs, with intense infiltration of T-CD8 cells [19, 20].

In the studied GIACSs, microsatellite instability appears to critically influence the composition
and density of leukocyte infiltration independently of HLA class I loss. The abundance of CD8+ cells
detected in the studied MSI-H tumors might favor immunoselection of HLA-negative tumor cells.
However, in both HLA-positive and —negative MSS tumors, the role of the dense lymphocyte infiltrate
is still unclear and needs further investigation.

Acknowledgments The authors thank Eva Garcia, Antonia Moreno, M? Dolores Gélvez and Inmaculada Garcia
for technical assistance. They also thank the Tumor-Tissue Biobank of Virgen de las Nieves University Hospital
for providing samples. The study was partially supported by grants from the Fondo de Investigaciones Sanitarias
(08/0528), Red Gendmica del Cancer (RETICRD 06/020), Consejeria de Salud Junta de Andalucia, Proyecto de
Investigacion de Excelencia (CTS-3952, CVI-4740 and P06/-CTS-02200) and Plan Andaluz de Investigacion
(PAI, Group CTS- in Spain, and from the European Searchable Tumour Cell Line Database (ESTDAB) project,
contract No. QLRI-CT-2001-01325 (http://www.ebi.ac.uk/estdab), from the European Network for the
identification and validation of antigens and biomarkers in cancer and their application in clinical tumor
immunology (ENACT) project (European community LSHC-CT-2004-503306) and from the Cancer
Immunotherapy Project (European community OJ 2004/¢158, 18234).

Conlflict of interest The authors declare that they have no conflict of interests.

References

1. Dunn GP, Old LJ, Schreiber RD (2004) The immunobiology of cancer immunosurveillance and
immunoediting. Immunity 21:137-148

2. Smyth MJ, Dunn GP, Schreiber RD (2006) Cancer immunosurveillance and immunoediting: the roles of
immunity in suppressing tumor development and shaping tumor immunogenicity. Adv Immunol 90:1-50

3. Bui JD, Schreiber RD (2007) Cancer immunosurveillance, immunoediting and inflammation: independent or
interdependentnprocesses+ Curr Opin Immunol 19:203-2084.

4. Robbins PF, Kawakami Y (1996) Human tumor antigens recognized by T cells. Curr Opin Immunol 8:628—
636

5. Boon T, Coulie PG, Van den Eynde BJ, Van der Bruggen P (2006) Human T cell responses against
melanoma. Annu Rev Immunol 24:175-208

6. Philip M, Rowley DA, Schreiber H (2004) Inflammation as a tumor promoter in cancer induction. Semin
Cancer Biol 14:433-439

82



Cancer Immunol Immunother (2011) 60:869-82

7. de Visser KE, Eichten A, Coussens LM (2006) Paradoxical roles of the immune system during cancer
development. Nat Rev Cancer 6:24-37

8. Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B (1998) Genetic instabilities in human cancers. Nature 396:643-649

9. Perucho M (2003) Tumors with microsatellite instability: many mutations, targets and paradoxes. Oncogene
22:2223-2225

10. Dolcetti R, Viel A, Doglioni C, Russo A, Guidoboni M, Capozzi E, Vecchiato N, Macri® E, Fornasarig M,
Boiocchi M (1999) High prevalence of activated intraepithelial cytotoxic T lymphocytes and increased
neoplastic cell apoptosis in colorectal carcinomas with microsatellite instability. Am J Pathol 154:1805-1813

11.Smyrk TC, Watson P, Kaul K, Lynch HT (2001) Tumor-infiltrating lymphocytes are a marker for
microsatellite instability in colorectal carcinoma. Cancer 91:2417-2422

12. Linnebacher M, Gebert J, Rudy W, Woerner S, Yuan YP, Bork P, von Knebel Doeberitz M (2001) Frameshift
peptide-derived T-cell epitopes: a source of novel tumor-specific antigens. Int J Cancer 93:6-11

13. Saeterdal I, Bjgrheim J, Lislerud K, Gjertsen MK, Bukholm IK, Olsen OC, Nesland JM, Eriksen JA, Mgaller
M, Lindblom A, Gaudernack G (2001) Frameshift-mutation-derived peptides as tumor-specific antigens in
inherited and spontaneous colorectal cancer. Proc Natl Acad Sci USA 98:13255-13260

14. Seliger B, Cabrera T, Garrido F, Ferrone S (2002) HLA class | antigen abnormalities and immune escape by
malignant cells. Semin Cancer Biol 12:3-13

15.Peng W, Wang HY, Miyahara Y, Peng G, Wan RF (2008) Tumor-Associated Galectin-3 modulates the
function of tumor-reactive T cells. Cancer Res 68:7228-7236

16. Freeman GJ, Long AJ, Iwai Y, Bourque K, Chernova T, Nishimura H, Fitz LJ, Malenkovich N, Okazaki T,
Byrne MC, Horton HF, Fouser L et al (2000) Engagement of the PD-1 immunoinhibitory receptor by a novel
B7 family member leads to negative regulation of lymphocyte activation. J Exp Med 192:1027-1034

17.Zou W (2005) Immunosuppressive networks in the tumour environment and their therapeutic relevance. Nat
Rev Cancer 5:263-274

18.Sica A, Allavena P, Mantovani A (2008) Cancer related inflammation: the macrophage connection. Cancer
Lett 267:204-215

19. Pagés F, Berger A, Camus M, Sanchez-Cabo F, Costes A, Molidor R, Mlecnik B, Kirilovsky A, Nilsson M,
Damotte D, Meatchi T, Bruneval P, Cugnenc PH, Trajanoski Z, Fridman WH, Galon J (2005) Effector
memory T cells, early metastasis, and survival in colorectal cancer. N Engl J Med 353:2654-2666

20.Galon J, Costes A, Sanchez-Cabo F, Kirilovsky A, Mlecnik B, Lagorce-Pages C, Tosolini M, Camus M,
Berger A, Wind P, Zinzindohoué F, Bruneval P, Cugnenc PH, Trajanoski Z, Fridman WH, Pagés F (2006)
Type, density, and location of immune cells within human colorectal tumors predict clinical outcome. Science
313:1960-1964

21. Allavena P, Sica A, Garlanda C, Mantovani A (2008) The Yin-Yang of tumor-associated macrophages in
neoplastic progression and immune surveillance. Immunol Rev 222:155-161

22.Sobin L, Gospodarowiaz M, Wittekind CH (2009) TNM classification of malignant tumours UICC, 7th edn.
Wiley, Blackwell

23. L6pez Nevot MA, Cabrera T, de la Higuera B, Ruiz-Cabello F, Garrido F (1986) Obtencién y caracterizacion
de anticuerpos monoclonales frente a leucemias humanas. Inmunologi’a 5:51-59

24. Stam NJ, Spits H, Ploegh HL (1986) Monoclonal antibodies raised against denatured HLA-B locus heavy
chains permit biochemical characterization of certain HLA-C locus products. J Immunol 137:2299-2306

25. Huelin C, Gonzalez M, Pedrinaci S, de la Higuera B, Piris MA, San Miguel J, Ruiz-Cabello F, Garrido F
(1988) Distribution of the CD45R antigen in the maturation of lymphoid and myeloid seri-es.- The CD45R
negative phenotype is a constant finding in T CD4 positive lympho-proliferative disor-ders. British J
Haematol 69:173-179

26.Boland CR, Thibodeau SN, Hamilton SR, Sidransky D, Eshleman JR, Burt RW, Meltzer SJ, Rodriguez-Bigas
MA, Fodde R, Ranzani GN et al (1998) A National Cancer Institute Workshop on Microsatellite Instability
for cancer detection and familial predisposition: development of international criteria for the determination of
microsatellite instability in colorectal cancer. Cancer Res 58:5248-5257

27.Kloor M, Becker C, Benner A, Woerner SM, Gebert J, Ferrone S, von Knebel Doeberitz M (2005)
Immunoselective pressure and human leukocyte antigen class | antigen machinery defects in microsatellite
unstable colorectal cancers. Cancer Res 65:6418-6424

83



Cancer Immunol Immunother (2011) 60:869-82

28.Maleno |, Cabrera CM, Cabrera T, Paco L, L6pez-Nevot MA, Collado A, Ferron A, Garrido F (2004)
Distribution of HLA class I altered phenotypes in colorectal carcinomas: high frequency of HLA haplotype
loss associated with loss of heterozygosity in chromosome region 6p21. Immunogenetics 56:244—-253

29. Cabrera CM, Jiménez P, Cabrera T, Esparza C, Ruiz-Cabello F, Garrido F (2003) Total loss of MHC class |
in colorectal tumors can be explained by two molecular pathways: beta2-microglobulin inactivation in MSI-
positive tumors and LMP7/TAP2 downregulation in MSI-negative tumors. Tissue Antigens 61:211-219

30. Dierssen JW, de Miranda NF, Ferrone S, van Puijenbroek M, Cornelisse CJ, Fleuren GJ, van Wezel T,
Morreau H (2007) HNPCC versus sporadic microsatellite-unstable colon cancers follow different routes
toward loss of HLA class | expression. BMC Cancer 7:33

31. Garrido F, Ruiz-Cabello F, Cabrera T et al (1997) Implications for immunosurveillance of altered HLA class |
phenotypes in human tumours. Immunol Today 18:89-95

32.Marincola FM, Jaffee E, Hicklin D et al (2000) Escape of human solid tumors from T-cell recognition:
molecular mechanisms and functional significance. Adv Immunol 74:181-273

33. Drake CG, Jaffee E, Pardoll DM (2006) Mechanisms of immune evasion by tumors. Adv Immunol 90:51-81

34.D’Urso CM, Wang ZG, Cao Y, Tatake R, Zeff RA, Ferrone S (1991) Lack of HLA class | antigen expression
by cultured melanoma cells FO-1 due to a defect in B2m gene expression. J Clin Invest 87:284-292

35. Restifo NP, Marincola FM, Kawakami Y, Taubenberger J, Yannelli JR, Rosenberg SA (1996) Loss of
functional beta 2-microglobulin in metastatic melanomas from five patients receiving immunotherapy. J Natl
Cancer Inst 88:100-108

36. Benitez R, Godelaine D, Lopez-Nevot MA, Brasseur F, Jiménez P, Marchand M, Oliva MR, van Baren N,
Cabrera T, Andry G, Landry C, Ruiz-Cabello F et al (1998) Mutations of the beta2- microglobulin gene result
in a lack of HLA class | molecules on melanoma cells of two patients immunized with MAGE peptides.
Tissue Antigens 52:520-529

37.Paschen A, Méndez RM, Jiménez P, Sucker A, Ruiz-Cabello F, Garrido F, Schadendorf D (2003) Complete
loss of HLA class | Cancer Immunol Immunother (2011) 60:869-882 antigen expression on melanoma cells:
a result of successive mutational events. Int J Cancer 103:759-767

38. Seliger B, Hohne A, Knuth A, Bernhard H, Ehring B, Tampe R, Huber C (1996) Reduced membrane major
histocompatibility complex class | density and stability in a subset of human renal cell carcinomas with low
TAP and LMP expression. Clin Cancer Res 2:1427-1433

39.Ye Q, Shen Y, Wang X, Yang J, Miao F, Shen C, Zhang J (2010) Hypermethylation of HLA class | gene is
associated with HLA class | down-regulation in human gastric cancer. Tissue Antigens 75:30-39

40.Kloor M, Michel S, Buckowitz B, Rischoff J, Bu'ttner R, Holinski-Feder E, Dippold W, Wagner R,
Tariverdian M, Benner A, Schwitalle Y, Kuchenbuch B et al (2007) Beta2-microglobulin mutations in
microsatellite unstable colorectal tumors. Int J Cancer 121:454-458

41. Schwitalle Y, Linnebacher M, Ripberger E, Gebert J, von Knebel Doeberitz M (2004) Immunogenic peptides
generated by frame-shift mutations in DNA mismatch repair-deficient cancer cells. Cancer Immun 4:14

42.Kloor M, Michel S, von Knebel Doeberitz M (2010) Immune evasion of microsatellite unstable colorectal
cancers. Int J Cancer 127:1001-1010

43. Guidoboni M, Gafa R, Viel A, Doglioni C, Russo A, Santini A, Del Tin L, Macri E, Lanza G, Boiocchi M,
Dolcetti R (2001) Microsatellite instability and high content of activated cytotoxic lymphocytes identify colon
cancer patients with a favourable prognosis. Am J Pathol 159:297-304

44, Phillips SM, Banerjea A, Feakins R, Li SR, Bustin SA, Dorudi S (2004) Tumour-infiltrating lymphocytes in
colorectal cancer with microsatellite instability are activated and cytotoxic. Br J Surg 91:469-475

45.Banerjea A, Ahmed S, Hands RE, Huang F, Han X, Shaw PM, Feakins R, Bustin SA, Dorudi S (2004)
Colorectal cancers with microsatellite instability display mRNA expression signatures characteristic of
increased immunogenicity. Mol Cancer 3:21

46. Sandel MH, Speetjens FM, Menon AG, Albertsson PA, Basse PH, Hokland M, Nagelkerke JF, Tollenaar RA,
van de Velde CJ, Kuppen PJ (2005) Natural killer cells infiltrating colorectal cancer and MHC class 1
expression. Mol Immunol 42:541-546

47.Cozar JM, Canton J, Tallada M, Concha A, Cabrera T, Garrido F, Ruiz-Cabello Osuna F (2005) Analysis of
NK cells and chemokine receptors in tumor infiltrating CD4 T lymphocytes in human renal carcinomas.
Cancer Immunol Immunother 54:858-866

84



Cancer Immunol Immunother (2011) 60:869-82

48.Forssell J, Oberg A, Henriksson ML, Stenling R, Jung A, Palmqvist R (2007) High macrophage infiltration
along the tumor front correlates with improved survival in colon cancer. Clin Cancer Res 13:1472-1479

49. Murdoch C, Muthana M, Coffelt SB, Lewis CE (2008) The role of myeloid cells in the promotion of tumor
angiogenesis. Nat Rev Cancer 8:618-631

50. Qian BZ, Pollard JW (2010) Macrophage diversity enhances tumor progression and metastasis. Cell 141:39—
51

51. Nangia-Makker P, Balan V, Raz A (2008) Regulation of tumor progression by extracellular galectin-3.
Cancer Microenviron 1:43-51

52.Lahm H, Andre S, Hoeflich A et al (2001) Comprehensive galectin fingerprinting in a panel of 61 human
tumor cell lines by RT-PCR and its implications for diagnostic and therapeutic procedures. J Cancer Res Clin
Oncol 127:375-386

53.Lotan R, Matsushita Y, Ohannesian D et al (1991) Lactose binding lectin expression in human colorectal
carcinomas. Relation to tumor progression. Carbohydr Res 213:47-57

54. Miyazaki J, Hokari R, Kato S et al (2002) Increased expression of galectin-3 in primary gastric cancer and the
metastatic lymph nodes. Oncol Rep 9:1307-1312

55.Dong H, Strome SE, Salomao DR, Tamura H, Hirano F, Flies DB, Roche PC, Lu J, Zhu G, Tamada K,
Lennon VA, Celis E et al (2002) Tumor-associated B7—H1 promotes T-cell apoptosis: a potential mechanism
of immune evasion. Nat Med 8:793-800

56.Shi F, Shi M, Zeng Z, Qi RZ, Liu ZW, Zhang JY, Yang YP, Tien P, Wang FS (2010) PD-1 and PDL-1
upregulation promotes CD8(?) T-cell apoptosis and postoperative recurrence in hepatocellular carcinoma
patients. Int J Cancer. [Epub ahead of print] PubMed PMID: 20473887

57. Muhlbauer M, Fleck M, Schutz C, Weiss T, Froh M, Blank C, Scholmerich J, Hellerbrand C (2006) PDL-1 is
induced in hepatocytes by viral infection and by interferon-alpha and - gamma and mediates T cell apoptosis.
J Hepatol 45:520-528

85






Cancer Immunol Immunother (2012) 61(6):803-16
DOI: 10.1007/S00262-011-1147-7
ORIGINAL ARTICLE

Genome-wide differential genetic profiling characterizes
colorectal cancers with genetic instability and specific
routes to HLA class | loss and immune escape

Moénica Bernal' « Fernando Garcia-Alcalde®® « Angel Concha® » Carlos Cano® «
Armando Blanco® « Federico Garrido™  Francisco Ruiz-Cabello*®

'Department of Clinical Analysis and Immunology, Virgen de las Nieves University Hospital;
Department of Computer Science and Atrtificial Intelligence, University of Granada; *Department of
Bioinformatics and Genomics, Principe Felipe Research Centre, Valencia; ‘Department of Anatomical
Pathology, Virgen de las Nieves University Hospital; *Department of Biochemistry, Molecular
Biology Il and Immunology, School of Medicine, University of Granada.

Received: 20 May 2011 / Accepted: 26 October 2011 © Springer-Verlag 2011

Abstract

Aim  We compared the expression of genes related to inflammatory and cytotoxic functions between
MSI and MSS (HLA-class I-negative and HLA-class I-positive) colorectal cancers (CRCs), seeking
evidence of differences in inflammatory mediators and cytotoxic T-cell responses. Twenty-two CRCs
were divided into three study groups as a function of HLA class | expression and MSI phenotype: 8
MSI tumours, 6 MSS/HLA- tumours and 6 MSS/HLA+ tumours (controls).

Findings A first comparison between eight MSI and six MSS/HLA-positive (control) cancers, based
on microarray analysis on an Affymetrix® HG-U133-Plus-PM plate, identified 1974 differentially
expressed genes (P < 0.05). We grouped genes in Gene Ontology functional categories: apoptotic
programme (72 genes, P = 5.5:10°%), leukocyte activation (43 genes, P = 1.8:10®), T-cell activation
(24genes, P = 6.3-10™), inflammatory response (40 genes, 2.3-10%) and cytokine production (10 genes,
P = 1.9-10'2). Real-time PCR and immunohistochemical evaluation were used to validate the data,
finding that increased mRNA levels of pro-inflammatory cytokines and cytotoxic mediators were
associated with greater infiltration by CD8+T lymphocytes in the MSI group (P < 0.001). Finally,
HLA-class I-negative tumours were not grouped together but rather in accordance with features of the
gene expression profile of MSI or MSS tumours. As expected, genes associated with antigen
processing machinery and MHC class | molecules (TAP2, B2m) were downregulated in MSS/HLA-
class I-negative CRCs (n = 6) in comparison to controls.

Conclusions In conclusion, microarray and immunohistochemical data may be useful to
comprehensively assess tumour—host interactions and differentiate MSI from MSS cancers. The two
types of tumour, MSI/HLA-class I-negative and MSS/HLA-class I-negative, showed marked
differences in the composition and intensity of infiltrating leucocytes, suggesting that their immune
escape strategies involve distinct pathways.

Keywords
Colorectal cancers, Microsatellite instability, Human leukocyte antigen, Gene expression profile,
Inflammatory response

Abbreviations

APM: Antigen processing machinery, CRC: Colorectal cancer, HLA: Human leukocyte antigen,
MHC: Major histocompatibility complex, MMR: Mismatch repair; MSI: Microsatellite instability;
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Introduction

Microsatellite instability (MSI) is one of the main carcinogenic pathways and has been
observed in 15% of colorectal cancers (CRC). This type of genetic instability consists of the
accumulation of numerous somatic mutations during DNA replication (insertions and deletions of
single nucleotides and single base substitutions) in repetitive DNA sequences (microsatellites) because
of alterations in the DNA mismatch repair (MMR) system [1-3]. The microsatellite instability (MSI)
phenotype is the hallmark of Lynch syndrome-associated cancers characterized by MMR gene
germline mutations (predominantly hMLH1 or hMSH2), and it is also found in ~10-15% of sporadic
CRCs, in which MMR gene promoter methylation is observed [3, 4]. Besides microsatellite instability,
there is another carcinogenic pathway that promotes emergence of the remaining 85% of sporadic
CRCs, i.e., chromosomal instability (CIN), characterized by numerical and structural chromosomal
alterations, by the accumulation of mutations in oncogenes (e.g., K-ras) or tumour suppressor genes
(p53) and, in most cases, by not being accompanied by CpG island methylator phenotype (CIMP) [4,
5].

Finally, cDNA microarray studies have demonstrated that microsatellite stable (MSS) and
MSI colorectal cancers clearly differ in gene expression profiling, strongly supporting the different
pathogeneses of these tumours [6, 7]. However, few studies have focused on the analysis of immune
response genes, which may elucidate the distinct biological behaviours of the two cancer types [8].

Tumour development takes place despite activation of cytotoxic T lymphocytes (CTLs) in the
response of the host immune system. In CRCs, it is possible to correlate the MSI phenotype with the
strength of the anti-tumour immune response characterized by a high lymphocytic infiltration [9, 10].
In attempts to explain the high immunogenicity of this type of tumour, various studies have suggested
that a defective DNA MMR system results in insertions and deletions at coding microsatellites in
target genes that lead to the abundant generation of new immunogenic frameshift peptides (FSPs) that
can be presented to CTLs [11, 12]. However, the biological meaning of the lymphocyte infiltrate in
microsatellite instability tumours is controversial. Some authors propose that intra-epithelial
lymphocytes (IELs) possess the characteristics of predominantly cytotoxic cells and release mediators
of target cell death, whereas others argue that these infiltrates are secondary phenomena representing
the proliferation of resident lamina propia lymphocytes with no immunological implications or
biological role [8, 13]. Emergence of tumour escape variants due to immunoedition may explain the
failure of CTLs to eliminate tumour cells [14]. In MSI cancers, a frequent mechanism to escape CTL
immunosurveillance is the total loss of surface expression of HLA class | molecules and subsequent
loss of tumour antigen presentation capacity [15]. Cells with HLA class | loss due to B2-micro-
globulin (B2m) gene mutations [16-19], especially in tumours with mutator phenotype (i.e. insertions
and deletions leading to a change in the translational reading frame), would be immunoselected under
immune pressure.

In a previous study, we observed that the characteristics and intensity of the infiltrate clearly
differed as a function of the microsatellite instability phenotype but not the HLA expression on tumour
cells [20]. In the present study, we used the same set of colorectal tumours to compare the expression
of genes influencing inflammatory response and cytotoxic activity between MSI and MSS colorectal
tumours in order to explain the above differences in leukocyte infiltration. We observed a differential
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expression of genes involved in the anti-tumour immune response that may elucidate the molecular
cancer escape mechanisms.

Materials and methods

Histopathology and selection of tumour samples

We selected 20 colorectal carcinomas (CRCs) based on the immunohistochemical study of
HLA class | expression and analysis of the MSI phenotype. The rational for dividing the groups of
tumours is based on their immunogenicity for CD8+T cells, associated with HLA class | expression.
Two groups consists of HLA-negative tumours (both MSI and MSS), while another group includes
control tumours with genomic stability and no detectable alterations in HLA expression. Therefore,
the three study groups were: 8 MSI tumours, including 7 HLA-class I-negative (MSI/HLA-negative)
and 1 HLA-class I-positive (MSI/HLA-positive); 6 MSS tumours, all with total HLA class | loss
(MSS/HLA-negative); and 6 MSS/HLA-positive tumours (control group), with no detectable
alterations in HLA or B2m genes (MSS/HLA-positive). The clinical characteristics of the 20 patients
are listed in Table 1.

We analysed cryopreserved samples (Virgen de las Nieves University Hospital [VNUH]
Tumour-Tissue Biobank) that were previously studied and provided by the Department of Pathology,
VNUH, Granada (Spain). The diagnosis followed the WHO pathological classification and TNM
staging criteria [21]. Clinical and pathological reports were available, and approval was obtained from
the ethical investigation review board of our hospital.

Immunohistological analysis of HLA class | expression

Frozen tissue sections of 4—8um thickness were cut on a microtome-cryostat (Bright), allowed
to dry at room temperature for 4-18 h, fixed in acetone at 4°C for 10 min and stored at -40°C until
staining. Immunohistological techniques were performed with the Biotin-Streptavidin System
(supersensitive Multilink HRP/DAB kit, BioGenex, The Hague, The Netherlands). The following
mouse monoclonal antibodies (mAbs) were used to analyse HLA class | expression: W6/32 against
HLA-A, B and C heavy chain/B2m complex (kind gift from Dr Bodmer, Tissue Antigen Laboratory,
Imperial Cancer Research Fund Laboratories, London, UK); GRH-1, which recognizes free and HLA
class | heavy chain-associated B2m chain [22]; and HC-10 against free heavy chain of HLA-B and C
molecules [23]. The primary antibody was replaced with PBS for negative controls, in which no
immunohistochemical staining was detected.
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Table 1 Summary of main clinical and histological parameters of patient samples

Samples Age Sex TNM Tumour location Tumour stage Tumour grade

MSI tumours

CRC-1 81 Female pT3NOMO Colorectal ITA v
CRC-2 39 Male PT3NIM1 Colorectal IVA II
CRC-3 73 Female pT4N1MO Colorectal I11B 11T
CRCH4 45 Male pT2NOMO Colorectal I II
CRC-5 79 Male pT4N2MO Colorectal IIc II
CRC-6 59 Female pT3NOMO Colorectal ITA II
CRC-7 72 Female pT3N2MO Colorectal I11B 1L
CRC-8 82 Female - Colorectal - I
MSS/HLA-negative tumours
CRC-9 64 Female pT3NIMO Colorectal I11B 11
CRC-10 71 Female pT3NOMO Colorectal ITA 11
CRC-11 72 Male pT3NOMO Colorectal ITA I
CRC-12 70 Male pT3N2MO Colorectal I11B III
CRC-13 66 Male pT3NOMO Colorectal ITA I
CRC-14 54 Male pT4N1Mx Colorectal I11B I
MSS/HLA-positive tumours (Conrols)
CRC-15 61 - pT3NOMO Colorectal ITA I
CRC-16 67 Male PT3NOMO Colorectal ITA 1I
CRC-17 - - - Colorectal - 11
CRC-18 62 Male pT2NOMO Colorectal I 1I
CRC-19 70 Female pT3N2M1 Colorectal IVA 1T
CRC-20 83 Male pT3NOMO Colorectal ITA 11

IXERE

(Data not available)

DNA isolation

Total DNA was obtained from tumour fragments microdissected (PALM Microlaser System,
Olympus) from two frozen tissue sections (4—8um thick) using the REDExtract-N-Amp Tissue PCR
extraction kit. Normal DNA was obtained from PBLs using the Quiagen DNA isolation kit (QlAamp
Tissue Kit, Wetsbsurg, Leusden, the Netherlands).

MSI analysis

MSI status was determined according to the criteria of the National Cancer Institute workshop,
using various panels of dinucleotide and mononucleotide repeat sequences and classifying tissue
samples with MSI in ;30-40% of tested markers as MSI and those with MSI in <30-40% of markers
as MSS [3]. The MSI analysis conditions and markers used are reported elsewhere [20].

Microarray profiling

Total RNA was isolated from 10 serial cuts (30um thick) from a liquid nitrogen-preserved
tumour specimen that was also used in the tumour diagnosis by pathologists. The RNA isolation kit
used was RNeasy Mini Kit (Quiagen). All samples were found to have good quality mRNA, with little
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degradation and correct ratios of 28S:18S ribosomal peaks. The RNA Integrity Number (RIN), a
measure of the integrity of total sample RNA, was calculated by using an algorithm that takes account
of the entire electrophoretic trace. RIN values range from 1 (maximum degradation) to 10 (intact
RNA). RIN values in our RNA samples ranged from 7 to 9.5. Biotinylated cRNA was synthesised
from 200 ng of total RNA from each sample by using GeneChip 3’IVT Express kit (Affymetrix),
following the manufacturer’s recommendations. Oligonucleotide array hybridization and scanning
were performed according to Affymetrix protocols. Gene expression profiles were determined by
using Affymetrix HG-U133-Plus-PM Array Plate which contains 54,670 probe sets, including >33,000
well-characterized genes and UniGene clusters per sample.

Data pre-processing

Raw data were pre-processed by using the Robust Multi-Arrays Average (RMA)
Bioconductor package RMA [24]. We removed control probes (102) and those with a background
level hybridization signal and then filtered out the probes with no expression change across all
samples, resulting in 9,695 probes that were used for further analysis.

Microarray analysis
Gene expression

As a first step in the analysis of pre-processed data, we identified the differentially expressed
genes by means of the Partek Genomic Suite (Partek Inc. St Louis, MO, USA). Unsupervised
hierarchical clustering of the samples was done by using Partek Genomic Suite software, with the
euclidean distance as proximity measure and the average-linkage method as linkage criteria. We also
applied principal components analysis (PCA), to simplify the analysis and visualization of the
expression data sets. The data discussed in this publication have been deposited in NCBI’s Gene
Expression Omnibus [25] and are accessible through GEO Series accession number GSE27544
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE27544).

Gene ontology
Gene Ontology (GO) information was used to assign biological meaning to selected genes,

[26, 27] using csbl.go, a recently published tool, implemented as an R package [28, 29]. Furthermore,
after analysing the set of genes and their GO annotations, we computed the most enriched GO terms.
P-values were obtained by applying Fisher’s exact test.

Pathways
The data sets of differentially expressed genes were uploaded into the Ingenuity Pathways

Knowledge Base (IPKB) (IPA program) for the construction of networks and the analysis of
biofunctions and biological pathways [30].
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Microarray data validation
Real-time RT-PCR and immunohistochemical analysis were performed to validate the
microarray data.

Real-time RT-PCR analysis
Total RNA was extracted from 10 new sections (30um thick) of each tumour specimen and

from microdissected fragments using miRNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
recommendations. cDNA synthesis was performed with the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad),
using 1ug RNA and following the manufacturer’s instructions. RT-PCR products were analysed for
gene expression of four target genes identified in microarray analysis: B2m (RNA isolated from
tumour microdissected fragments), MIP1a (CCL3), TGF1p and STAT1 (RNA isolated from 10 serial
cuts of tumour specimen) by quantitative real-time RT-PCR. To control for variations in amounts of
MRNA, we also tested glucose-6 phosphate dehydrogenase (G6PDH) as control gene. All reactions
were performed in a LightCycler instrument using the LC-FastStart DNA Master SYBR Green | kit
(Roche Diagnostics, Manheim, Germany) with the exception of G6PDH and B2m, for which FastStart
DNA Master Plus HybProbe Kit (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) was used. HouseKeeping
Gene Set kit (Roche Diagnostics) was used for G6PDH amplification. B2m primers used in the
analysis were: FW5’TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC3’ ; BwS’'TTCTGGCCTGGAGGCTATC3’
(TIB MOLBIOL, Berlin, Germany). Primers used for MIPlo (CCL3), TGFIf and STAT1 gene
amplification reactions were part of the LightCycler-Primer Set (GmbH, Heidelberg, Germany). The
final expression levels of target genes were given relative to the expression levels of GGPDH.

Real-time PCR data were expressed as median + standard deviation. Normal distribution of
results was confirmed by Kolmogorov—Smirnov test. The Student’s t test was used to analyse data in
the validation experiment. Statistical significance was defined as P < 0.05. SPSS version 15.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL) was used for data analyse.

Immunohistological study
Immunohistological techniques were applied as specified above. For the staining of tumour
infiltrates, we took consecutive cuts (4—-8um thick) from the frozen tumour specimen used to obtain

histological sections for RNA isolation. The following mouse mAbs were used to stain tumour
infiltrates: GRT2 (anti-CD45), produced in our lab [31]; OKT3 (anti-CD3 hybridoma, ATCC,
Teddington, UK), OKT8 (anti-CD8 hybridoma, ATCC), anti-CD4 (Clone RPA-T4, Becton-Dickinson
Biosciences (BDB), San Jose, CA), anti-perforin (Clone 6G9, BD Biosciences), anti-CD64 (Clone
10.1, BD Biosciences), anti-CD206 (macrophage mannose receptor; Clone 19.2, BD Biosciences),
anti-CD163 (macrophage scavenger receptor; Clone Ber-Mac3, MBL, Woburn, MA) and anti-CD56
(Clone 123C3, Dako, Barcelona, Spain. A mouse monoclonal Ab (1D4.1) provided by Dr. Jaime
Sancho (Department of Cellular Biology and Immunology, Instituto de Parasitologia y Biomedicina,
Granada, Spain) was used to stain the CD3 complex ¢ -chain [32].

Two observers analysed tissue tumour infiltrates, defining the infiltrate for each mAb staining
as: stromal (inflammatory infiltrate surrounding tumour mass), interstitial (in fibrous septa around
glands), or intratumoral (inflammatory cells in close contact with neoplastic epithelial cells). Each
stromal, interstitial and intratumoral infiltration was scoredmas: 0 (Absent), + (Low), ++ (Moderate)
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and +++ (High). In the statistical analysis, for each studied tumour, we calculated the overall
infiltration score (0-9) for each marker (CD45, CD3, CD8, CD64, CD163, CD206, CD247 [CD3
complex (-chain] and perforin) separately, as the sum of the scores for stromal, interstitial and
intratumoral infiltration. After the normal distribution of the data was confirmed by means of the
Kolmogorov—-Smirnov test, one-way ANOVA and Tukey post hoc tests were used to compare the
means for each marker. P < 0.05 was considered significant. SPSS version 15.0 (SPSS, Inc., Chicago,
IL) was used for the data analyses.

Results

Gene expression profiles

Parket Genomic Suite software was used for unsupervised hierarchical clustering analysis
from the significantly differentially expressed sequences. As expected, the samples tended to cluster
together in accordance with their experimental conditions. Figure 1a depicts the hierarchical clustering
for 2,057 sequences differentially expressed across all groups (P < 0.05), showing that the control
group and MSS/HLA-negative samples are more closely related and have similar gene expression
profiles, whereas MSI samples, except for the CRC-4 tumour, clearly differ from the
rest, as confirmed by PCA of the significant sequences. Patient groups can be distinguished into a
linearly separable gene expression data space (Fig. 1b). The statistical analysis revealed 1,974 and
1,070 sequences corresponding to genes differentially expressed in MSI versus MSS/HLA-positive
and in MSS/HLA-negative versus MSS/HLA-positive tumours, respectively. Comparison of MSI and
MSS/HLA-positive groups revealed upregulation of 964 genes and downregulation of 1,010 genes in
the former.

Gene function analysis

GO functions associated with the differentially expressed genes in the MSI versus control
(MSS/HLA-positive) experiment were: apoptotic program (72 genes, P = 5.5:10%), leucocyte
activation (43 genes, P = 1.8:10®), T-cell activation (24 genes, P = 6.3-10™), chemotaxis (24 genes, P
= 9.8:10%), inflammatory response (40 genes, P = 2.3:10?) or cytokine production (10 genes, P =
1.9-10%). Among the last three groups, we mainly focused on the genes involved in the inflammatory
response and cytotoxic activity.

Differentially expressed immune response genes in MSI tumours versus MSS/HLA-class I-
positive (controls) tumours

Fifty-two genes associated with inflammatory and cytotoxic functions were differentially
expressed (P < 0.05) inmMSI tumours versus controls (Tables 2 and 3). Most of these genes were
upregulated (fold change ranging from 1.4 to 6.79) in MSI tumours, (Fig. 2a), and only genes involved

93



Cancer Immunol Immunother (2012) 61(6):803-16

in anti-inflammatory pathways (TGFBR2, GPX2) and eosinophil chemotaxis (CCL11) were down-
regulated.

Genes related to inflammation (cytokines and chemokines)

Among the upregulated differentially expressed genes (Table 2), we found genes encoding
macrophage- and T lymphocyte-attractant chemokines and cytokine receptors (CCL3, CCL18,
CXCL16, IL15RA), molecules related to cytokine-signalling pathways (TNFAIP6, STAT1, STAT5A,
NFIL3, SPP1), proteins implicated in the extravasation of leucocytes from blood to tissues (ICAM1,
ITGB2, ITGAM, ROCK1) and molecules that contribute to inflammation (CLEC2B, S1PR3, PTAFR,
ALOX5).

b PCA Mapping (56.8%)
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Fig. 1. Bidimensional-hierarchical clustering and PCA of MSI, MSS/HLA-negative and MSS/HLA-positive
(control) cancers, using 2,057 significantly differentiated sequences (P < 0.05). a Two-way hierarchical
clustering in which samples (columns) and array targets (rows) were ordered. Red, upregulated; green,
downregulated. MSI tumours, except for the CRC-4 sample, were clearly differentiated from MSS CRCs (HLA
negative and HLA positive), which shared similar expression profiles. b Discriminating genes were used to
generate a three-dimensional (from 2,057 dimensional plot) plot of the data. The cumulative proportions of the
variance captured by each principal component are (1) principal component axis, 31.8%; (2) principal
component axis, 18.3%; and (3) principal component axis, 6.68%. PCA-based multidimensional scaling
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visualization separated MSI, MSS/HLA-negative and MSS/HLA-positive (controls) samples into linearly
separable 2,057-gene expression data spaces.

Macrophage-related genes
We also observed several upregulated macrophage marker genes (Table 2), including genes
for Fc Receptors (FCGR2A, FCGR2B, FCGR1A...), PAMP receptor (CLEC7A), scavenger receptor
related to M2 macrophages (CD163), co-activator molecule (CD86), TLRs and proteins implicated in
TLR signalling pathway (CD14, TLR2, TLRS, LY96, TICAMZ2) and molecules involved in macrophage
activation (JMJDG6) (Fig. 2b).

Lymphocyte activation and cytotoxicity-related genes
We found overexpressed gene sequences related to T lymphocytes (Table 3; Fig. 2c),

including those encoding for: molecules that participate in signal transduction through the TCR
(CD53, a chain of TCR, { chain of CD3 (CD247), LCP2, FYN, NFATC2IP); proteins involved in cell
activation and proliferation (TCIRG1, CD84); cytolytic activity markers (RNF19B, TNFSF9, GNLY,
PRF1); and a protein expressed in activated T cells that negatively regulates the TGFS pathway
(CD109).

A further gene encoding a negative regulator of immune response, Arginase 1l (ARG2), was
upregulated in MSI tumours versus controls (Table 2).

NKG2D-ligand-encoding genes (MICA, MICB, ULBP2) were also upregulated in MSI
tumour cells versus controls, implying that MSI tumour cells expressing these stress molecules may be
susceptible to the cytotoxic activity of T or NK cells through their NKG2D receptors (Table 3).

Immune response-related genes differentially expressed in MSS/HLA-class 1-negative versus
MSS/HLA-positive tumours (controls)

Genes differentially expressed between MSS/HLA-negative tumours and controls were related
to: cell adhesion (64 genes, P = 5.8:107), immune response (45 genes, P = 0.01), phagocytosis (9
genes, P = 2:10°%), chemotaxis (17 genes, P = 3.4-10%) and negative regulation of apopto sis (29 genes,
P = 6.6:10%). The MSS/HLA-negative group showed upregulation versus controls of genes
encoding: monokines and other chemokines (CCL3, CCL4, CCLS8, fold change >4), macrophage
markers (FCGR1A, FCGR2A, FCGR2B, FCGR2C,CD14, TLR2, TLR8, CLEC7A, MRC1, CD163)
(fold change ranging from 2 to 5.26), other molecules related to TLR pathway (LY96, fold change =
2.86; TICAM2, fold change = 2.2), and antigen-presenting cell (CD86, fold change = 3.28; IFI130, fold
change = 2.25) markers, transcription factors detected in nuclei of monocytes and granulocytes
(MNDA, fold change = 3.12) or involved in monocyte/macrophage differentiation (MAFB, fold
change = 2.07), neutrophil-related markers (NCF2, fold change = 2.84; SPARC, fold change = 1.91),
adhesion-related molecules (SKAP2, fold change = 3; ITGAM, fold change = 4.53; ICAM1, fold
change = 2.12; ROCK1, fold change = 1.35), complement-related molecules (C1QB, fold change =
2.83; C3AR1, fold change = 3.06), negative regulators of immune response (VSIG4, fold change = 5.2;
PPP3CB, fold change = 1.3; PLA2G7, fold change = 3.13) and molecules involved in the TGFf

95



Cancer Immunol Immunother (2012) 61(6):803-16

pathway (TGFB1, fold change = 1.83; TGFB3, fold change = 3.37) and the downregulation of genes
related to antigen processing machinery and MHC class | molecules (TAP2, fold change = -1.56;

ERAPL, fold change = -2.22; B2m, fold change = -2.44).

Table 2 List of inflammatory- and macrophage markers-related gene-specific probes differentially expressed (P < 0.05) between MSI and MSS/

HLA-positive (control) colorectal cancers

Probe ID Entrez gene Fold change

P-value

Gene symbol

Gene name

Cytokine, chemokine and inflammation-related molecules

205114_PM_s_at 414162 5.09 0 CCL3 Chemokine (C—C motif) ligand 3
210133_PM_at 6356 —6.15 0.01 CCL11 Chemokine (C—C motif) ligand 11
32128_PM_at 6362 6.79 0.01 CCLI8 Chemokine (C—C motif) ligand 18
223454 _PM_at 58191 1.92 0 CXCLI6 Chemokine (C-X-C motif) ligand 16
207375_PM_s_at 3601 1.47 0.03 ILI5RA Interleukin 15 receptor, alpha
206026_PM_s_at 7130 4.79 0 TNFAIP6 Tumour necrosis factor, alpha-induced protein 6
209969 _PM_s_at 6772 2.09 0.02 STAT Signal transducer and activator of transcription 1, 91 kDa
203010_PM_at 6776 1.76 0 STAT5A Signal transducer and activator of transcription SA
209875 _PM s at 6696 21.15 0 SPP1 Secreted phosphoprotein 1
209949 PM_at 4688 3.24 0 NCEF2 Neutrophil cytosolic factor 2
203574_PM_at 4783 1.46 0.04 NFIL3 Nuclear factor, interleukin 3 regulated
209732 _PM_at 9976 2 0.02 CLEC2B C-type lectin domain family 2, member B
202638 _PM_s_at 3383 2.36 0 ICAM 1 Intercellular adhesion molecule 1
202803_PM_s_at 3689 2.49 0.02 ITGB2 Integrin, beta 2 (complement component

3 receptor 3 and 4 subunit)
205786_PM_s_at 3684 4.02 0 ITGAM Integrin, alpha M (complement component

3 receptor 3 subunit)
214578 _PM_s_at 6093 1.39 0.03 ROCK1 Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1
228176_PM_at 1903 219 0 SIPR3 Sphingosine-1-phosphate receptor 3
211661_PM_x_at 5724 1.98 0.01 PTAFR Platelet-activating factor receptor
204446_PM_s_at 240 1.82 0.03 ALOXS5 Arachidonate 5-lipoxygenase
202831_PM_at 2877 —-1.8 0.01 GPX2 Glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal)
208944 _PM_at 7048 —-1.55 0.03 TGFBR2 Transforming growth factor, beta receptor II (70/80 kDa)

Macrophage markers
203561_PM_at 2212 332 0 FCGR2A Fc fragment of IgG, low affinity IIa, receptor (CD32)
210889_PM_s_at 2213 2.76 0.01 FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32)
210992_PM_x_at 9103 2.63 0.01 FCGR2C Fc fragment of IgG, low affinity Ilc, receptor for (CD32)
216950 PM s at 1001324174/ 3.79 0.01 FCGRIAYW Fc fragment of IgG, high affinity Ia///Ic, receptor (CD64)
2209 FCGRIC

210895_PM_s_at 942 2.92 0.02 CD86 CD86 molecule
201743_PM_at 929 2:31 0.01 CDi4 CD14 molecule
212722 PM_s_at 23210 1.38 0.04 IMID6 Jumonji domain containing 6
221698 _PM_s_at 64581 2.57 0.01 CLEC7A C-type lectin domain family 7, member A
203645_PM_s_at 9332 4.56 0 CDIi63 CD163 molecule
203946_PM_s_at 384 3.14 0.02 ARG 2 Arginase, type II
204924 PM_at 7097 271 0 TLR2 Toll-like receptor 2
229560_PM_at 51311 2.95 0.01 TLRS8 Toll-like receptor 8
206584_PM_at 23643 2.48 0.02 LY96 Lymphocyte antigen 96
228234 _PM_at 35376 3.12 0 TICAM?2 Toll-like receptor adaptor molecule 2
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Table 3 List of T lymphocyte and cytotoxicity markers-related gene-specific probes differentially expressed (P < 0.05) between MSI and MSS/
HLA-positive (control) colorectal cancers

Probe ID Entrez gene  Fold change  P-value  Gene symbol Gene name

217143 _PM_s_at 6955///6964 2.9 0.05 TRA@//TRD@ T-cell receptor alpha locus///T-cell receptor delta locus

210031_PM_at 919 2.6 0.05 CD247 CD247 molecule

205269_PM_at 3937 2.46 0.02 LCcp2 Lymphocyte cytosolic protein 2 (SH2 domain containing
leucocyte protein of 76 kDa)

216033 _PM_s_at 2534 2.95 0 FYN FYN oncogene related to SRC, FGR, YES

36564_PM_at 127544 1;55 0.03 RNFI19B Ring finger protein 19B

203416_PM_at 63 2:32 0.03 CD53 CD53 molecule

205988_PM_at 8832 2.49 0.01 CD&84 CD84 molecule

204158_PM_s_at 10312 1.46 0.04 TCIRGI T-cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting,
lysosomal VO subunit A3

212809 _PM_at 84901 1.56 0 NFATC2IP Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 2

206907_PM_at 8744 3.81 0.03 TNFSF9 Tumour necrosis factor (ligand) superfamily, member 9

223501_PM_at 10673 2.56 0.01 TNFSF13B Tumour necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b

226545_PM_at 135228 5.61 0 CD109 CD109 molecule

37145_PM_at 10578 4.62 0.01 GNLY Granulysin

214617_PM_at 5551 3.02 0.02 PRFI Perforin 1 (pore forming protein)

238542_PM_at 80324 4.99 0.02 ULBP2 UL 16-binding protein 2

205904_PM_at 4276 1.82 0.01 MICA MHC class I polypeptide-related sequence A

206247 _PM_at 4277 24 0.01 MICB MHC class I polypeptide-related sequence B
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Fig. 2. a Bidimensional-hierarchical clustering of MSI and MSS/ HLA-positive (control) cancers, using 52
significantly differentiated sequences (P < 0.05). Red, upregulated; green, downregulated. Discriminator
sequences, related to inflammatory and cytotoxic functions, were mainly upregulated in MSI tumours. b, ¢
Ingenuity pathways analysis (IPA) of 26 differentially expressed genes in MSI CRCs versus MSS control groups
that were qualified as networks. b This network centred on various macrophage markers, cytokines and
chemokines. All differentially expressed genes were upregulated (red). Increased gene expression of MIP-1a
(CCL3) but not STAT1 was confirmed by RT-PCR analysis (Table 4). ¢ This network centred on T lymphocyte
activation via TCR and cytotoxicity, with 12 molecules from the data set of differentially expressed genes that

were upregulated
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Microarray data validation

Real-time PCR analysis and _ . _
. . . Table4 Summarized results of quantitative real-time RT-PCR analy-
immunohistochemistry were performed s in CRC samples

to validate microarray results. Four Ratio®  Ratio® Ratio® Py——
statistically ~ significant genes were MSI MSSHLA-  MSS/HLA-
. tumours  negative ositive

selected for these experiments: STAT1 tur‘?lours fmom
and MIPlo (CCL3) gene sequences
were upregulated in MSI tumours = e s e

Preg ] . STATI 10.5 372 0.16
Compared with MSS/H LA-pOSItIVG MIPlo (CCL3) 6.018 0418 0.04
(control) group, and TGFIf and B2m  TGFpI 2.3.1072 7.107% 0.02

genes were up- and downregulated, Ty ion results of B2m, MIPIx (CCL3) and TGFBI genes by Real-
respectively, in  MSS/HLA-negative  Time RT-PCR confirmed the data obtained in microarray analysis
(P = 0.05), excluding STAT! gene expression, for which no significant

tumour group versus controls. L T R

Real-time PCR confirmed these findings = Mean values of target gene mRNA copy numbers normalized against
(P < 0.05), with the exception of STAT1 ~ G6PDH mRNA copy numbers
gene expression, which did not significantly differ between MSI tumours and controls (Table 4).

The microarray analysis results were also confirmed by immunohistochemistry, measuring the
expression of two proteins encoded by discriminator genes identified in the MSI/control comparison:
CD3 complex {-chain and perforin (Table 3). Expression of these proteins was higher in MSI tumours
than in control CRCs (Fig. 3; Table 5). Expression of the selected proteins was closely related to the
presence of cytotoxic CD8+T cells in the tissue. We observed a high infiltration by these cytotoxic
CD8+T Ilymphocytes in MSI tumours (Fig. 3a; Table 5), which is also compatible with the
upregulation of other genes expressed by these cells and identified in the MSI/control comparison
(GNLY, o chain of TCR, RNF19B, TNFSF9, LCP2, FYN, NFATC2IP, TCIRGL1, etc. [fold change >
1.46]) (Table 3). MSI tumours showed the highest leucocyte infiltration, represented mainly by
CD8+T lymphocytes, whereas the leucocyte infiltration was lower in MSS/HLA-negative samples,
with low or absent CD8+ cells (Fig. 3a, ¢) [20]. MSS/HLA-positive tumours (controls) largely
showed moderate/high leucocyte infiltration, with a low presence of CD8+ cells in comparison to MSI
tumours (Fig. 3b).

The density of M1 (CD64) macrophage infiltration was similar among the three CRC groups
(Fig. 3j—1). M2 macrophages (CD163, CD206) were detected in all selected CRC samples, with no
major differences in infilltration pattern among tumour groups (Fig. 3m-o; Table 5). No significant
differences in infiltration density were found between M1 and M2 macrophages in any CRC group
(Fig. 3j—0). The microarray data showed significant differences in the expression of genes related to
M1 (FCGR2A, FCGR2B, FCGR1A, CD86, CD14, TLR2, TLR8 (fold change > 2.31)) and M2 (CD163,
ARG?2 (fold change > 3.14)) macrophages between MSI tumours and controls, but these differences
were not reflected in the immunohistochemistry results (Table 5). This discrepancy may be due to the
semi-quantitative nature of immunohistochemical analysis and the intense infiltration by macrophages,
which accumulated mainly in interstitial and stromal tissue areas. Accordingly, further Real-Time
PCR studies are warranted to confirm the microarray data.

99



Cancer Immunol Immunother (2012) 61(6):803-16

b cps
L R

e CcD3 complex ;—cham f cD3 comp lex {-cham

'wr% ?g -

s

g Perforin h  perforin i Perforin

o CD163

\t <=3 '% j
e
A ot ; \i ,hbg

"Mr
P

;..('
e )

Fig. 3 Immunohistological results of microarray data validation in CRC tissue samples. a MSI tumour (CRC-6),
b MSS/HLA-positive (control) tumour (CRC-19) and ¢ MSS/HLA-negative tumour (CRC-14). A higher
infiltration by CD8+ cells was observed in MSI tumour versus control CRC, whereas no CD8+ cells were
observed in MSS/HLA-negative CRC. d Elevated expression of CD3 complex {-chain in MSI tumour (CRC-1)
compared with e Control tumour (CRC-19) and f MSS/HLA-negative sample (CRC-14). Perforin staining in
paraffin-embedded samples was higher in g MSI tumours (CRC-6) than in h Control tumours (CRC-16) and i
MSS/HLA-negative CRCs (CRC-11). No differences were observed in infiltration by M1 (CD64) and M2
(CD163) macrophages in CRC samples. j, m MSI tumour (CRC-1); k, n MSS/HLA-positive sample (CRC-19); |
MSS/HLA-negative CRCs (CRC-11) and o (CRC-12).
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Table § Summarized results of immunohistochemical study of leuco-
cyte infiltration in CRC samples

Markers MSI MSS/ MSS/HLA-  P-value
tumours  HLA- positive

negative tumours

tumours {(controls)
CDh45 4+ A+ +++ <0.001
CD3 i+ + + 0.001
CDS8 ++2 0/+ + <0.001
CD247 ({chain)  ++° 0/+ + <0.001
Perforin ++2 0/+ + <0.001
CDo64 ++ +++ ++ 0.63
CD163 +4++ +++ ++ 0.51
CD206 ++ +++ +++ 0.84

The scoring system and statistical analysis used are reported in “Materials and methods”.

In the table, the score represents intensity of infiltration: +++ (high), ++ (moderate); + (low); O (absent). One-
way ANOVA test was used to compare the mean of each marker between the three CRC groups: We observed
significant differences in infiltration by total leucocytes (CD45) and T (CD3) lymphocytes, represented by
CD8+ cells, between CRC groups. CD247 and perforin expression were higher in MSI tumours than in MSS
CRCs. No significant differences were observed in infiltration by classical or M1 macrophages (CD64) and by
immunosuppressive or M2 macrophages (CD163 and CD206) among tumour groups.

After using the Tukey post hoc test, significant differences were found between MSI and control groups (CD45,
P =0.001; CD3, P =0.001; CD8, P = 0.001; CD247, P = 0.001 and perforin, P = 0.001) and between MSI and
MSS/HLA-negative tumour groups (CD45, P < 0.001; CD3, P = 0.003; CD8, P < 0.001, CD247, P < 0.001 and
perforin, P = 0.001). There was no significant differences in infiltration by CD45 (P = 0.85), CD3 (P = 0.88), or
CD8 (P = 0.18) cells and in CD247 (P = 0.8) or perforin (P = 0.1) expression between MSS/HLA-negative and
control tumours

Discussion

In this study, we compared the genome-wide gene expression microarray analysis profile
between HLA-class I-negative tumours (MSI and MSS) and HLA-class I-positive tumours (controls).
A main finding was that the two groups of HLA-class I-negative tumours (MSI and MSS) differed
in the number of differentially expressed genes related to local anti-tumour immune reactivity, which
was confirmed by hierarchical cluster analysis.

Only a small number of genes were differentially expressed (P < 0.05) between MSS-HLA-
class I-positive and MSS/HLA-class I-negative tumours, including the upregulation of molecules
involved in TGFp pathway (TGFB1, TGFB3) and, as expected, the downregulation of genes related to
antigen processing machinery and MHC class | molecules (TAP2, ERAPI, B2m) in the HLA-I-
negative group versus controls.

Among the 9,695 genes analysed, the expression of 2,057 significantly differed among all of
the groups. Samples were non-randomly enriched in various categories of biological processes,
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including leucocyte activation, T-cell activation, inflammatory response or cytokine production, all of
which showed a significantly higher expression in MSI versus MSS (control) cancers. Apoptosis was
another GO category that discriminated between these cancers (P = 5.5:10%), identifying 72 genes
with pro- or anti-apoptotic functions that were over- or under-expressed in MSI cancers. This
observation highlights the complex interaction between pro- and anti-apoptotic agents in MSI
tumours, which requires further investigation.

A marked difference between MSI tumours and controls was also found for 52 genes involved
in inflammatory responses against cancer (Tables 2 and 3), including the overexpression (in MSI) of
genes related to immune response intensity and cytotoxic cell activity. The observed pattern of gene
expression might be considered as a biomarker for MSI cancers.

Ingenuity pathway analysis (IPA) showed that the mechanisms underling the generation of
variants with defective HLA class | expression differed according to the MSI/MSS phenotype (Figs.
2b, ¢). For instance, 40 genes in the inflammatory and cytotoxic signalling pathway were upregulated
(P = 0.02) in MSI versus MSS/HLA-positive tumours, suggesting the importance of this pathway in
the MSI groups.

The immunohistochemical data showed higher infiltration by CD8+T lymphocytes with
activated phenotype in MSI tumours versus controls (Fig. 3a, b). In agreement with these findings, the
microarray data evidenced overexpression in MSI tumours of genes encoding lymphocyte markers
related to: TCR-mediated signal transduction and lymphocyte activation, proliferation and cytotoxic
activity. The high infiltration of CD8+ lymphocytes in MSI tumours may result from the release of
specific chemokines. In this context, cytokines detected in MSI tumours were reported to favour
recruitment of cytotoxic T cells and increase Thl responses and upregulation of antigenic peptides
potentially recognizable by CD8+T lymphocytes [8, 33]. In the present study, we identified a higher
expression of genes encoding macrophage- and T lymphocyte-attractant chemokines and cytokines,
molecules related to cytokine-signalling pathways and proteins implicated in the extravasation of
leucocytes from blood to tissues. However, MSI cancers showed a markedly decreased expression of
TGFBR2 gene versus MSS controls (Table 2). MSI analysis revealed that 6 out of 8 MSI carcinomas
showed instability in the microsatellite marker of the coding region in TGFBR2 gene [20], confirming
that this gene is frequently affected by the MSI pathway due to mutational inactivation [34]. However,
we detected no appreciable differences in the intensity of infiltration and gene expression profiles
between TGFBRII wild type tumours (CRC-2 and CRC-6) and the remaining MSI cancers with
instability in this microsatellite marker.

In MSI carcinomas, the overexpression of M1 markers involved in inflammation and Thl
responses was more frequent than the overexpression of M2 markers related to inhibitory functions.
However, despite this finding, no major differences were observed by immunohistochemistry between
M1 (CD64) and M2 (CD163) polarized macrophage populations in MSI tumours (Fig. 3j—0). The
above findings suggest that a combined analysis of microarray and immunohistochemical data might
be useful to comprehensively assess tumour-host interactions. Thus, our data suggest that the immune
microenvironment of MSI tumours favours immune-mediated tumour rejection, in line with previous
suggestions of the protective role of immune infiltrates in colorectal tumours [35-38].
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However, the outgrowth of MSI CRCs, despite the presence of a dense lymphocytic
infiltration, is probably due to several mechanisms that interfere with the efficacy of the host immune
response in vivo [39-41]. We found two possible mechanisms for tumour immune evasion in the MSI
tumours studied: First, total loss of HLA class | molecules on tumour cell surface, mainly attributable
to the accumulation of somatic mutations in the B2m gene and cell clonal expansion [20]; second,
inhibition of T-cell responses by factors associated with the presence of M2 macrophages. For
instance, we found increased gene expression levels of ARG2 (fold change = 3.14) and VSIG4 (V-set
and immunoglobulin domain containing 4, fold change = 4.08) in MSI tumours compared with
controls [42, 43].

We believe that molecular inactivation due to somatic mutation of the B2m gene may play a
critical role in MSI tumour development, whereas this mutation was less frequent in the present MSS
cancers. Interestingly, the presence of CTLs in MSI may be a necessary but not suffcient condition for
tumour rejection. In fact, the high infiltration of CD8+ lymphocytes in MSI tumours persists after
immunoedition (immune selection of B2m-deficient cells), probably recruited or locally expanded by
the elevated expression of specific chemokines in the tumour microenvironment.

Finally, genes encoding NKG2D ligands (MICA, MICB and ULBP2) were found to be
overexpressed in MSI tumours compared with controls, which, together with the total loss of HLA
class | expression, could promote the cytotoxic activity of NK cells and CD8+ NKG2D+ T
lymphocytes. Although the absence or downregulation of HLA class | renders cells susceptible to NK
cells, we found only scant CD56+ cells in most of the tumours, with no differences as a function of
HLA class | cell surface expression, in agreement with previous reports [44, 45].

In summary, immune-mediated tumour rejection may be favoured by the characteristics of
MSI tumours, including the abundant generation of new immunogenic frameshift peptides presented
to CTLs and the dense infiltration with CTLs. Nevertheless, changes in the intrinsic phenotype of
cancer cells (e.g. total HLA class loss) and the participation of immune regulatory mechanisms can
lead to tumour immune escape. Finally, our results also strongly suggest a divergence in the
mechanisms that drive immune escape in HLA-I-negative MSI and MSS tumours.
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Abstract

Classical MHC molecules present processed peptides from endogenous protein antigens on the cell
surface, which allows CD8" cytotoxic T lymphocytes (CTLs) to recognize and respond to the
abnormal antigen repertoire of hazardous cells, including tumor cells. The light chain, p2-
microglobulin (62m), is an essential constant component of all trimeric MHC class | molecules. There
is convincing evidence that f2m deficiency generates immune escape phenotypes in different tumor
entities, with an exceptionally high frequency in colorectal carcinoma (CRC) and melanoma. Damage
of a single f2m gene by LOH on chromosome 15 may be sufficient to generate a tumor cell
precommitted to escape. In addition, this genetic lesion is followed in some tumors by a mutation of
the second gene (point mutation or insertion/deletion), which produces a tumor cell unable to express
any HLA class | molecule. The pattern of mutations found in microsatellite unstable colorectal
carcinoma (MSI-H CRC) and melanoma showed a striking similarity, namely the predominance of
frameshift mutations in repetitive CT elements. This review emphasizes common but also distinct
molecular mechanisms of f2m loss in both tumor types. It also summarizes recent studies that point to
an acquired 2m deficiency in

response to cancer immunotherapy, a barrier to successful vaccination or adoptive cellular therapy.

Keywords
HLA class I, 2 microglobulin, Microsatellite instability, Human leukocyte antigen, Tumor immune
escape, Loss of heterozygosity

Abbreviations

p2m: p2-microglobulin; CRC: Colorectal cancer; HLA: Human leukocyte antigen; MHC: Major
histocompatibility complex; LOH: Loss of heterozygosity; MMR: Mismatch repair; MSI-H: High
microsatellite instability; MSS: Microsatellite stability

Introduction

The classical MHC class | molecule is a trimeric complex consisting of a variable heavy chain,
encoded by human HLA-A, HLA-B, and HLA-C genes, the processed antigen peptide bound to the
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heavy chain groove, and the constant f2m light chain. Specific recognition of this complex by the T-
cell receptor triggers cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity, which is currently exploited in active
(vaccination) and passive (adoptive cellular therapy [ACT], antibody therapy) cancer
immunotherapies. Although ACT and antibody therapy achieved remarkable clinical responses in
recent clinical trials, their efficacy is dependent on the MHC class I expression level of the tumor.
Various studies have indicated that CD8-positive CTLs play a major role in destroying virus-infected
cells and tumor cells [1]. CTL-mediated tumor rejection is not only observed in cancer but also in
allograft rejection, graft-versus-host disease, and autoimmune diseases, in which identical molecular
pathways lead to T-cell activation, suggesting the existence of an immunological constant of rejection
[2].

Evidence is accumulating that loss of MHC class | expression is an obstacle to successful
cancer immunotherapy [3, 4]. The implication of f2m gene in the generation of HLA class I-loss
tumor variants is well established [5], and different types of mutation can knock down the capacity to
synthesize the f2m protein required to produce a functionally active HLA class | molecule [6-8]. A
number of these mutations have been detected in analyses of cell lines and tumor tissue, ranging from
insertions and deletions of nucleotides in repetitive sequence motifs to single base substitutions in one
S2m allele in combination with the loss of large segments of chromosome 15921 encompassing the
second p2m allele [9, 10]. These mutations were found to modify S2m expression, inhibiting
transcription of the gene or, more frequently, by abrogating translation of the mRNA in some cases or
by the synthesis of a nonfunctional protein.

Recent data obtained in our laboratory indicate that one £2m gene copy is inactivated by loss
of heterozygosity (LOH) on chromosome 15 in various human tumors [11]. We also reported evidence
in some tumors of LOH on chromosome 1521, which contains the f2m gene, implying that these
tumor cells, with an apparently normal HLA class | expression, can already harbor one hit in one f2m
gene [11]. These tumor cells are therefore precommitted to an HLA class | total loss phenotype. These
findings also suggest that the complete loss of HLA class | antigen expression by this particular
molecular mechanism results from successive mutational events [8]. However, other molecular
mechanisms can be used by some tumor cells to produce HLA class | total loss, for example, the
coordinated downregulation of the transcription of HLA class | heavy chain, f2m and antigen
presentation machinery genes in bladder carcinomas [12]. There are also human tumors with a high
frequency of HLA class | total loss phenotype in which the £2m mutation is not involved, for example,
40 % of prostate cancers [13] and 52 % of breast cancers. (I. Maleno unpublished results), although
the precise molecular mechanism is not known.

The present review describes the different f2m mutations reported in tumor tissues and cell
lines and examines whether they follow a particular distribution pattern. We focus on data obtained
from colorectal cancer (CRC) with mismatch repair deficiency that exhibit the high microsatellite
instability phenotype (MSI-H) and melanoma, in which 2m alterations are a common mechanism for
generating the HLA class I total loss phenotype. Our analysis reveals specific f2m gene mutation
patterns in MSI-H CRCs and melanomas, suggesting a possible mechanistic origin of these mutations
in the context of molecular cancer pathways.
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Somatic g2-microglobulin mutations in human cancer

The 2m gene consists of 4 exons that encode a protein of 119 amino acids in length. Exons 1
and 2 contain a total of 4 repetitive nucleotide sequences: exon 1 harbors a [CT], motif, encompassing
codon 13-15, and exon 2 harbors two As repeats, ranging from codon 67-68 and 94-95, and one Cs
sequence encompassing codon 91-92. Tables 1 and 2 summarize the different deletions, insertions,
and single base substitutions that have been identified in the f2m gene of tumor cells and associated
with a total loss of HLA class | expression.

Microdeletions/insertions in repetitive nucleotide motifs of the g2-microglobulin
gene

As shown in Table 1, frameshift mutations at coding mononucleotide repeats have been most
frequently detected in MSI-H CRC samples (Co), both in cell lines and colon cancer tissues. There is a
high frequency of nucleotide deletions (del) affecting repeat regions of exon 1 and exon 2 (Fig. 1). The
[CT]4 region of exon 1 has been defined as a mutation hotspot in MSI-H CRC [7, 14]. Fourteen out of
a series of 28 (including CRCs tumor specimens and tumor cell lines) were found to harbor
deletions/insertions in this repetitive sequence [7] (Table 1). Mutations in the CT repeat of exon 1
have been associated with a mutator phenotype in CRC [7, 15], reflecting an increase in genetic
instability during tumor development due to defects in the DNA mismatch repair (MMR) system [16,
17]. These defects are generally caused by a loss of mismatch repair (MMR) function in cancer cells,
secondary to inactivation of MMR genes such as MLH1 or MSH2 [18, 19]. In sporadic CRCs, the
MLH1 gene could be silenced by promoter hypermethylation [20]. In this context, it has been reported
that most Lynch syndrome cases have germline mutations in MSH2 or MLH1 genes [21], favoring the
development of CRC and other tumors with microsatellite instability (MSI) [17, 22]. MSI-H
phenotype was detected in 18 out of the 28 CRC:s listed in Table 1.

Tumors with MSI are characterized by a form of genetic instability that manifests as
frameshift mutations, deletions, or insertions in microsatellite DNA and as short repetitive sequences.
DNA mononucleotide, dinucleotide, trinucleotide, and tetranucleotide repeats are intrinsically
susceptible to slipped-strand mispairing during replication, producing a bulge composed of an
unpaired repeat unit. If the bulge is formed on the template strand, the result is a deletion, whereas a
bulge on the primer strand yields an insertion [18, 23]. The f2m mutation frequency in MSI-H
adenomas is around 15 % and reaches about 30 % in MSI-H CRCs [24].

The mononucleotide repetitive regions (two As and one Cs ) in exon 2 of the f2m gene are
also prone to accumulate mutations (Fig. 1). Interestingly, some of the tumors of an MSI phenotype
were heterozygous and contained two different deletions, each in a copy of the f2m gene [25]. Both
Coys and Co,3 tumors harbored a microdeletion in a mononucleotide repeat sequence of exon 2, while
the other mutation was located in a nonrepetitive regions of exon 2 (Fig. 1).
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Although MSI-H mainly occurs in CRCs, the [CT], repeat is also a mutation hotspot in other
types of tumor. Half of the deletions (5 out of 10) detected in melanoma (Me) cell lines were located
in this repetitive region, as was also the case for two renal carcinoma cell lines (Re), one testicular
diffuse large B lymphoma (LyT), and one cervical cancer cell line (Cer) (see Fig. 1) [7, 26-30].
Melanoma cell lines have been investigated for the presence of MSI [31-34], but only a small
proportion of the primary melanomas reported in the literature present a MSI-H pattern, and
widespread alterations in the genome have been found [35]. Our group analyzed 30 melanoma cell
lines for the presence of an MSI phenotype, including five listed in Tables 1 and 2 (Me, , Meyo , Mey,
Meis , Meyg ); we highlight the typical deletion in CT repeat observed in Me,. However, none of the
cases showed genomic instability according to the frequency of mutations at conventional mono- and
di-nucleotide microsatellite loci [19], indicating that deletions/insertions at CT can occur in melanoma
in the absence of the MSI phenotype. Unlike MSI-H CRCs, which contain insertions and deletions in
repetitive regions of exon 1 and exon 2, melanomas only show deletions in repetitive regions of exon 1
of the f2m gene (see Fig. 2).

€045C046C0;7Coyg
PR

Me, deletion
lJ_—| STAAAAASE
e,, deletion Coy
- Coy Meyq Meg . STOP
Coyg 2(5; ™ Me,; Me,, B, Me s Cozs | o,y r 2(7:
0. 7 30 )
c%m 5 " o 1] ~ [T o |
5! | 3
Me, 7 -
/ C°42 C°12 o (20:1,g o29 (;0Ki \‘ Cow
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L’;o1 2 COg
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Fig. 1. f2m gene alterations in human tumors. Summary of the different f2m gene mutations found in tumor
samples and cell lines of melanoma (Me, n = 18), colon cancer (Co, n = 43), Daudi lymphoma (Ly, one case),
lung cancer (Lu, 2 cases), sarcomatoid renal carcinoma (Re, 2 cases), cervical cancer (Cer, one case), and
testicular diffuse large B cell lymphoma (LyT, 2 cases). The type of mutation is indicated by color according to
the legend.
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Table 1 Summary of deletion and insertion mutations in f2m gene in human tumors

Mutation® Site? A2m HLA LOH* MSI® References
expression®  expression’

Coy del CT, Homozygous 13-15 codons, Ex1 - = + o [36]
LoVo)
Co, del CTCT, Heterozygous 13-15 codons, Ex1 - = = = [36]
(SW438) del A, Heterozygous 247 codon, Ex2
Cos del CT 13-15 codons, Ex1 + i - - 1§
Coy del TCTT, Heterozygous 14-15 codons, Ex1 2= =+ = 2 [36]
(HRA19)
Cos del CT, Heterozygous 13-15 codons, Ex1 + + — [14]
(C14)
Cog del CT, Heterozygous 13-15 codons, Ex1 o= s + [14]
(C108)
Co, del CT, Homozygous 13-15 codons, Ex1 - = + [14]
(13971/92)
Cog del CT, Hemi- or 15 codon, Ex1 — — + [69]
(H630) Homozygous
Cos del CT 13-14 codons, Bx1 — — + [25]
(CO-132)
Coyg del CT 13-14 codons, Bx1 - - e [25]
(CO-135)
Coyp del TTCT 15-16 codons, Ex1 = = o [48]
Cop del CT 16 codon, Bx1 - - + [48]
Co1z ins CC 13 codon, Bx1 - - [70]
Coyg ins TT 14-15 codons, Ex1 - - + [71]
(CRC-6)
Coqs del A 67-68 codons Ex2 +
(StM185)
Coyg del CA, Heterozygous 25 codon, Ex2 = — + [25]
(CO-86) del A, Heterozygous 67 codon, Ex2
Coyy del A 68 codon, Ex2 - - b [48]
Cosg del A 95 codon, Ex2 - - & [24]
Coyg ins A 68 codon, Ex2 = = + [48]
Cogo ins A 95-96 codons, BEx2 - = 55 [24]
Cop del C 92 codon, Ex2 - - + [24]
Coy ins C 92-93 codons, Bx2 = = & [24]
Cops del C, Heterozygous 91 codon, Ex2 = — + [25]
(CO-117) del CCGTG, Heterozygous 101-102 codons, Ex2
Coyy del 11pb, Heterozygous 23-27 codons, Ex2 - = = [72]
(HCT)
Coys del TG 8-9 codons, Ex1 - [14]
(StM78)
Cozs del C 34 codon, Ex2 = = * [14]
Coy del C 110 codon, Ex2 = = [70]
Cogg del ACTACACT 86-88 codons, Ex2 = = = = [71]
(CRC-16)
Mey del CT, Hemi- or 13-15 codons, Ex1 — — + [26]
(Me1386) Homozygous
Me, del TTCT 15-16 codons, Ex1 - - + = [7]
(GR-34)
Mes del CT, Hemi- or 13-15 codons, Ex1 — — + [27]
(1106Mel) Homozygous

111



Cancer Immunol Immunother (2012) 61(9):1359-71

Table 1 continued

Mutation® Site? B2m HLA LOH* MSI’ References
expression®  expression®

Me, del CT, Hemi- or 13-15 codons, Ex1 - — + [27]
(1180Mel) Homozygous
Mes del CT, Hemi- or 13-15 codons, BEx1 - - + [27]
(1259Mel) Homozygous
Mes del G, Hemi- or Homozygous 96 codon, Ex2 - - + [73]
(SK-MEL-33)
Me, del AT, Hemizygous 62 codon, Ex2 - = + [37]
(Mel249)
Meg del 3 kb, Hemizygous First exon and a segment of first intron — — + [9]
FO-1)
Meo del 14 bp, Homozygous 79-83 codons, Ex2 - = + [26]
(Me9923)
Meio del 498 bp, Hemi- or —426 to +72 nt, including the whole  — — + = [8]
(UKRV-Mel-2b) Homozygous exon 1
Re; del G, Heterozygous 6 codon, Ex1 = = = [28]
(fibroblastoid del CT, Heterozygous 13-15 codons, Ex1

RCC52)
Re, del CT, Hemizygous 13-15 codons, Ex1 e = + [28]
(epitheloid

RCC52)
LyTy del CT, Hemizygous 14-15 codons, Ex1 - - o = [29]
(T19)
LyTs del TG, Hemizygous 4647 codons, Ex2 3 = £ = [29]
(T18)
Cer del TC or del CT 14-15 codons, Ex1 - [30]

Frameshift mutations affecting repeat sequences of the 2m gene were described by Yamamoto et al. [58] in
gastric, colorectal, and hereditary nonpolyposis colorectal cancers (HNPCC) (22, 26, and 19 frameshift
mutations, respectively), but they have not been included in the table because of the lack of
immunohistochemical studies to characterize the HLA Class | expression

?Site indicates codon number from ATG site, and exon in which it is located

¥ B2m and HLA expression: + (weak); -(negative)

* LOH at chromosome 15¢: + (presence of LOH); -(absence of LOH)

> MSI phenotype: + (presence of MSI); -(absence of MSI)

# Site indicated by authors (Ref. [36]) did not correspond with our scheme of gene codons of 52m gene
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Colorectal carcinoma
| |
EEEO
HEEEREC HO
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Fig. 2. Distribution of frameshift mutations in repeat sequences of the S2m gene in colon cancers (a) and
melanoma (b). Schematic codon sequence of the f2m gene. Deletions and insertions both affect mono (A, C) and
dinucleotide repeats (CT, CC, TT), but tetranucleotide sequences (CTCT, TCTT, TTCT) are only affected by
deletions. In colon tumors (a), deletions and insertions were detected throughout the gene repeat sequences
whereas in melanoma samples (b), deletions were only observed in the mutation hotspot of exon 1 (CT repeat
sequence).

Single nucleotide substitutions in the g2—-microglobulin gene

In addition to microdeletion/microinsertions in repetitive sequences, there have been reports of
single nucleotide substitutions in the 52m gene that lead to nonsense or missense mutations or modify
the splicing of the pre-mRNA (Fig. 3). These three types of point mutation can be generated by
transversions (pyrimidine to purine exchange and vice versa) or transitions (purine to purine or
pyrimidine to pyrimidine exchange). Transversions and transitions have both been observed in colon
carcinoma and melanoma (Table 2).

Nonsense mutations that generate a premature stop codon (Table 2) are highly frequent in
CRCs and melanoma. These mutations lead to the production of truncated f2m proteins that are
generally undetectable by immunohistochemistry or ELISA (Fig. 3). One exception was sample Coygs,
in which the change from C to A at codon 108 at the end of exon 2 generated a stop codon but did not
affect the HLA class | expression. This may be explained by expression of the second intact parental
copy of the f2m gene, or it may be the case that deletion of the last 11 C-terminal amino acids does

not severely impact B2m stability and function.
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Missense mutations leading to amino acid exchanges have different effects on HLA class | cell
surface expression (Table 2, Fig. 3). For instance, an alteration affecting the start codon (ATG)
prevents translation of the mRNA into protein, as first described for a Burkitt lymphoma cell line
(Daudi) [5]. Remarkably, the ATG start codon was affected by 5 out of 10 missense mutations found
in exon 1 (Table 2). In contrast, other missense mutations can lead to the synthesis of abnormal f2m
variants that are merely inefficiently processed, limiting the number of HLA class I cell surface
molecules (e.g., low HLA class | expression in C0,g, C039, C031, C0g3, C04,, and Coyz). The relevance
of the type of amino acid exchange is demonstrated by two further examples: in Cozs , the Cto T
exchange in codon 6 (Ala to Val) did not modify the p2m and HLA class I expression; in melanoma
cell line VMM5b (Me;s), however, the C to G transversion at codon 45 of exon 2 caused a Cys to Trp
change, abolishing the formation of a disulfide bond between residues 45 and 100 of the f2m protein
and leading to its degradation by the proteasome (Fig. 3). Point mutations that disrupt the sites
involved in the splicing process of f2m pre-mRNA are another type of mutation observed in colon
carcinoma and melanoma cells (Table 2, Fig. 3). These nucleotide exchanges were found to produce
the destruction of conserved elements in donor (Mes, Cos7) Or acceptor (Mey;) splice sites at intron |
and to the utilization of downstream located cryptic splice sites that result in the deletion or insertion
of segments in the mRNA [26, 36, 37]. In the Me18105 cell line (Me,7), for example, the A to G
transition in the dinucleotide AG splice acceptor site of intron | causes the use of a cryptic splice site
in exon 2, which leads to the deletion of 11 bp in the 52m message, producing a frameshift mutation
and introducing a premature stop codon in exon 2 (see Fig. 3) [26].

The molecular mechanisms that underlie the generation of single nucleotide substitutions are
not known. However, the preference for G to C transversions (21/29) is compatible with deamination
induced by activation-induced cytidine deaminase (AID) [38]. Aberrant AID expression has been
detected in gastric cancer and human hepatocarcinoma [39, 40], while its expression under
physiological conditions is mainly restricted to activated germinal center B cells, inducing somatic
hypermutation and class-switch recombination of immunoglobulin genes [41]. The mutagenic action
of AID consists of cytosine deamination in the consensus recognition sequence, which results in the
formation of uracil for processing by the DNA repair system [38]. In this regard, we analyzed the
consensus sequence for AID activity in 19 melanomas and CRCs tumors. Only two melanomas (Meg
and Me;e) showed the corresponding consensus sequences close to the C or G changes, suggesting that
expression of this enzyme does not play a major role in the generation of single missense and
nonsense mutations in the f2m gene. However, we found heterogeneous expression of the AID
enzyme in three CRCs but without the consensus sequence for AID.
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Table 2 Summary of single base substitution mutations in $2m gene in human tumors

Mutation’ Site? Amino acid f2m HLA LOH* MSI° References
substitution e)q:n'ession3 expl'ession3

Coyg G — A, Heterozygous 54 codon, Ex2 Asp54Asn + =+ - [36]
(C84)
Coyg G — A, Heterozygous  Nonrepetitive + + + [14]
(C84T) sequence, Ex2
Cos; G — A, Heterozygous  Upstream of ATG == == et [69]
(C43)
Cosy G- A 54 codon, Ex2 Asp54Asn -+ [24]
Coas G- A 67 codon, Ex2 Glu67Lys + H [70]
Cosy A-G 268 nucleotide, Ex2 - - [70]
Coss A->G ATG Met1Val — — [70]
Cosg C->T 6 codon, Ex1 Ala6tVal + + [70]
Coyy C — A, Heterozygous 30 codon, Ex2 Tyr10Stop — — — [72]
(HCT)
Coyy C — A, Heterozygous 30 codon, Ex2 Tyr108top - — + [36]
(HCT15/

DLD1)
Coag C — G, Homozygous 11 codon, Ex1 AlallGly — — — [14]
(3624/91)
Cosg CT - GG, Nonrepetitive — — + [14]
(3822/93) Homozygous sequence, Ex2
Coyg G->T 63 codon, Ex2 Gly63Stop — — =+ [24]
Coyy T—- A 50 codon, Ex2 Phe50Ile + — [70]
Cogy T—-A 5 codon, Ex1 Val5Glu H H [70]

T-G 2 codon, Ex1 Ser2Ala

Coys C—- A 108 codon, Ex2 Ser108Stop + H [70]
Coay G — T, Heterozygous  Last base of vs1b — - [36]
(HCT15/

DLD1)
Me;; G — A, Hemizygous ATG Metllle o — + [27]
(1074Mel)
Mey, T — A, Hemizygous ATG MetlLys — — — — [6]
(LB1622-

Mel)
Meys C — G, Hemizygous 31 codon, Ex2 Ser318top - — + — [6]
(BB74-Mel)
Mey C — G, Homozygous 86 codon, Ex2 Tyr86Stop - - + [26]
(Me9923)
Meyy C — G, Hemizygous 31 codon, Ex2 Ser31Stop — — — [27]
(1174Mel)
Me;s C — G, Hemizygous 45 codon, Ex2 Cys45Top + = + [74]
(VMMS5b)
Meqg G — T, Hemizygous 67 codon, Ex2 Glu67Stop - — &+ [42]
(DNR-DC-

MO010)
Mey; A — G, Homozygous  IVS1® - - + [26]
(Me18105)
Mesg T > A Ivs1® = = [37]
(Mel499)
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Table 2 continued

Mutation’ Site? Amino acid B2m HLA LOH* MSI® References
substitution expression3 expression3

Lu; A — G, Hemi- or ATG Met1Val - - + [69]
(H2009) Homozygous

Lu, C->T 22 codon, Ex1 GIn228top - - — [75]
(C831L)

Ly G — C, Homozygous ATG Metllle - - [51
(Daudi)

'Point mutations affecting 2m gene were described by Yamamoto et al. [58] in gastric, colorectal, and
hereditary nonpolyposis colorectal cancers (HNPCC), but they have not been included in the table because of the

lack of immunohistochemical studies to characterize the HLA Class | expression

2 Site indicates codon number from ATG start codon (= 1), and exon in which it is located
® B2m and HLA expression: + (positive); + (weak); H (heterogeneous); - (negative)

* LOH at chromosome 15: + (presence of LOH); -(absence of LOH)

> MSI phenotype: + (presence of MSI); - (absence of MSI)
? Sites indicated by authors (Ref. [70]) did not correspond with our scheme of gene codons of f2m gene

b Single base substitutions in first intron affect splice sites resulting in microdeletions or insertions: Cogs (HCT-
15/DLD-1 cell line) and Me; (Me18105 cell line): deletion of the first 11 pb of exon 2; Me;; (Mel499): insertion

of 27 and 407 pb in IVS1)

B2m GENE SINGLE BASE SUBSTITUTIONS

WT DNA
Mutated DNA

WT RNA

Nonsense Mutation ‘ I Missense Mutation ‘
codon 30 codon 45
GTTTAC TCA AAT TGC TAT
GTT TAA TCA AAT TGG TAT
GUU UAC UCA AAU UGC UAU
GUU UAA UCA AAU UGG UAU

Mutated RNA

WT protein

Mutated protein

B2m expression

HLA expression

Premature Stop codon

oG
-~V --STOP

Negative

Negative

Amino acid change

Positive

Negative

’ Splice Site Mutation ‘

(Gt Bt }—
(Bt oo Bz —

AG Cryptic splice site used in
pre-RNA processing

| Exon 1 I Exon 2 ]Exon 3[ Exon 4 |
S'[I'OP
I Exon 1 I Exon 2 IExon 3[ Exon 4 I

T
STOP | 555 of 11 bp in mANA = frameshift
mutation = premature STOP codon

:l —» Deletion of 68 amino acids

Negative

Negative

Fig. 3 Schematic representation of single base substitutions affecting f2m gene in human tumors.
Nonsense mutation: a single nucleotide substitution in tumor DNA results in a premature stop codon. Missense
mutation: a single nucleotide substitution alters the codon sequence and replace one amino acid by another in the
gene product. Finally, a single nucleotide substitution in the splicing acceptor site (AG) activates a new ‘cryptic

splice site’” and introduces a premature stop codon
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The concurrence of gene mutations and gene loss generates the g#2-microglobulin-
deficient cellular phenotype

With the exception of three colon carcinoma samples, the great majority of tumors listed in
Tables 1 and 2 harbored only a single 2m gene mutation, suggesting loss of the second parental copy
of the f2m gene. Loss of chromosomal DNA is detectable at the level of microsatellite markers, which
are repetitive sequences of varying length spread over the whole genome. Primers located in the
conserved flanking regions of microsatellite markers can be used for their PCR-based amplification,
which gives rise to a specific product pattern for each individual. Amplification of microsatellite
markers located in chromosome 15q21, to which the 52m gene maps, revealed an altered PCR product
pattern for 17 out of 18 melanoma samples in comparison with autologous normal cells, pointing to
LOH (Table 1, 2, Fig. 4). In melanoma, therefore, f2m deficiency is generally due to a mutation in one
copy of the 52m gene together with complete loss of the second 52m copy [37].

One example is the cell line UKRV-Mel-2b (Me 10 ) (Table 1), obtained from the metastatic
pleural effusion of a melanoma patient [8]. These cells showed a total lack of f2m expression due to a
microdeletion of 498 bp in one B2m gene, including the entire exon 1, and a macrodeletion
(LOH150g21) that included the entire second copy of the gene. In another melanoma cell line M010-
DC-DNR (Mey,) obtained from a melanoma patient during metastatic progression (Table 2), f2m
deficiency was caused by a mutation in codon 67 of exon 2 in combination with LOH on 15921 [42].

The molecular mechanisms that lead to LOH on 15921 appear to be heterogeneous.
Comparative genomic hybridization studies on the genome of f2m-deficient cells revealed that the
loss of one 2m copy occurred during intra- or inter-chromosomal rearrangements or resulted from the
complete loss of one parental chromosome 15 [37]. It has not yet been elucidated whether 52m gene
mutation or f2m copy loss is the initiating event [43]. We highlight that LOH on 15921 can be found
in melanoma tumor tissues that still express HLA class | complexes [44]. For instance, analysis of
metastases from a melanoma patient revealed low HLA class | expression and LOH on 1521 in
progressing subcutaneous metastases but high HLA class | expression and no LOH on 1521 in
regressing metastases [45]. These data suggest that the loss of one S2m gene copy might be the initial
step toward an irreversible HLA class I loss, which is completed by a f2m gene mutation [45].

Besides our findings in melanomas, we detected LOH on 15g21 in 44 % of primary bladder
carcinomas, 53 % of breast carcinomas, and 35 % of MSS colon carcinomas [11]. However, this
experimental technique is not suitable for CRCs with the MSI-H phenotype, because the microsatellite
instability also affects the LOH marker [19]. One possibility to overcome this problem might be the
use of heterozygous SNPs within or adjacent to the f2m gene or the application of fluorescent in situ
hybridization with specific f2m-labeled probes [8].
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SINGLE (a) AND DOUBLE (b) HIT OF THE B2m GENE

a MSS Colon Carcinoma

| PB2m-positive tumor tissue |

D15§126 : Autologous

[_-% normal
UEE O tissue
N “_:_ s ¥ Turnor
[2r]
0]
b Melanoma
LOH I p2mgene mutation
[\ H
D15S209 p )\ nJ A Autologous :
i e == normal
tissue g s
3046 2228 GTT TAC TCA CGT CAT
GTT TAC TGA CGT CAT
N | i
______ JV\ BE74-Mel Premature STOP

;%?S (Meys) codon

Fig. 4. Schematic representation of a single and a double hit in the f2m gene. In the first example, an
MSS colon carcinoma harbors an LOH in the chromosome 15¢21 region but retains HLA class | expression (a).
In the second example, a melanoma has alterations affecting both 52m genes (an LOH and a point mutation
generating a stop codon) leading to a total loss of HLA class | expression (b)

In vivo selection of f2-microglobulin-deficient tumors and impact on cancer
immunotherapy

Evidences obtained in experimental mouse tumor models indicates that the MHC class |
phenotype of a metastatic tumor clone can dramatically change depending on the immune status of the
host. Thus, a metastatic colony that was MHC class | negative when the tumor metastasized in a T-cell
immunocompetent mouse was MHC class | positive when the tumor metastasized in a T-cell
immunodeficient animal [46, 47].

Various studies in humans have demonstrated that tumor cells acquire resistance to T-cell
recognition by defective HLA class | expression [48-50]. We have proposed to distinguish between
reversible (‘‘soft’”) and irreversible (‘‘hard’’) alterations. Reversible HLA class I alterations are
caused by the transcriptional silencing of genes encoding HLA class | heavy chains and antigen
processing machinery components. These phenotypes can be reversed by cytokines [50, 51] or by
agents that modify histone acetylation or methylation, restoring the tumor’s susceptibility to CTLs
[52-54]. In contrast, irreversible alterations usually result from the loss of one HLA haplotype
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affecting chromosome 6p21, which generates tumor cells that express only one HLA-A, HLA-B, and
HLA-C set of genes or from mutations in the f2m gene (hard lesions) [50]. Hence, the ‘‘soft” or
“‘hard’’ nature of an alteration might determine the success or failure of immunotherapy. For instance,
tumor escape variants with low HLA class | expression but soft lesions will recover HLA expression
after immunotherapy through effect of cytokines released locally in the tumor microenvironment. In
contrast, HLA class I-deficient tumor cells with hard lesions will not recover HLA, regardless of the
type of immunotherapy.

We propose that T-cell-based therapy may fail due to the loss of HLA class | expression
produced by irreversible mechanisms. In particular, the lack of immunotherapeutic efficacy in
melanomas may in part be explained by the pre-existence of metastatic tumor lesions that harbor f2m
gene mutations generated during tumor progression [6, 8]. In fact, additional selective pressure may be
exerted during T-cell-based immunotherapy, favoring the outgrowth of HLA class I-deficient tumor
cells with ‘“hard lesions’” [55].

Our group previously reported that the poor clinical response of two melanoma patients to
vaccination with HLA-A1-restricted MAGE-derived peptides (BB74-Mel [Me;;]) and LB1622-Mel
[Mey3]) correlated with the loss of HLA Class | surface expression in tumor tissues and cell lines due
to the presence of LOH on chromosome 15¢g21 in combination with f2m gene mutations [6].
Likewise, another melanoma patient who did not respond to immunotherapy with IFN-a showed total
loss of HLA class | surface expression caused by the concurrence of a f2m gene mutation and LOH on
chromosome 15021 (UKRV-Mel-2b [Mey]) [41]. In this context, we recently reported a higher
incidence of 15921 chromosomal region loss in high-risk BCG-treated bladder carcinomas that
relapsed than in those that did not, suggesting an association between hard S2m lesions and tumor
escape [56].

There is further evidence of the functional significance of mutations in the S2m gene. First, the
frequency of mutations at mononucleotide repeats in the coding region of the p2m gene is much
higher than would be expected by chance. The predicted frequency of mutations at microsatellites with
a length of 5 nucleotides in MSI-H CRC is lower than 1 % [24, 57], but the observed frequency of
S2m mutations reaches 30 % in MSI-H CRCs [24]. Second, no mutations are found at significantly
longer repeats in either coding or noncoding regions of other genes, suggesting that 52m mutations
may be under positive selective pressure in MSI cancers [58]. Third, mutations that inactivate f2m
appear to favor local tumor growth, given the demonstration by immunohistochemistry studies that
metastatic lesions are homogenously composed of f2m-negative tumor cells (see Fig. 4).

The data reviewed here suggest the need for strategies to overcome tumor escape mechanisms.
This requires a clear definition of the precise molecular mechanisms responsible for HLA alterations.
In particular, it is necessary to differentiate between reversible (soft) mechanisms, in which the
administration of cytokines (e.g., IFN) can be useful, and irreversible (hard) mechanisms, in which
HLA expression can only be restored by transfer of the appropriate wild-type functional gene.

The f2m gene is widely implicated in the generation of HLA class I-loss tumor phenotypes,
underlining the importance of developing therapies to correct defects in this gene and thereby restore
HLA class | expression [11]. Our group successfully restored HLA class | expression in f2m-negative
tumor cells by transduction with a nonreplicating adenovirus vector encoding the wild-type human
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[2m gene, obtaining recognition of the f2m-transduced tumor cells by cytotoxic T cells. In the same
study, intratumoral injection of the f2m recombinant adenoviral vector into a human tumor xenograft
of a nude/nude mouse resulted in the re-expression of HLA class | molecules [59].

It should also be taken into account that the level of MHC/HLA class | expression in tumors
can affect T- and NK-cell effector mechanisms in an opposite manner according to whether the tumor
is growing locally or is in metastatic dissemination. Thus, our group reported that GR9 mouse
fibrosarcoma clones expressing elevated levels of H-2 class | molecules are highly immunogenic and
induce a T-cell-mediated rejection when growing locally as a primary tumor mass, whereas the same
H-2 positive clones produce a large amount of spontaneous metastases in different organs [60].
Conversely, H-2 negative clones of the same mouse fibrosarcoma revealed a low local
immunogenicity and grew rapidly but with very few or no spontaneous metastases [61]. Likewise, it
has been reported that the loss of HLA class | expression in human uveal melanoma is associated with
better patient survival, suggesting that NK cells might play a major role in destroying MHC class |-
deficient tumor cells when ‘‘blood-borne’’ to colonize distant tissues [62, 63]. In this context, it was
recently reported that the potential metastatic spread of colon cancer cells to the liver is reduced when
they carry an HLA class | negative phenotype produced by f2m mutations [64]. In a similar manner, a
poor survival of colorectal cancer patients has been associated with tumors expressing intermediate
HLA expression in comparison with those with total loss or positive expression, indicating that tumor
tissues with £HLA class | expression can escape from T- and NK-cell cytotoxicity [65]. We favor the
proposition that the transfer of the S2m gene and the consequent re-expression and/or enhancement of
HLA class | expression promotes T-cell-mediated tumor rejection in solid primary or metastatic
lesions. NK cells play a major role when tumor cells are migrating as single cells to induce metastasis.
Finally, it is important to note that f2m has also been related to other nonimmunological functions,
including enhancement of epithelia/mesenchymal transition [66] and activity as a growth factor and
signaling molecule in cancer cells [67, 68].

Conclusions and future directions

Over the past two decades, several studies identified mutations in the S2m gene to be causative
for the HLA class |1 total loss phenotype of tumors. In general, one type of f2m mutation was reported
to be present in a cell ranging from single base substitutions to microinsertions/microdeletions. Such
mutations were predominantly detected in colorectal carcinoma and melanoma. However, recent data
suggest that these f2m mutations coincide with extensive loss of genetic material in chromosome
region 15921, to which the f2m gene maps. LOH in 15921 can be detected in tumor tissues with
apparently ‘‘normal’”> HLA expression. Thus, we propose that in general, the LOH is the primary
mutational event that is then followed to the £2m gene mutation as the second hit that produces the
MHC class | negative phenotype. Indeed, HLA class | negative tumor tissue obtained from melanoma
patients undergoing different types of immunotherapy has been characterized for these two successive
mutational events affecting the p2m gene. These HLA class | negative melanoma cells with
irreversible ‘‘hard’’ lesions are immunoselected after immunotherapy since are resistant to T-cell
recognition and destruction. We have also obtained evidences that f2m LOH also occur with high
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incidence in breast and bladder carcinoma suggesting an important role of this gene in the generation
of tumor escape variants in different tumors. There are tumor entities that acquire total HLA class |
loss by other molecular mechanisms. For instance, a coordinated downregulation of the transcription
of genes encoding HLA class | heavy chains, f2m and components of the antigen presentation
machinery has been found in bladder carcinomas [12] or tumors in which the precise molecular
mechanism responsible HLA class | total loss is not known, for example, 40 % of prostate cancers
[13] and 52 % of breast cancers. (I. Maleno unpublished data). So, it will be a challenge for the future
to define all these mechanisms and to develop strategies to circumvent HLA class I downregulation in
order to ensure maximal efficacy of T-cell-based immunotherapy. We favor the idea that the f2m gene
can be a target for gene therapy by replacing the damaged gene by a wild-type one, inducing HLA
class | expression in HLA-deficient tumor cells or event increasing HLA expression in cells with a
weak expression due to LOH in one 2m gene to promote tumor rejection.
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VI. DISCUSION

1. Mecanismos Moleculares Implicados en la Pérdida de HLA de clase I: Relacion
con la Via de Carcinogénesis en Carcinomas Gastrointestinales.

En el cancer colorrectal (CRC) con alto grado de inestabilidad de microsatélites (MSI-H) se ha
observado que la pérdida total de antigenos HLA de clase | ocurre con mayor frecuencia (~60%) que
en los casos con MSS (~17%) (Bernal et al., 2011; Cabrera et al., 2003; Dierssen et al., 2007; Kloor et
al., 2005). Estos datos reflejan la intensa inmuno-vigilancia en el microambiente de tumores con
inestabilidad gendmica, que favorece la seleccion de variantes tumorales con defectos en la
presentacion antigénica (Kloor et al., 2005). El principal mecanismo molecular implicado en la
generacion de este fenotipo HLA alterado en CRCs con MSI-H, es la existencia de mutaciones
somaticas en secuencias de repeticion del gen que codifica la cadena B.m (Bicknell et al. 1996;
Cabrera et al., 2003; Kloor et al., 2005).

Tras el estudio inmunohistoquimico (IHQ) de 293 tumores, nosotros identificamos 15
carcinomas gastrointestinales (1 carcinoma de intestino delgado y 14 CRCs) con pérdida total de
antigenos HLA de clase I. De los 15 casos HLA-I detectados, 5 tumores mostraban una baja
regulacion combinada que afectaba tanto al gen que codifica la cadena B,m como a los genes de
cadena pesada HLA; mientras que en los otros 10 casos se observaba una baja regulacion selectiva del
gen B2m (Tabla 9). Estos resultados se confirmaron posteriormente mediante PCR cuantitativa (datos
no mostrados).

En funcion de estos resultados, analizamos si los mecanismos moleculares involucrados en la
falta total de antigenos HLA de clase | en los 15 tumores seleccionados, se asociaba a la via molecular
de tumorogeénesis. En 7/15 CRCs HLA-I-negativos se pudo demostar un alto grado de inestabilidad de
microsatélites (MSI-H) (Tabla 9). Los 8 tumores HLA-I-negativos restantes fueron catalogados como
estables (MSS) (Grupo MSS/HLA-I-negativo) (Tabla 9).

Un paso mas en la caracterizacion molecular de los tumores seleccionados, fue la
determinacién de mutaciones en los oncogenes BRAF y KRAS. Encontramos que un Unico CRC con
MSI-H (12,5%) (CRC-3, Tabla 9) presentaba la mutacion “hotspot” V60OF en BRAF, lo que se asocia
a un origen epigenético del tumor (hipermetilacién del promotor hMLH1) (Koinuma et al., 2004;
Wang L et al., 2003). Las alteraciones en KRAS se hallaron en 5 tumores de estudio (20,8%), siendo la
mutacion mas frecuente la que afecta al coddn 12 del gen. Dos de los CRCs con mutaciones en KRAS
pertenecian al grupo MSI-H (CRC-6 y CRC-7, Tabla 9). Sin embargo, no puede proponerse que estos
tumores tengan un origen genético (mutaciones germinales en genes del sistema MMR) pues, aunque
a frecuencias muy bajas, también se han descrito defectos en KRAS en CRCs con MSI-H de origen
esporadico (Benhattar et al., 1993; Kern et al., 1989; Oliveira et al., 2004; Samowitz et al., 2001%). Las

frecuencias de mutacion que hemos registrado en BRAF y KRAS son inferiores a las descritas en la
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bibliografia (BRAF: ~71% en CRCs esporadicos; KRAS: ~ 30-40% en CRCs) (Oliveira et al., 2004;
Wang L et al., 2003).

Nuestros resultados no logran confirmar ninguna asociacion entre las mutaciones detectadas
en los genes BRAF y KRAS, v las vias de carcinogénesis MSI-H y MSS (Tabla 9). Tampoco entre las
alteraciones encontradas para estos dos genes y las mutaciones detectadas en el gen B2m, que se
recogen a continuacion (Tabla 8).

Por el contrario, observamos que 4/5 tumores con mutaciones en el gen B2m presentaban el
fenotipo MSI-H, mientras que el caso restante fue definido como MSS (Tabla 8). La mutacion
detectada en este tumor MSS (CRC-16) no era caracteristica de la via MSI-H, y resultaba mas
compatible con las alteraciones presentes en tumores con estabilidad de microsatélites (Tabla 8). No se
hallaron alteraciones en la secuencia del gen B2m en tres CRCs con MSI-H. El resto de casos HLA
Clase I-negativos en los que no se detectaron mutaciones en B2m, pertenecieron al grupo MSS (Tabla
9). Esto sugeriria que la pérdida de expresion de la cadena B,m en estos tumores, podria ser
consecuencia de otros mecanismos no mutacionales o de grandes deleciones no detectadas por
secuenciacion.

Consecuentemente, nuestros resultados demuestran una estrecha asociacion entre la
inactivacion por mutacion del gen B2m y la via carcinogénica de colon asociada al fenotipo de
inestabilidad de microsatélites. Ademas, el gen B2m parece ser una diana importante en la
tumorogeénesis MSI-H, dado que otras secuencias de microsatélites analizadas, que estan localizadas
en los genes TAP1 y TAP2, y que, por tanto, serian susceptibles de mutagénesis dando lugar al mismo
fenotipo HLA clase I-negativo, no aparecian alteradas. De esta manera, quedaban sin explicar el resto
de casos HLA-I-negativo del grupo MSI-H estudiado (Tabla 9).

Tabla 8. Mutaciones en el gen B2m detectadas en los CRCs de estudio.

Tumor Mutacion Localizacion C;):rc';r:jge MSI
CRC-2 del CA Codon 25, Exon 2 56 +

del A Coddn 67, Exdn 2 102
CRC-3 del C Cododn 91, Exdn 2 102 +

del CCGTG Codones 101-102, Exon 2 114
CRC-5 del CT Codones 13-14, Exon 1 56 +
CRC-6 insTT Codones 14-15, Exdn 1 44 +
CRC-16 del ACTACACT  Codones 86-88, Exon2 8% - -
“del”: delecion; “ins”: insercion; “+”: presencia de MSI; “-”: Ausencia de MSI

Por otra parte, el analisis de pérdida de heterocigosidad (“Loss of Heterozygosity”: LOH)
asociada a las regiones cromosomicas 6p21 y 15921 en los tumores HLA-I-negativos, revel6 que los

carcinomas MSS mostraban LOH en casi la totalidad de los marcadores polimérficos utilizados (datos
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no mostrados). Por lo tanto, en estos tumores MSS, los mecanismos citogenéticos que estan
estrechamente asociados a la via CIN (“Chromosomal instability”) de oncogénesis, también pueden
contribuir a generar defectos en la expresion de HLA-ABC. Resulté imposible valorar la presencia de
LOH en los cromosomas 6 y 15 de CRCs con MSI-H, ya que mostraban inestabilidad en todas las
secuencias de microsatélites estudiadas. En tumores MSI-H-positivo son infrecuentes los
reordenamientos y las pérdidas cromosomicas, sin embargo, se ha detectado LOH en los loci HLA-A,
-B y -C en casos de cancer gastrico con MSI-H (Hirata et al., 2007), lo que indica que seria util
estudios adicionales con técnicas alternativas que facilitasen el analisis de LOH en tumores con

inestabilidad genémica.

En resumen, nuestros resultados confirman que la mutacion del gen B2m es un mecanismo
molecular fundamental en la pérdida total de antigenos HLA de clase | en CRCs que emplean la ruta
de inestabilidad de microsatélites (MSI-H), mientras que son alteraciones raras en tumores MSS. Las
mutaciones descritas en los tumores estudiados se concentran, fundamentalmente, en secuencias de
repeticion de los exones 1 y 2 del gen B2m (Tabla 8), lo que es caracteristico de los tumores con
inestabilidad de microsatélites. La acumulacién de mutaciones en B2m, que en nuestro estudio se
correlaciona con tumores que presentan un fenotipo inmuno-editado (HLA clase | totalmente
negativo), proporciona evidencias de una fuerte inmuno-seleccion en CRCs con MSI-H. En este
sentido, es interesante destacar que en dos casos MSI-H-positivos (CRC-2 y CRC-3), la pérdida total

de expresion de HLA de clase | se debia a la inactivacion bialélica del gen B2m (Tabla 8).
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Tabla 9. Expresion HLA-ABC y caracterizacion molecular de los 24 tumores gastrointestinales seleccionados.
Estudio de la expresion HLA-I mediante IHQ" Estudio del fenotipo MSI°® Estudio de mutaciones®
Tumor Complejo HLA-ABC-  Cadena  Cadenapesada BAT25 BAT26 D2S123 BAT40 TGFBR2 BRAF KRAS B2m TAP1/
B.m B.m libre HLA-BC TAP2
B CRC-1* - - + MSI MSI MSI MSI MSI - - - -
I CRC-2* - - + MSI MSI MSI MSI MSS - - + -
n CRC-3* - + MSI MSI MSI MSI MSI V600F - + -
E CRC-4 + + + MSI MSI MSI MSI MSI - - - -
38 CRC-5* - - + MSI MSI MSI MSI MSI - - + -
3 CRC-6* - - + MSI MSI MSI MSS MSS - G12D + -
E:) CRC-7* - - + MSI MSI MSI MSI MSI - G12A - -
CRC-8' - - - MSI MSI MSI MSI MSI - - - -
o CRC-9' - - - MSS MSS MSS MSS MSS - G12D - -
-% CRC-lOT - - - MSS MSS MSS MSS MSS - - - -
o D CRC-117 - - - MSS MSS MSS MSS MSS - - - -
s < CRC-12° - - - MSS MSS MSS MSS MSS - - - -
ES  Ccrc-3 i i + MSS  MSS  MSS  MSS MSS . . . .
=< CRC-14* - : + MSS  MSS MSS MSS MSS - - - -
g CRC-15* - - + MSS MSS MSS MSS MSS - - - -
CRC-16* - - + MSS MSS MSS MSS MSS - - + -
° CRC-17 + + + MSS MSS MSS - G13D
2  CRC-18 + + + MSS  MSS MSS - -
¢ 88 CRC-9 + + + MSS  MSS  MSS - -
S <;i © CRC-20 + + + MSS MSS MSS S -
EJE crc2 + + - MSS ~ MSS  MSS - -
F <O Ccrc-22 " ¥ + MSS ~ MSS  MSS - .
g CRC-23 + + + MSS MSS MSS - G12S
CRC-24 + + + MSS MSS MSS - -

* Tumores con una baja regulacién selectiva del gen B2m; T Tumores con una baja regulacién combinada de los genes HLA y B2m.
& “MSI-H”: Alto grado de inestabilidad de microsatélites

® “IHQ”: Inmunohistoquimica; “+”: expresién positiva en el 100% de las células tumorales; “-”: ausencia de expresion en el 100% de las células tumorales.
€« MSI”: Inestabilidad de microsatélites; “MSS”: Estabilidad de microsatélites
¢« qusencia de mutacion; “+7: presencia de mutacion. “V600F”: mutacién “hot spot” en BRAF. En el analisis de las mutaciones en KRAS hemos sefialado el tipo de alteracion

encontrada. Los espacios en blanco indican que no se ha realizado la determinacién para ese caso.
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2. En el Microambiente de CRCs con MSI-H se Mantiene una Pronunciada
Infiltracion por CTLs, a pesar de la Pérdida de Inmunogenicidad.

Los CRCs con MSI-H conforman un subgrupo tumoral con caracteristicas moleculares y
clinico-patoldgicas especificas (Gryfe et al., 2000; lonov et al., 1993; Jass et al., 1998; Kim H et al.,
1994; Thibodeau et al., 1993). Estd ampliamente descrito que presentan, entre otras propiedades, un
alto contenido de linfocitos que infiltran el tumor (TILs), en comparacion con los tumores MSS e
incluso MSI-L (Buckowitz et al., 2005; Dolcetti et al., 1999; Drescher et al., 2009; Menon et al.,
2004% Morris et al., 2008; Prall et al., 2004; Smyrk et al., 2001; Waldner et al., 2006). Estos TILs se
identificaron como células T CD8" citotoxicas (CTLs) activadas, ya que expresaban altos niveles de
los marcadores CD3 y CD8, asi como también de granzima B y perforina (Dolcetti et al., 1999; Prall
et al., 2004; Drescher et al., 2009). En los ultimos afios, estudios gendmicos que comparaban los
perfiles de expresion génica de CRCs con MSI-H y MSS mediante el uso de “microarrays”, han
encontrado numerosos genes relevantes en la discriminacion entre ambos grupos de tumores (Bernal et
al., 2012; Giacomini et al., 2005; Kim H et al., 2004; Lanza et al., 2007). Entre ellos, se han descrito
secuencias génicas relacionados con la respuesta inmunolégica, que mostraban una alta regulacion en
el microambiente de CRCs con MSI-H en comparacion con tumores que presentaban MSS (Banerjea
et al., 2004). Estos resultados moleculares reforzaban el planteamiento de que en los CRCs MSI-H-
positivo existe una reaccion inmunoldgica activada contra el tumor, que se atribuye a la intensa
inmunogenicidad derivada del propio defecto genético que caracteriza a la inestabilidad de
microsatélites (Phillips et al., 2004). Como consecuencia de un sistema MMR (“Mismatch Repair”)
defectuoso, que conduce a la acumulacién de deleciones/inserciones en secuencias de microsatélites
contenidas en las regiones codificantes de muchos genes, los tumores con MSI-H demuestran una alta
frecuencia de mutaciones de pauta de lectura. Estas alteraciones promueven la aparicién de codones de
terminacion prematuros durante la traduccion, generando numerosas proteinas truncadas que
proporcionan una fuente de nuevos péptidos aberrantes (“frameshift neopeptides”: FSPs). Muchos de
estos nuevos péptidos derivados del tumor son presentados, via moléculas HLA de clase I, a los CTLs,
que los reconocen a través de sus receptores de membrana (TCRs), desencadenandose un proceso de
activacion linfocitaria, que culmina con la liberacién del contenido de sus granulos citotéxicos, con el
objetivo de causar la muerte de las células neoplasicas (Titu et al., 2002) (Figura 10). Diversos
ensayos funcionales in vitro e in vivo han conseguido demostrar la inmunogenicidad de ciertos FSPs
asociados a la MSI (Linnebacher et al, 2001; Ripberger et al, 2003; Saeterdal et al, 2001; Schwitalle et
al., 2008).

Sin embargo, hay publicaciones en las que se argumenta que la infiltracion linfocitaria es
independiente de la MSI, y que, consecuentemente, deben existir otros factores que también pueden

ser importantes en la respuesta anti-tumoral de las células T (Chiba et al., 2004; Ogino et al., 2009). Es
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mas, varios grupos de investigacion proponen que el estadio tumoral es el principal factor que
determina la infiltracion linfocitaria, de manera que en etapas tempranas se observa una mayor
densidad de células citotdxicas, que va decreciendo gradualmente durante la progresion tumoral (Koch
et al., 2006; Mlecnik et al., 2011; Pagés et al., 2005; Ropponen et al., 1997). Esto indicaria que la
reaccion inmunoldgica frente al cancer podria ser mas prominente en los estadios tempranos de la
enfermedad, y alternativamente, ir disminuyendo conforme se produce la invasion del tumor (Koch et

al., 2006), debido probablemente a la progresion del inmuno-escape.
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Figura 10. Representacién esquematica de las consecuencias derivadas de la MSI-H utilizando
como ejemplo el gen TGFBR2. La ADN polimerasa comete errores espontaneos durante la replicacion que no
pueden corregirse debido a defectos en el sistema MMR. En secuencias de repeticion de nucleétidos, la polimerasa
experimenta un deslizamiento (“slippage”) generando un bucle de insercion-delecion que, si se produce en la
hebra molde del ADN, conduce a la acumulacion de deleciones en la secuencia del gen. En el ejemplo, la delecién
de un nucledtido en la secuencia codificante de poli-A(10) del gen TGFBR2 (barra roja), ocasiona un
desplazamiento de la pauta de lectura que conlleva la modificacion de la secuencia de aminoacidos (color rojo) y
la generacion de un codon de “stop” prematuro, que impiden la formacion de una proteina funcional.
Consecuentemente, los FSPs derivados del tumor se procesan antigénicamente y se presentan a través de
moléculas HLA de clase | para su reconocimiento por los CTLs. Imagen adaptada de Kloor, Int. J. Cancer. 2010;
12: 1001-10.

En nuestro estudio hemos analizado la composicién del infiltrado leucocitario y el tipo de
respuesta inmunitaria presente en el microambiente tumoral de carcinomas gastrointestinales,
pertenecientes a los tres grupos tumorales definidos en el primer apartado de la discusion. Asi mismo,
se analiz6 la correlacion de los resultados de infiltracién tumoral con la via implicada en la
carcinogénesis (MSI versus MSS o CIN), y con el fenotipo de expresion de HLA de clase |, cuya
pérdida total, entre otras alteraciones, conlleva una reduccion de la inmunogenicidad tumoral. El

trabajo se abordd inicialmente desde un punto de vista celular, empleando la técnica de
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inmunohistoquimica (IHQ) para caracterizar el tipo y cantidad de las células inmunoldgicas presentes
en el infiltrado tumoral; y posteriormente, desde una perspectiva molecular, evaluando la expresion de

genes implicados en la respuesta inmunitaria, y su relacion con la infiltracién leucocitaria descrita.

Tras el estudio inmunohistoquimico, encontramos que los CRCs con MSI-H mostraban un
gran infiltrado de células CD45", representado fuertemente por linfocitos T CD8", que se distribuian
siguiendo un patrén de infiltracion intersticial, pero fundamentalmente, estromal e intra-tumoral
(Figura 11). En cambio, la densidad de infiltracion leucocitaria en los tumores MSS (Grupo HLA-I-
negativo y Grupo HLA-I-positivo [Controles]) era menor que la descrita en los CRCs del grupo MSI-
H. En los casos MSS/HLA-I-negativo se demostraba una muy baja presencia de células T CD8", que
rara vez tenian una localizacion intra-tumoral. En los casos MSS/HLA-I-positivo (Grupo Control), se
detectd una infiltracion por linfocitos T CD8" intermedia entre los otros dos grupos de tumores, pero
siempre con una baja representacion intra-tumoral. Igualmente, observamos que los macréfagos
constituian un subgrupo leucocitario con una presencia destacable en el infiltrado tumoral de los tres
grupos de carcinomas estudiados. En todos los casos se detectd la presencia de macréfagos M1
(“clasicos”) y M2 (“inmunosupresores”), pero no se obtuvieron diferencias significativas en la
infiltracion por ambos tipos celulares entre los tres grupos de tumores analizados. Tampoco se
observaron indicios de polarizacién, pues se describieron densidades de infiltracion similares para
ambos tipos de macrdfagos dentro de cada agrupacion tumoral. No obstante, es destacable que en los
CRCs con MSI-H fuese més frecuente observar un patrén de infiltracion intra-tumoral, sobre todo de
macréfagos M1, pero también M2, en comparacion con los tumores del grupo Control o con el
grupo MSS/HLA-I-negativo. Por otro lado, no se observd una asociacion entre la infiltracion tumoral
por células NK, linfocitos CD4" o CD20", y el fenotipo MSS/MSI o la expresion de HLA-I en la
superficie de células tumorales. La presencia de linfocitos CD4" y CD20" fue baja en todos los
tumores estudiados, e igualmente, la infiltracion por células NK fue muy escasa, con una localizacidn
dispersa en los tres grupos de carcinomas. En conclusion, nuestros resultados evidenciaban que la

MSI-H se correlacionaba positivamente con la infiltracion tumoral por linfocitos T CD8".
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Figura 11. Patrones de infiltracion inflamatoria en los carcinomas gastrointestinales
estudiados. A) Esquema que representa los patrones de infiltracion atendiendo a la localizacién anatomica:
Intra-tumoral (las células inflamatorias estan en intimo contacto con las células neoplésicas); Estromal (el
infiltrado inflamatorio se localiza alrededor de la masa tumoral); Intersticial (las células inflamatorias se
presentan en el tabique fibroso que rodea las glandulas tumorales). En B) CRC MSI-H-"positivo, C) CRC
Control (MSS/HLA-I-positivo) y D) CRC MSS/HLA-I-negativo, se sefializan los patrones de infiltracién a
los que hacemos referencia. B) muestra una presencia elevada de linfocitos T CD8" intra-tumorales, mientras
que C) tiene una infiltracion por linfocitos T CD8" intermedia, y D) muy baja.

Posteriormente, mediante la utilizacion de “microarrays”, evaluamos el perfil de expresion
génica del microambiente de cada agrupacién tumoral conformada segun el estado MSI y el fenotipo
HLA de clase I. Este estudio de expresion, focalizado en secuencias génicas relacionadas con la
respuesta inmunoldgica anti-tumoral entre CRCs MSI y MSS, tenia como objetivo dar respuestas a las
diferencias de infiltracion observadas tras la IHQ. Inicialmente, la obtencion del clister jerarquico
bidimensional a partir de las secuencias diferencialmente expresadas entre los tres grupos tumorales,
corrobor6 que las muestras tendian a agruparse de acuerdo a las condiciones experimentales. Asi, los
CRCs con MSI-H, a excepcién de un caso (CRC-4), se diferenciaban claramente de los tumores MSS
(HLA-I-negativo y HLA-I-positivo), que compartian perfiles de expresion similares.

Centrandonos en la comparacién de perfiles de expresion entre las agrupaciones, se determin6
por un lado, que los dos grupos HLA-I-negativo (MSI-H y MSS) diferian en un pequefio nimero de
genes con expresion diferencial, relacionados con la reactividad inmunolégica local frente al tumor.

Entre el grupo MSS/HLA-I-negativo y el grupo Control, destacaba sobre todo, el incremento de
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expresion de genes relacionados con la via del TGFB (TGFB1y TGFB3), y como era de esperar, la
desregulacion de genes relacionados con la maquinaria de procesamiento antigénico (APM) vy las
moléculas HLA de clase | (TAP2, ERAP1, B2m) en el conjunto tumoral MSS/HLA-I-negativos frente
a los Controles. En concreto, la baja regulacién de TAP2 en los CRCs del grupo MSS/HLA-I-negativo,
concuerda con datos publicados anteriormente, que definen la baja expresion de este gen como un
factor importante que contribuye a los defectos de la AMP en CRCs con MSS (Cabrera et al., 2003).
Por otra parte, el analisis de los genes con expresion diferencial entre los CRCs con MSI-H y
el grupo Control, reveld una “sobre-expresion” de procesos bioldgicos pertenecientes a categorias
como activacion leucocitaria, activacion de células T, respuesta inflamatoria y produccién de
citoquinas en la agrupacion MSI-H frente a los CRCs del grupo MSS/HLA-I-positivo (Control). Tras
el examen de secuencias génicas relacionadas con funciones inmunoldgicas, se identificaron 52 genes
de respuesta anti-tumoral cuya expresion estaba claramente diferenciada entre ambos conjuntos de
tumores. En concreto, estos genes mostraban una alta regulacion en los CRCs con MSI-H y se
asociaban a la respuesta inflamatoria y a la actividad citotoxica celular. Entre otros, se registré una alta
regulacion de genes de quimioquinas atrayentes de linfocitos y macrdéfagos, proteinas relacionadas con
la extravasacion desde la sangre a los tejidos, moléculas de vias de sefalizacion intra-celular de
citoquinas, moléculas con funciones pro-inflamatorias, marcadores de macroéfagos clasicos M1, que
aparecian representados con mayor frecuencia que los marcadores de la subpoblacion de macréfagos
inmunosupresores M2, y moléculas relacionadas con la activacion, proliferacion y actividad citotdxica
de linfocitos T. La aplicacion del programa IPA (“Ingenuity pathway analysis”) determind que
muchos de estos genes “sobre-expresados” en los CRCs con MSI-H, se agrupaban en una misma via
de sefalizacién vinculada a funciones pro-inflamatorias o de activacion y actividad citotoxica,
sugiriendo la importancia de estas vias en el grupo MSI-H. En definitiva, la “sobre-expresion” de un
namero considerable de genes involucrados en la respuesta inmunoldgica innata y antigeno-especifica
en los CRCs con MSI-H, determina un perfil de expresién génica que podria ser considerado como un
biomarcador de los canceres con alto grado de inestabilidad gendmica. Ademas, indicaria la existencia
de diferencias propias en la interaccion tumor-hospedador con respecto a los tumores MSS, apoyando
el concepto de que en el microambiente tumoral de CRCs con MSI-H existe una gran
inmunogenicidad, que terminaria favoreciendo la seleccién de variantes tumorales con defectos en la

expresion de HLA de clase I.

Los datos del “microarray” que demostraban una alta regulacion de genes codificantes de
marcadores linfocitarios (moléculas relacionados con la transduccion de sefales via TCR, la
activacion y proliferacion linfocitaria, y la actividad citotéxica) en el grupo MSI-H en comparacién
con los Controles, concordaban con los hallazgos inmunohistoquimicos que obtuvimos: los CRCs con
MSI-H mostraban una gran infiltracion por células T CD8" que presentaban, ademas, un fenotipo

activado. Estos resultados concuerdan con la informacion recogida en trabajos anteriores (Dolcetti et
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al. 1999; Smyrk et al., 2001; Drescher et al., 2009), y apoyan el planteamiento de que el infiltrado
linfocitario en los CRCs con MSI-H es el resultado de un proceso de activacién inmunoldgica, en
contraposicion a otros autores que argumentan que es, simplemente, consecuencia de una proliferacion
de los linfocitos residentes en la I&mina propia, sin relevancia inmunolégica alguna (Michael-
Robinson et al., 2001).

Dolcetti et al encontraron que los CTLs activados en CRCs MSI-H-positivo, a menudo
mostraban polarizacion de sus granulos y se localizaban muy préximos a cuerpos apoptéticos. Estos
datos sugerian que la alta infiltracion por linfocitos T CD8" citotdxicos contribuia al elevado nivel de
muerte por apoptosis de células cancerosas observado en CRCs MSI-H-positivo (Dolcetti et al., 1999).
Alternativamente, la inestabilidad gendmica también promueve la acumulacion de alteraciones
genéticas que, con el tiempo, pueden alcanzar una carga de mutacion incompatible con la
supervivencia celular, conduciendo a mayores tasas de apoptosis espontanea, independientemente del
ataque por las células T (Michael-Robinson et al., 2001). En realidad, las dos explicaciones al aumento
de la apoptosis en CRCs con MSI-H son complementarias, mas que mutuamente excluyentes. Nuestro
analisis de los datos obtenidos con el “microarray” reveld que la apotosis fue otra de las categorias
bioldgicas con una mayor expresion en los CRCs MSI-H frente a los Controles. Identificamos 72
genes con funciones pro- y anti-apopt6ticas que mostraban una alta o baja regulacién en los tumores
con MSI-H. Esta observacion refleja la compleja interaccion entre agentes pro- y anti-apoptoticos en

CRCs MSI-H-positivo que, sin duda, requiere investigaciones adicionales.

La alta prevalencia en el reclutamiento y retencion de linfocitos T CD8" en los CRCs MSI-H-
positivo es inherente a la inestabilidad genémica de estos tumores, que conduce a la produccion de una
gran cantidad de antigenos tumorales especificos con capacidad para activar la respuesta inmunolégica
(Dalerba et al., 2003; Diederichsen et al., 2003; Drescher et al., 2009, Guidoboni et al., 2001; Ishikawa
et al., 2003; Linnebachar et al., 2001; Schwitalle et al., 2004). Sin embargo, a pesar de la enorme
generacion de péptidos aberrantes en tumores MSI-H, resulta llamativo gque exista una gran infiltracion
por linfocitos T CD8" que, ademas, expresan marcadores de activacion, en tumores que han perdido
totalmente la expresion de HLA de clase I. Nosotros detectamos que el grupo MSI-H,
predominantemente HLA-I-negativo, mostraba una infiltracion intra-tumoral y estromal por linfocitos
T CD8" mayor que la descrita en los tumores Control, con fenotipo MSS y con potencialidad para
presentar péptidos antigénicos a través de moléculas HLA de clase I. Asi mismo, encontramos una
notable reduccion en la densidad y localizacion de linfocitos T CD8" en tumores MSS/HLA-I-
negativo, en contraste con el conjunto de CRCs con MSI-H. Es mas, no observamos diferencias
significativas en la intensidad del infiltrado por linfocitos T CD8" entre un tumor con MSI-H y
expresion positiva de HLA clase | (CRC-4, en estadio I, pT2NOMO), y tumores MSI-H en estadios
mas avanzados con pérdida total de HLA de clase I. Estos datos sugieren que en los CRCs con MSI-H

tiene lugar un reclutamiento especifico de CTLs, que se mantiene a lo largo del desarrollo tumoral y
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con independencia de la expresion de HLA de clase I. Es probable que este reclutamiento persistente
tenga que ver con la liberacion de quimioguinas concretas en un microambiente tumoral que es
fuertemente pro-inflamatorio, y que presenta una alta infiltracion por macréfagos, que son
considerados esenciales en el reclutamiento linfocitario (Forssell et al., 2007). En nuestro estudio, el
grupo tumoral MSI-H mostraban una alta expresion de genes que codifican citoquinas, quimioquinas
atrayentes de macrofagos y linfocitos T, moléculas relacionadas con vias de sefializacion de
citoquinas, y proteinas implicadas en la extravasacion de leucocitos desde la circulacion sanguinea a
los tejidos. En este contexto, las citoquinas detectadas en CRCs con MSI-H se han relacionado con la
quimioatraccion de CTLs, y el incremento de las respuestas Thl y la alta regulacion de péptidos
antigénicos potencialmente reconocibles por los linfocitos T CD8" (Banerjea et al., 2004; Kloor et al.,
2010).

Alternativamente, se ha planteado que el fendomeno de la presentacion cruzada (“cross-
presentation”) puede jugar un papel crucial en la respuesta inmunoldgica in vivo en CRCs MSI-H-
positivo (Banerjea et al., 2005). A través de este mecanismo, ciertas células presentadoras de antigenos
(APCs) (células dendriticas y, en menor medida, macréfagos) pueden internalizar antigenos derivados
de células tumorales muertas, y presentarlos a través de moléculas HLA de clase | a los linfocitos T
citotoxicos (Basta & Alatery, 2007; Shen & Rock, 2006). En este sentido, la presencia de linfocitos T
CD8" con fenotipo activado en CRCs MSI-H-positivo, que han perdido la expresion de HLA de clase
I, podria ser compatible con un fenémeno de ‘“cross-priming” promovido por APCs. Nosotros
encontramos una infiltracién intra-tumoral por macrofagos M1, que expresan altos niveles de
moléculas HLA y colaboran en la promocién de respuestas Thi (Sica et al., 2008°), en el 50% de los
tumores con MSI-H. Asi mismo, mediante IHQ, observamos una expresion destacada del antigeno
CD68, que es un marcador de macrdfagos con capacidad para fagocitar antigenos (Figura 12)
(Banerjea et al., 2004). Igualmente, tras el analisis del “microarray” detectamos un incremento en la
expresion de la molécula co-estimuladora CD86, necesaria para una correcta activacién linfocitaria, en
el microambiente de tumores MSI-H en comparacion con el grupo Control. Sin embargo, se precisan
estudios adicionales que analicen la participacion de macr6fagos en la presentacidn cruzada en estos
tumores, al margen del papel preponderante que pueden desempefiar las células dendriticas en el
proceso.

Independientemente, el “cross-priming”de CTLs continuaria siendo ineficaz en CRCs MSI-H-
positivo que muestran un fenotipo inmuno-editado (ausencia de expresion HLA de clase ). En
consecuencia, que la infiltracion por linfocitos T CD8" se mantenga, favorecida probablemente por la
liberacién de quimioquinas especificas en un microambiente pro-inflamatorio, incluso tras la pérdida
de expresion de HLA clase I, podria indicar que estos CTLs son una condicion necesaria pero

insuficiente en la defensa del hospedador frente al cancer.
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CD68

Figura 12. Infiltracién intra-tumoral de macréfagos
con expresion positiva del antigeno CD68 en un
CRC con MSI-H (CRC-7)

La presentacion cruzada de antigenos tumorales también puede implicar el uso de la
maquinaria HLA de clase Il por las células cancerosas. La expresion de antigenos HLA de clase 11
puede inducirse en tumores que provocan una fuerte respuesta inmunoldgica, como melanomas
(Anichini et al., 2006; Méndez et al., 2009) y CRCs con MSI-H (Lavig et al., 2002). En nuestro
estudio, 4/8 tumores con MSI-H mostraban una expresion HLA de clase 1l positiva, frente a un Gnico
caso del grupo MSS/HLA-I-negativo (datos no mostrados). Sin embargo, aunque existen resultados
experimentales a favor (Bosch et al., 2010; Dissanayake et al., 2004; Qi et al., 2000), no se han
encontrado evidencias que demuestren que los antigenos tumorales puedan ser presentados a través de
HLA de clase Il sobre la superficie de las células cancerosas a los linfocitos T “helper” CD4" (Kloor
et al., 2010). Consecuentemente, se requieren estudios funcionales que analicen la actividad de células

T en respuesta a la presentacidn antigénica mediada por HLA de clase 1l sobre las células neoplasicas.

En resumen, nuestros resultados aportan pruebas que sustentan el concepto de una gran
inmunogenicidad en CRCs con MSI-H. Sin embargo, nosotros sefialamos que la pronunciada
infiltracién por linfocitos T citotoxicos encontrada en estos tumores, es independiente de la expresion
tumoral HLA de clase |, del estadio tumoral y de ciertas caracteristicas moleculares, como las
mutaciones en BRAF y KRAS. Asi mismo, la respuesta anti-tumoral en CRCs con MSI-H proporciona
evidencias de una intensa inmuno-vigilancia que explicaria el mecanismo de escape tumoral
observado con mayor frecuencia en CRCs con inestabilidad de microsatélites: la pérdida de expresion
de HLA de clase I, a través de mutaciones que inactivan el gen B2m, para impedir la presentacion de

antigenos especificos derivados del tumor a los CTLs.
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3. Estrategias de Escape Tumoral detectadas en CRCs con MSI-H.

El alto grado de inestabilidad de microsatélites (MSI-H) se ha asociado a un pronéstico
favorable del paciente (Gryfe et al., 2000; Samowitz et al., 2001°; Watson et al., 1998). Esta mejora en
el resultado clinico se define como una caracteristica inherente al fenotipo de inestabilidad, y se
considera consecuencia de la gran reaccion inflamatoria anti-tumoral, en forma de linfocitos que
infiltran el tumor (TILs), en los CRCs con MSI-H. Sin embargo, varios grupos de investigacion
sugirieron que, con independencia del estado MSI, el factor que se correlaciona con un mejor
prondstico de la enfermedad es la infiltracion linfocitaria tumoral (Guidoboni et al., 2001; Prall et al.,
2004, Ogino et al., 2009). Consecuentemente, la hipdtesis de que el desarrollo tumoral esta
influenciado por el sistema inmunitario del hospedador ha tomado fuerza en los ultimos afios (Galon et
al., 2006; Galon et al., 2007; Mlecnik et al., 2011; Pagés et al., 2005; Pagés et al., 2009). Estudios
gendmicos detallados han demostrado que la clasificacion inmunoldgica basada en la “immune
contexture” (es decir, la densidad, tipo y localizacién del infiltrado inmunitario en el tumor) (Fridman
et al., 2012; Galon et al., 2007), tiene un valor prondstico que puede ser superior al de los métodos
histopatoldgicos usados normalmente en el estadiaje tumoral (UICC-TNM) (Galon et al., 2006; Galon
et al., 2007; Pages et al., 2005). Concretamente, la presencia de marcadores de respuesta Thl y de
células T citotoxicas y células T memoria, se ha asociado fuertemente a un pronoéstico favorable en
pacientes con CRCs (Galon et al., 2006). Estos resultados sugieren que una vez que el tumor llega a
ser clinicamente detectable, la respuesta inmunolégica adaptativa puede jugar un papel previniendo la
recurrencia del tumor y la metastasis (Galon et al., 2006; Galon et al., 2007). Aunque inicialmente se
describiera en el CRC, el impacto por la infiltracion de células T citotoxicas y memoria se ha
demostrado en otro tipo de tumores humanos (Ascierto et al., 2011; Pagés et al., 2010), y en todos los
casos se ha asociado con un aumento de la supervivencia (Fridman et al., 2012). Considerando la
importancia de estos hallazgos, se ha resaltado la necesidad de incluir una puntuacién inmunoldgica
(“immune score”) como componente de la clasificacion tumoral (Galon et al., 2012; Mlecnik et al.,
2011; Pagés et al., 2009), y como un factor con valor pronéstico a tener en cuenta en la toma de
decisiones relacionadas con el tratamiento del paciente, como puede ser la aplicacion de nuevas

estrategias terapéuticas, incluyendo la inmunoterapia (Pageés et al., 2010).

Contradictoriamente, también se han obtenido resultados que afirman que el infiltrado
inflamatorio tumoral no tiene un papel protector (Nakano et al., 2001; Nielsen et al., 1999; Roncucci et
al., 1996; Sheu et al., 1999; Stewart & Tsai et al., 1993). Es mas, hay trabajos que han descrito que, a
pesar de la marcada infiltracion linfocitaria presente en CRCs con MSI-H, no se encuentra una
asociacién con la mejora en el resultado clinico de los pacientes con CRC MSI-H-positivo (Baker et
al., 2007; Curran et al., 2000; Deschoolmeester et al., 2010; Emterling et al., 2004; Feeley et al., 1999;
Messerini et al., 1999; Prall et al., 2004; Salahshor et al., 1999; Storojeva et al., 2005; Wang C et al.,
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2003). Se sabe que los tumores desarrollan mecanismos responsables de la evasion del sistema
inmunolégico que favorecen su crecimiento y progresion (Drake et al., 2006; Garrido et al., 2006;
Michel et al., 2008; Stewart & Abrams, 2008). Estas estrategias de escape tumoral consiguen alterar la
respuesta inmunitaria del hospedador frente al cancer, regulando negativamente o suprimiendo la
accion anti-tumoral ejercida tanto por la inmunidad innata como por la adquirida (Whiteside, 2006), en

perjuicio de cualquier efecto beneficioso sobre la supervivencia.

Nosotros no observamos diferencias significativas entre los grupos tumorales de estudio tras
realizar un andlisis de la supervivencia, probablemente debido al insuficiente nimero de muestras
(datos no mostrados). Los resultados que obtuvimos tras combinar el estudio inmunohistoquimico vy el
analisis del “microarray”, sugirieron que en el microambiente de CRCs con MSI-H existe un
predominio de la respuesta inflamatoria y la funcién citotdxica. Estos datos concuerdan con que en
CRCs MSI-H-positivos se haya descrito una actividad Thl (Banerjea et al., 2004; Kloor et al., 2010)
que promueve el rechazo tumoral y que se ha correlacionado con un mejor pronéstico (Galon et al.,
2006), en contraste con la respuesta Th2 que induce la inmuno-tolerancia.

Uno de los factores que tuvimos en cuenta en el analisis del tipo de respuesta inmunitaria
presente en los CRCs con MSI-H, fue la presencia de macr6fagos asociados al tumor (TAMs). Existen
numerosas evidencias que los asocian al proceso de tumorogeénesis (Lewis & Pollard, 2006) y a mal
prondstico en varios tipos de cancer (Hanada et al., 2000; Lee et al., 1997; Leek et al., 1996; Lissbrant
et al., 2000; Murdoch et al., 2008; Nishie et al., 1999; Salvesen & Akslen, 1999). La mayoria de los
TAMs tienen un fenotipo M2 que esta relacionado con funciones inmunosupresoras y de promocion
tumoral (regulacion de la angiogénesis, remodelamiento tisular y produccién de citoquinas Th2) (Sica
et al., 2008%). Nosotros identificamos la presencia de macréfagos M2 en todos los CRCs del grupo
MSI-H. Sin embargo, no se observo que fuese el resultado de un proceso de polarizacién, ya que se
obtuvo una densidad de infiltracion similar a la que presentaban los macréfagos M1 o “clasicos”,
implicados en la respuesta Thl anti-tumoral. En cambio, el analisis de expresion génica si detect6 una
mayor representacion en la “sobre-expresion” de marcadores de macréfagos M1, frente a los
marcadores de la subpoblacion M2, en los tumores MSI-H.

En contraste con lo descrito en otros tumores, la infiltracion por macrofagos en el cancer de
colon se ha correlacionado con un buen pronéstico (Forssell et al., 2007; Klintrup et al., 2005). La alta
infiltracion por linfocitos T CD8" y fundamentalmente, la interaccion entre macrofagos y linfocitos,
desempefia un papel fundamental en la respuesta anti-tumoral ejercida por el macréfago (Forssell et
al., 2007). En funcién de estos datos, los resultados de infiltracion que obtuvimos en los CRCs con
MSI-H (gran presencia de linfocitos T CD8"y moderada infiltracion por macréfagos, con distribucion
intra-tumoral hasta en el 50% de los CRCs MSI-H-positivo), apoyarian el papel preponderante de la

actividad frente al cancer en el microambiente de tumores con MSI-H.
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No obstante, analizamos posibles estrategias que pudiesen interferir con la eficacia de la
respuesta inmunologica del hospedador en CRCs con MSI-H, en favor del sobre-crecimiento tumoral.
Estudiamos la expresion de galectina-3 y del ligando PD-L1 por las células tumorales en los tres
grupos de carcinomas. Detectamos la presencia de ambas moléculas, con funcién inmuno-reguladora
de la actividad de las células T, en todos los grupos tumorales. Sin embargo, no encontramos una
vinculacion entre la expresion de galectina-3 y la presencia de macréfagos en el microambiente de
tumores con MSI-H. Contrariamente, observamos una tendencia al incremento de expresion de PD-
Llen tumores con alta expresion de CD8 (MSI-H), aunque se precisan mas estudios que puedan
corroborar esta observacion. Se han encontrado hallazgos similares en relacion a la expresion de PD-
L1 en carcinomas hepatocelulares (Shi et al, 2011). Se desconocen cuales son los mecanismos que
regulan la expresion de PD-L1 en células tumorales, pero se ha descrito que varias citoquinas,
incluyendo IFN-y, pueden actuar como inductores de la expresion de esta molécula sobre la superficie
de células neoplasicas (Muhlbauer et al., 2006). Ademas, varias proteinas de las vias del IFN-y
presentan una alta regulacion en CRCs con una intensa infiltracién por células T CD8" (Galon et al.,
2006; Pages et al., 2005).

Por otra parte, el descenso en la expresion de la cadena ¢ del complejo CD3 en linfocitos T
infiltrantes, es otra estrategia de inmuno-evasion descrita frecuentemente en células neoplasicas
(Koneru et al., 2005; Yu et al., 2011). Aunque se desconoce el mecanismo exacto que conduce a
defecto inmunoldgico en TILs, se cree que la deplecidon de arginina motivada por la actividad de
células MDSCs (“Myeloid- derived suppressor cells”’), puede contribuir a esta alteracidén que perjudica
fuertemente la activacion de los linfocitos T (Kusmartsev & Gabrilovich, 2006; Nagaraj &
Gabrilovich, 2007; Ochoa et al., 2007; Rodriguez et al., 2005; Sinha et al., 2007b). Los datos de
nuestro microarray demostraban una alta expresion del gen que codifica la cadena ¢ (CD247) en los
CRCs con MSI-H frente a los tumores control. Estos resultados fueron, ademas, confirmados por IHQ.
En nuestro estudio, por tanto, la baja expresion de la cadena ¢ en TILs no parece ser un mecanismo de
escape tumoral importante en CRCs con MSI-H, a pesar de la abundante presencia de linfocitos T
CDS8". Sin embargo, no pueden extraerse conclusiones acerca de la infiltracion por MDSCs en los

tumores MSI-H sin realizar estudios adicionales.

Por el contrario, si hemos detectado dos posibles mecanismos implicados en el escape tumoral
de los CRCs MSI-H-positivo de nuestro estudio. Uno de ellos esta relacionado con la expresién, en el
microambiente tumoral, de factores asociados a macr6fagos M2 que inhiben la respuesta de células T
y promueven la progresion tumoral. Por ejemplo, reconocimos una alta regulacién de los genes ARG2
(“fold change” = 3.14) y VSIG (V-set and immunoglobulin domain containing 4,” fold change” =
4.08), en los tumores MSI-H frente al grupo Control (Bronte et al., 2005; Mumenthaler et al., 2008;
Norian et al., 2009; Vogt et al., 2006). La segunda estrategia de inmuno-evasion observada en el grupo

MSI-H, es la pérdida total de moléculas HLA de clase | sobre la superficie de la célula tumoral. Esta
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ausencia o baja regulacion de HLA de clase | hace a las células tumorales susceptibles a la actividad
de células NK. De hecho, el anélisis de nuestro microarray evidencio la “sobre-expresion” de genes
que codifican ligandos de NKG2D (MICA, MICB, ULBP2), que junto a la falta de HLA de clase |,
potenciaria la actividad citotoxica de células NK y linfocitos T NKG2D". Llamativamente, los
estudios de infiltracion revelaron la escasa presencia de células NK en todos los tumores analizados,
sin encontrar diferencias de acuerdo a la expresion HLA de clase | en la superficie tumoral, lo que
concuerda con publicaciones previas (Cdzar et al., 2005; Sandel et al., 2005; Whiteside et al., 1998).
Esta reducida presencia, o incluso ausencia, de linfocitos NK en la mayoria de los infiltrados
tumorales, se ha propuesto como un posible mecanismo de escape tumoral, que previene el

reclutamiento de estas células NK hasta el sitio del tumor (Whiteside, 2008).

De acuerdo con trabajos previos, nosotros describimos que el principal mecanismo molecular
que interfiere en la presentacion antigénica mediada por HLA de clase | en CRCs con MSI-H, es la
acumulacion de mutaciones somaticas en el gen B2m (Bicknell et al., 1996; Cabrera et al., 2001; Kloor
et al., 2005). En estos tumores, las mutaciones (deleciones e inserciones) se acumulan en las
secuencias de microsatélites de los exones 1 y 2 del gen como consecuencia de un sistema MMR
defectuoso, pero, a su vez constituyen un reflejo de la gran presién inmunolégica ejercida por la alta
infiltracién de CTLs en el microambiente de tumores con inestabilidad genémica. La deficiencia del
sistema MMR provoca una intensa respuesta inmunitaria como consecuencia de la induccién de
mutaciones de pauta de lectura, que dan lugar a la generacién de una gran cantidad de péptidos
antigenicos, y sin embargo, al mismo tiempo, contribuye al inmuno-escape mediante la inactivacion
del gen B2m (Figura 13). Nosotros creemos que la inactivacion molecular del gen B2m puede jugar un
papel crucial en el desarrollo de tumores con MSI-H, sin embargo esta observacién merece un andlisis

mas detallado que mostraremos a continuacion.
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Figura 13. Inmunogenicidad e inmuno
escape causado por mutaciones en
microsatélites contenidas en regiones
génicas codificantes. A) Esquema de
una célula normal, con un sistema MMR
competente 'y una maquinaria de
presentacion antigénica funcional. El
sistema inmunitario es tolerante frente a
los péptidos normales presentados por las
moléculas HLA de clase I. B) Esquema
de una célula de CRC con fenotipo MSI-
H y con mutaciones en secuencias
repetitivas del gen TGFBR2, pero con un
proceso de presentacién antigénica
intacto. Los nuevos péptidos generados
como consecuencia de mutaciones que
alteran la pauta de lectura, se degradan
en el proteosoma y son presentados a los
linfocitos T CD8" a través de moléculas
HLA de clase I. Los linfocitos CD8"
reconocen los péptidos antigénicos
derivados de los neoantigenos, y pueden
inducir la muerte celular liberando el
contenido de sus grénulos. C) Esquema
de una célula de CRC con fenotipo MSI-
H, TGFBR2 mutado y una maquinaria de
presentacion antigénica alterada. Como
consecuencia de la presion ejercida por el
sistema  inmunitario, mediante el
reconocimiento de los neopéptidos
antigénicos presentados por moléculas
HLA de clase I, se seleccionan variantes
tumorales durante el desarrollo del CRC
con defectos en la presentacion
antigénica mediada por HLA. Las
mutaciones en las secuencias de
repeticion del gen B2m resultan en la
pérdida total de moléculas HLA de clase
I. Como resultado, se altera el
reconocimiento y la muerte de las células
tumorales por el sistema inmunitario
adaptativo.

Imagen adaptada de Kloor, Int. J.
Cancer, 2010; 12: 1001-10.
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4. Papel del gen B2m en la carcinogénesis MSI-H.

4.1. Mecanismos de mutacion en el gen B2m de tumores humanos.

La alta frecuencia de delecion/insercion (del/ins) en secuencias de repeticion de mono- o di-
nucledtidos codificantes del gen B2m, esta fuertemente asociada a CRCs con MSI-H. En el contexto
de un sistema MMR deficiente, las mutaciones que afectan al gen B2m son fundamentalmente
deleciones, cuya causa molecular es un deslizamiento de la ADN polimerasa sobre la secuencia
repetitiva en la hebra de ADN que actta como molde durante la replicacion (Marra & Boland, 1996).
El gen B2m contiene cuatro secuencias de microsatélites distribuidas a lo largo de su region
codificante: una repeticion de di-nucleétidos CT ([CT]s) que comprende los codones 13-15 en el exon
1, y tres repeticiones de mono-nucleétidos (As [codones 67-68]; Cs [codones 91-92]; y As [codones
94-95]) en el ex6n 2. Todas estas secuencias repetitivas acumulan mutaciones de pauta de lectura, pero
la region [CT], muestra una tasa de mutacion superior a la del resto de microsatélites del gen, razén
por la cual ha venido denomindndose como un “punto caliente” (“hotspot”) de mutacion en CRCs con
MSI-H (Bicknell et al., 1996). Sin embargo, la descripcién de del/ins en la secuencia de repeticion de
CT del exdn 1 en otro tipo de canceres, como lineas celulares de melanoma (Hicklin et al., 1998; Pérez
et al., 1999) cuyos tumores primarios son considerados MSS, o incluso CRCs con fenotipo MSS
(Bicknell et al., 1996), sugiere que en realidad, es una region “hotspot” de mutacion en tumores
humanos, incluso en ausencia de MSI-H. Por otro lado, al contrario que en los CRCs con MSI-H, no
se han detectado mutaciones de pauta de lectura en las secuencias de repeticion contenidas en el exén
2 del gen B2m en lineas celulares de melanoma, ni en otros tipos de canceres humanos, lo que
indicaria que son el resultado del aumento de inestabilidad genémica en CRCs con un sistema MMR
ineficaz.

En CRCs con MSI-H también se han observado mutaciones de sustitucion de nucleotido
(“single nucleotide substitution™) en regiones no repetitivas de B2m, aunque con una frecuencia menor
que la recogida para las del/ins en secuencias de microsatélites del gen (Bernal et al., 2012 [revision];
Bicknell et al., 1996; Kloor et al., 2007). En general, las sustituciones de base que afectan al gen B2m
en tumores humanos conducen a mutaciones sin sentido (“Nonsense”) que generan un codon de parada
prematuro; mutaciones de pérdida de sentido (“Missense”) con diferentes consecuencias funcionales; o
mutaciones que modifican el proceso de “splicing” del pre-RNAm, resultando en deleciones o
inserciones de fragmentos en el ARNm.

Los mecanismos enzimaticos implicados en la generacién de mutaciones que implican la
sustitucion de nucledtidos en el ADN, no estan del todo claros. Los datos obtenidos de la bibliografia
en relacion a estas mutaciones en la secuencia del gen B2m en tumores humanos, permite destacar que
existe una preferencia por mutaciones que afectan a nucleétidos de Guanina (G) o de Citosina (C) y

que resultan, principalmente en transversiones (cambio de una purina por una pirimidina o viceversa)
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(Bernal et al., 2012 [revision]). La presencia de transversiones en B2m que implican el cambio de
C—>G 0 G>C podrian suponer la participacion de componentes del sistema MMR o del sistema de
reparacion de escision de nucleodtidos (“Nucleotide Excision Repair”: NER) (Pitsikas et al., 2009). Sin
embargo, las modificaciones de C también podrian ser compatibles con la actividad de la enzima AID
(Activation-Induced cytidine Deaminase). Bajo condiciones fisioldgicas, la expresion de AID esta
restringida principalmente a las células B activadas de centros germinales, induciendo los procesos de
hipermutacion somatica y de recombinacion génica que conlleva el cambio de clase de
inmunoglobulinas (Shivarov et al., 2009). No obstante, se ha encontrado una expresion aberrante de
AID, asociada normalmente a condiciones de inflamacion crénica, en diversos tumores humanos
(Dedeoglu et al., 2004; Endo et al., 2008; Marusawa H & Chiba, 2010). De esta forma, la actividad de
AID constituiria un posible mecanismo de generacion de mutaciones que podria afectar a genes
relacionados con el desarrollo tumoral (especialmente, el gen supresor de tumores p53) en células no-
linfoides (Kinoshita & Nonaka, 2006; Marusawa H & Chiba, 2010; Okazaki et al., 2007; Takaishi &
Wang, 2007). La AID cataliza la desaminacion de citosinas resultando en la formacion de uracilos que
seran procesados por sistemas de reparacion del ADN (Di Noia & Neuberger, 2007). Las mutaciones
sobre el par C:G ocurren cuando se localizan dentro de las secuencias consenso de reconocimiento
WRC [(A/T)(A/G)C = AAC,AGC, TAC, TGC] 0 GYW [G(C/T)(AIT) = GCA, GCT, GTA, GTT] (Di
Noia & Neuberger, 2007). Nosotros analizamos si las sustituciones de nucleétidos que afectaban al par
C:G observadas en el gen B2m de varios tumores humanos, incluida una linea celular de cancer de
colon con MSI (Cosg), sucedian dentro de secuencias consenso para la actividad de AID. Soélo dos
melanomas mostraban secuencias de reconocimiento con cambios en C (Tabla 10), sugiriendo que la
expresion de AID no parece desempefiar un papel importante en la generacion de mutaciones “sin
sentido” o de “pérdida de sentido” en el gen B2m. Sin embargo, desconocemos la frecuencia real de
sustituciones de nucledtidos en B2m que no alteran la expresion tumoral de HLA de clase I. Es mas,
un andlisis inmunohistoquimico sobre cortes en parafina obtenidos de muestras de CRC, revel6 una
expresion heterogénea de la enzima AID por las células tumorales (Figura 14). Este hallazgo indica
que la actividad de AID podria desempefiar un papel durante la carcinogénesis colorrectal que merece

estudios mas detallados.
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Tabla 10. Sustituciones de nucle6tidos que afectan al par C:G en el gen B2m de varios tumores
humanos.

Tumor Mutacién Localizacion Sustitucion de Secuencia consenso de
aminoacido AID

Coyq4 Co>A Codon 30, Ex2 Tyr10Stop GTTTACTCAC
Cogzs C->T Codédn 6, Ex1 Ala6Val GTGGCCTTA
Cog; Co>A Codon 30, Ex2 Tyr10Stop GTTTACTCAC
Cogg C->G Codén 11, Ex1 AlallGly CTC GCG CTA
Cogs C>A Codon 108, Ex2 Ser108Stop TTG TCA CAG
Meyg C->G Codon 86, Ex2 Tyr86Stop TTG TAC TAC
Meys C->G Codon 31, Ex2 Ser31Stop TAC TCA CGT
Mey4 C->G Codon 31, Ex2 Ser31Stop TAC TCA CGT
Mes C>G Codon 45, Ex2 Cys45Trp AAT TGE TAT
Lu, CoT Codon 22, Ex1 GIn22Stop ATC CAG CGT

En la Gltima columna se indica la secuencia del gen B2m que contiene el cambio de un nucledtido de
citosina (color rojo). Sélo dos tumores (Mey and Me;s) mostraban secuencias de nucleétidos que coincidian con
secuencias consenso reconocidas por AID, que aparecen subrayadas (TAC; GCT) y/o sombreada (TGC). (Co:
carcinoma colorrectal; Me:melanoma; Lu: carcinoma de pulmdn). Cosg corresponde a una linea tumoral de
cancer de colon con MSI.

Figura 14. Expresién de la enzima AID (Activation-Induced Cytidine Deaminase) en CRCs.
A) La especificidad del anticuerpo monoclonal frente a AID se comprobé mediante la deteccion de niveles
enddgenos de la proteina AID en células B de centros germinales (flecha negra) presentes en los cortes de tejidos

de CRC. B) Se detectd una expresion heterogénea de AID en células tumorales de las muestras de CRC.

En tumores humanos, la pérdida total de una cadena B,m funcional se produce
fundamentalmente por mutaciones bialélicas que inactivan al gen (en homo o heterocigosis) y que se
observan, principalmente en carcinomas de colon con o sin fenotipo MSI (Bicknell et al., 1994;

Bicknell et al., 1996; Cabrera et al., 2003); o por mutaciones presentes en una copia del gen B2m en
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combinacion con la pérdida de la otra copia del gen (LOH), que estan presentes con mayor frecuencia
en melanomas (Chang et al., 2005; Del Campo et al., 2010; Hicklin et al., 1998; Paschen et al., 2006).
En CRCs con MSI-H es infrecuente observar pérdidas alélicas o reordenamientos cromosémicos, pero
el analisis de LOH en tumores con inestabilidad genémica se ve dificultado porque la deficiencia en
MMR induce también alteraciones en la longitud de marcadores polimérficos empleados
convencionalmente en el estudio de LOH (Boland et al., 1998). Nosotros observamos que en CRCs
con MSI-H, todos los microsatélites asociados a la regién 15q21 empleados para el analisis de LOH en
B2m mostraban MSI. La utilizacion de otro tipo de técnicas ayudaria a solventar esta cuestion, como el
empleo de SNPs en heterocigosidad, localizados dentro o adyacentes al gen B2m, o el uso de FISH
(Hibridacion Fluorescente in situ) con sondas marcadas, especificas para B2m (Paschen et al., 2003).

Es posible encontrar, igualmente, mutaciones presentes en heterocigosis que reducen la
expresion de la cadena B,m en CRCs con MSI-H (Biknell et al., 1994). Sin embargo, es frecuente
detectar una mutacion monolélica en B2m que contribuye a anular la expresion de la proteina en CRCs
con MSI-H (Bernal et al., 2011; Bicknell et al., 1996; Cabrera et al., 2003; Kloor et al., 2007; kloor et
al., 2007). Sin descartar la posibilidad de que la mutacion esté presente en homo o hemicigosis, se han
descrito otros mecanismos que pueden contribuir a la deficiencia de p,m en estos casos, como la
existencia de mutaciones o alteraciones epigenéticas en secuencias no codificantes del gen, o el efecto
dominante negativo que puede provocar una proteina ,m truncada (Hill et al., 2003). Sin embargo, es
frecuente que el ADN aislado del tejido tumoral pueda estar contaminado con el de células no-
cancerosas, lo que podria llevar a subestimar sustancialmente la frecuencia de mutaciones en
homocigosis en el tejido tumoral (kloor et al., 2010).

La posibilidad de mutaciones homocigotas en cancer es algo no infrecuente, y se da por un
mecanismo conocido como disomia uniparental. Este proceso podria ser la causa que justifique la
inactivacion completa del gen B2m. Este mecanismo se ha descrito en los genes NPM1 y FLT3 de
tumores hematoldgicos que, aparentemente, no presentan alteraciones citogenéticas (aneuploidia), por
lo que ha sido denominado como “Copy neutral LOH” (O keefe et al., 2010). En este sentido, estas
caracteristicas también se observan en los CRC con MSI-H. Un estudio del “niimero de copias” es, por
tanto, necesario para resolver si la disomia uniparental afecta al gen B2m en tumores de colon MSI-H-
positivo. Este mecanismo facilitaria el proceso de inmuno-seleccién de clonas HLA totalmente

negativas (este aspecto se desarrolla en profundidad en el apartado siguiente).

4.2. B2m es un gen diana importante en la carcinogénesis MSI-H
Durante la Gltima década se ha identificado un grupo de genes, con diversas funciones
relacionadas con el cancer (Figura 15), calificados como dianas de la tumorogénesis MSI-H (Duval &
Hamelin, 2002, Koh et al., 2005; Konishi & Issa, 2007, Ropero et al., 2006). Sin embargo, se
cuestiona si las mutaciones acumuladas en las secuencias repetitivas codificantes de muchos de estos
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loci tienen un significado funcional (es decir, son relevantes y estan bajo seleccién positiva durante la
progresion tumoral), o si algunos de estos genes son simplemente marcadores de la MSI, que

presentan mutaciones irrelevantes o neutras (Perucho, 2003).
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Figura 15. Genes Diana en Tumores con MSI-H.
Imagen adaptada de Imai & Yamamoto, Carcinogenesis, 2008; 29: 673-80

Determinar la funcionalidad de una mutacion es clave para probar su relevancia en la
progresion tumoral MSI-H, incluso con independencia de la incidencia de la alteracion (Perucho,
2003). El gen TGFBR2 se considera un auténtico gen diana de la tumorogénesis MSI-H (Woerner et
al., 2003). Muestra una alta frecuencia de mutacién en tumores con inestabilidad genémica (60-90%),
y las alteraciones descritas en este gen estan presentes desde un estadio tumoral temprano (Duval et
al., 2001; Grady et al., 1998; Shin et al., 2000; Woerner et al., 2005), aumentando su incidencia con el
grado de displasia y la transicion a carcinoma (Woerner et al., 2005). De todos los genes diana de la
tumorogénesis MSI-H (Figura 15), nosotros analizamos la existencia de mutaciones en secuencias de
repeticion contenidas en exones de los genes B2m, TAP1y TAP2, implicados en la inmuno-vigilancia,
y ademas, del gen TGFBR2. Nuestro analisis con marcadores de microsatélites revelé que 6/8 tumores
con MSI-H mostraban una mutacion (delecion de mononucledtido) en la secuencia de repeticién del
gen TGFBR2. El estudio de expresion génica confirmé los resultados anteriores tras detectarse una
baja regulacion del gen TGFBR2 en el grupo MSI-H, en comparacion con los tumores Control (“fold-
change”= -1.53). lgualmente, se encontraron mutaciones de pauta de lectura en el gen B2m,

compatibles con defectos en el sistema MMR, en 4/7 CRCs con MSI-H. Estos resultados contrastaban
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con la ausencia de mutaciones en las secuencias de microsatélites de los genes TAP1 y TAP2 en todos
los CRCs MSI-H-positivo.

Estos datos, junto a varias evidencias que demuestran la funcionalidad de las mutaciones que
afectan al gen B2m, confirman que es un gen diana fundamental de la carcinogénesis MSI-H.

Nosotros hemos encontrado una alta frecuencia de mutacion del gen B2m en los CRCs con
MSI-H (~ 57%), acorde a los valores mencionados en la literatura (30-60%) (Cabrera et al., 2003;
Kloor et al., 2005; Yamamoto et al., 2001). Sin embargo, son alteraciones menos frecuentes en los
carcinomas gastrointestinales con MSS. La frecuencia de mutacion descrita, que afecta a secuencias de
repeticion contenidas en la region codificante del gen B2m, es muy superior a la que se esperaria se
obtuviese por azar, que es, concretamente, menor a 1% en microsatélites con una longitud de 5
nucledtidos en CRCs con MSI-H (Woerner et al., 2010). Ademas, no se han observado mutaciones en
repeticiones de nucledtidos que muestran una extension significativamente mayor que las secuencias
de microsatélites del gen B2m, presentes en regiones codificantes o no codificantes de otros genes en
tumores con un sistema MMR alterado (Yamamoto et al., 1997). Igualmente, dos CRCs con MSI-H
mostraban mutaciones heterocigotas en el gen B2m, responsables de la pérdida de expresion de la
proteina. La inactivacion bialélica observada en el gen B2m parece ser un evento comin en CRCs con
MSI-H (Cabrera et al., 2003; Kloor et al., 2005), sin embargo, no se ha documentado que suceda en
todos los genes diana de la carcinogénesis MSI-H (Boland & Goel, 2010).

Otro dato a tener en cuenta es que las mutaciones que afectan al gen B2m se han detectado en
estadios muy tempranos de la tumorogénesis MSI-H. En adenomas colorrectales la frecuencia de
mutacion es del 16%, pero sigue aumentando durante la progresion tumoral y alcanza el 40% en CRCs
MSI-H-positivo con metéstasis en ganglios linfaticos (Kloor et al., 2005). Estos datos apoyan la
argumentacion de que las mutaciones en B2m juegan un papel en la promocién del tumor, no so6lo en
estadios iniciales del desarrollo, sino también durante la invasion local y la expansion, coincidiendo
con lo que se ha descrito para otros genes relevantes inactivados en canceres MSI-H, como TGFBR2
(Parsons et al., 1995; Woerner et al., 2005). Contrariamente, se desconoce el papel potencial que
pueden desempefiar las mutaciones en otros genes diana en los diferentes pasos de la carcinogénesis
MSI-H.

El empleo de la inmunohistoquimica con el uso de anticuerpos monoclonales especificos
frente a la cadena B,m citoplasmatica, la cadena pesada HLA-BC libre, y al complejo HLA-ABC-B,m
en superficie celular, proporciona también, pruebas objetivas de la importancia de las mutaciones que
inactivan al gen B2m en CRCs con MSI-H. En todos nuestros casos MSI-H con defectos en B2m, el
examen inmunohistoquimico revelaba un patron homogéneo de pérdida total de la proteina afectada en
todo el tejido tumoral, que se correspondia con una falta completa de expresion de antigenos HLA de
clase | sobre la superficie de células neoplasicas, aunque se detectara expresion citoplasmatica de la
cadena pesada HLA. Este patron de extension de las mutaciones en B2m a la totalidad de las células

cancerosas sugiere que, en algin momento del desarrollo tumoral MSI-H, las mutaciones en las
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secuencias de repeticion contenidas en los exones del gen B2m, son seleccionadas positivamente
porque confieren una ventaja en el crecimiento, que finalmente promueve la expansion clonal de las
celulas tumorales portadoras de esas alteraciones en B2m. Los datos inmuno-histoldgicos descritos en
los CRCs MSI-H-positivo con mutaciones en B2m, concuerdan con lo que se esperaria de mutaciones
que inactivan genes diana claves en la carcinogénesis MSI-H. Sin embargo, no abundan los estudios
inmunohistoquimicos que determinen la extension de mutaciones especificas de la MSI-H en el tejido
tumoral, sobre todo de aquellas mutaciones que tienen un valor neutro o irrelevante (p.ejemplo, las

mutaciones en el gen IGFIIR [Yashiro et al., 2010]) en la carcinogénesis MSI-H.

Todas estas observaciones indican que el gen B2m es un gen diana con importancia en la
carcinogénesis MSI-H. La gran relevancia funcional que tienen las mutaciones especificas de MSI-H
en B2m, durante el desarrollo local del tumor y su expansién, es debido a que favorecen la resistencia
de células tumorales al ataque de linfocitos T citotoxicos, impidiendo la presentaciéon antigénica
mediada por HLA de clase I. Constituyen, por tanto, un mecanismo molecular fundamental que
promueve el escape tumoral de la accién del sistema inmunoldgico en tumores con MSI-H. La alta
frecuencia de mutacion en el gen B2m relacionada con la deficiencia del sistema MMR, y la
coexistencia de alteraciones distintas en las dos copias del gen como un suceso comin en CRCs con
MSI-H, apuntan hacia una prevalencia de mecanismos moleculares responsables de defectos
irreversibles en HLA de clase |, sobre alteraciones que conducen a lesiones HLA reversibles (Garrido
et al., 2010). La seleccion de variantes tumorales con lesiones estructurales que impiden recuperar la
expresion HLA de clase I, refleja el enorme control ejercido por la inmuno-vigilancia que somete a las
células tumorales a una gran presién selectiva en el microambiente de tumores con MSI-H. La
observacion de una pronunciada infiltracién linfocitaria en adenomas MSI-H (Meijer et al., 2009),
junto a la deteccion de mutaciones inactivantes del gen B2m en estadios iniciales del desarrollo
tumoral (Kloor et al., 2007), sugieren ademas, que la inmuno-seleccion juega un papel importante

desde fases tempranas de la tumorogénesis MSI-H.

4.3. Implicacidn clinica de las mutaciones en el gen B2m de CRCs con MSI-H.

La inmuno-evasion mediada por alteraciones en la secuencia del gen B2m tiene una
implicacién prondstica importante en CRCs con MSI-H y en general, en neoplasias humanas. Las
mutaciones en B2m se han descrito como uno de los defectos estructurales (lesiones “hard”), junto a la
LOH en los cromosomas 6 y 15, que hacen irrecuperable la expresién de HLA de clase | en tumores
humanos (Garrido et al., 2010). En contraste, las lesiones “soft”, que implican el silenciamiento
transcripcional de genes que codifican la cadena pesada y componentes de la maquinaria de
procesamiento, pueden revertirse gracias al tratamiento con citoquinas (Garrido et al., 2010; Seliger et
al., 2008) o con agentes que modifican la acetilacion de histonas o la metilacion (Khan et al., 2008;

Rodriguez et al., 2007; Serrano et al., 2001). En pacientes con melanoma, la pérdida de HLA de clase |
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durante el desarrollo del tumor debido a mecanismos irreversibles, como las mutaciones en B2m, se ha
asociado a un fallo en la eficacia de estrategias de inmunoterapia basadas en la activacion de células T
(Benitez et al., 1998; Paschen et al., 2003). Es mas, durante la inmunoterapia, se ejerce una presion
selectiva adicional que favorece el crecimiento de células tumorales deficientes en HLA de clase | con
alteraciones estructurales, resultando en el desarrollo de lesiones metastasicas que progresan durante la
evolucion tumoral (Aptsiauri et al., 2008; Restifo et al., 1996). Estos resultados destacan la
importancia que tiene el desarrollo de la terapia génica para corregir los defectos en B2m vy,
consecuentemente, restaurar la expresion de HLA de clase | (Del Campo et al., 2009), con el objetivo
de conseguir la maxima eficacia en la inmunoterapia basada en células T. Recientemente, varias
investigaciones destacan la utilizaciéon de anticuerpos frente a las moléculas p,m/HLA de clase | en la
superficie tumoral, inductores de vias de sefializacion apopt6ticas, como una nueva y prometedora
terapia en el tratamiento del mieloma multiple y de tumores s6lidos con expresion positiva de HLA de
clase I (Yang & Yi, 2010).

En CRCs con MSI-H, la presencia de mutaciones (del/ins) en secuencias repetitivas
codificantes del gen B2m, constituye el principal mecanismo molecular implicado en la falta de
expresion de moléculas HLA de clase . Ademas, es interesante que se haya detectado un incremento
de la frecuencia de mutacion en B2m desde adenomas a CRCs, y dentro de CRCs con MSI-H, desde el
estadio | (~ 27%) al estadio 11l (~43%), pero que no se hayan encontrado alteraciones en B2m en
carcinomas colorrectales MSI-H-positivo en estadio 1V (Kloor et al., 2005). Estos datos sugieren que,
aunque tengan un papel en la promocién del crecimiento local del tumor y en el desarrollo de
metastasis en ganglios linfaticos, las mutaciones en B2m pueden interferir en la formacion de
metastasis hepaticas en CRCs con MSI-H. Esto indicaria que los pacientes con CRCs MSI-H-positivo
y falta de expresion de HLA de clase | debido a mutaciones en B2m, tienen un potencial metastasico
reducido, y que contrariamente, la formacion de metastasis distales requiere la expresién de antigenos
HLA de clase I por las células tumorales (Kloor et al., 2007; Menon et al., 2004%). En nuestro trabajo,
sOlo se detectaron dos casos que desarrollaron metastasis hepéticas: uno de ellos pertenecia al grupo
MSI-H, con expresién negativa de HLA de clase | pero sin mutaciones en el gen B2m (CRC-8);
mientras que el segundo caso era un control MSS/HLA-I-positivo. Probablemente, seria necesario un
tamafio de muestras mayor para obtener resultados acordes a los datos descritos anteriormente.

La razdn que explica que pacientes con CRCs MSI-H-positivo y mutaciones en B2m tengan un
menor riesgo de desarrollar metéstasis hepéticas, guarda relacion con varias evidencias que
demuestran un control de linfocitos NK en la diseminacion sanguinea de células tumorales deficientes
en HLA de clase I, hasta tejidos distantes para inducir metastasis (Ericsson et al., 2001; Garrido et al.,
1989; Jager et al., 2002; Ma et al., 1994; Yang H et al., 2004). Mientras que, por otro lado, la actividad
citotdxica de linfocitos T promoveria la destruccion de células tumorales con expresion de HLA de

clase | en el tumor primario o en las metéstasis. En este contexto, se ha descrito que la ausencia total
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de HLA de clase I por las células tumorales se correlaciona con un prondstico favorable en pacientes
con CRCs, a diferencia de aquéllos con tumores que muestran una expresion intermedia de HLA de
clase | (Menon et al., 2004%; Watson et al., 2006), que podrian escapar de la citotoxicidad mediada
tanto por células NK como por linfocitos T (Garrido et al., 1997; Watson et al., 2006).

Alternativamente, las mutaciones en B2m también pueden influenciar el potencial metastasico
de canceres MSI-H, pero de una forma HLA-independiente. La cadena B,m tiene actividad como
factor de crecimiento y molécula de sefializacion en células neoplésicas (Huang et al., 2006; Huang
WC et al., 2010), y se ha comprobado que su “sobre-expresion” potencia una transicion epitelio-
mesenquimal que promueve la metastasis 6sea en varios tipos de tumores humanos (Josson et al.,
2011).

Mas alla de la importancia que tiene la recuperacion de un gen B2m funcional para lograr re-
expresar o potenciar la expresion de HLA de clase | con la intencion de conseguir el rechazo tumoral,
el hecho de que las mutaciones en el gen B2m se asocien con una ausencia de formacion de metastasis
y un menor riesgo de recaida de la enfermedad en cénceres con MSI-H (Tikidzhieva et al., 2012),

reafirma que deban incluirse como un factor prondstico a tener en cuenta en futuros ensayos clinicos.

En conclusion, los datos expuestos subrayan la relevancia de dos nuevos biomarcadores con
valor pronostico como futuras herramientas a emplear en la practica clinica para la clasificacion de
CRCs con MSI-H: la puntuacién inmunolégica o “immune score”, es decir, la cuantificacion de la
densidad y localizacion de las células inmunoldgicas en el tumor (principalmente linfocitos T CD3" y
CD8"), y el analisis de mutaciones que inactivan el gen B2m. Aunque se consideran factores
prondsticos y potencialmente predictivos particularmente relacionados con el céncer colorrectal,
podrian ser aplicables a la mayoria de tumores, de ahi que se estén poniendo muchos esfuerzos por
estandarizar y validar los distintos ensayos destinados, sobre todo, a la determinacion de la puntuacién
inmunoldgica, antes de potenciar su utilizacién en la rutina clinica.

No obstante, a pesar de que un valor alto de “immuno-score” (gran infiltracion por linfocitos T
CD8" y células memoria) se correlaciona con un mejor prondstico del paciente con CRC, la
consideracion de B2m como un “driver gen” (gen con mutaciones que proporcionan una ventaja
selectiva en el crecimiento tumoral) (Vogelstein et al., 2013), pone de manifiesto la relevancia que
tienen las mutaciones que inactivan a B2m, como mecanismo molecular que conduce a la inmuno-
edicion (pérdida de HLA de clase 1) de variantes tumorales que logran evadir la respuesta de células T
CD8" citotdxicas, en beneficio del desarrollo del tumor primario. Sin embargo, al mismo tiempo, la
inmuno-seleccién de alteraciones en la secuencia de B2m en CRCs con MSI-H, altamente
inmunogénicos, proporciona una desventaja en la formacion de metastasis en érganos distales como el
higado, debido al control ejercido por células NK, que favorece una mejora en la supervivencia de los

pacientes con este tipo de tumor.
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Hasta el momento no se han realizado estudios que combinen la expresion de HLA de clase I,
la presencia/ausencia de mutaciones en el gen B2m vy la densidad de infiltracion linfocitaria en CRCs
MSI-H-positivo, y su correlacion con el resultado clinico de pacientes con este tipo de tumores.
Nuestro trabajo constituye una primera aproximacion en el analisis de la relacion entre los patrones de
infiltracion inflamatoria tumoral y la pérdida de antigenos HLA de clase |, debido a mutaciones que
anulan la expresion de una cadena B,m funcional, en carcinomas colorrectales con alto grado de
inestabilidad de microsatélites (MSI-H). Creemos que profundizar en este tipo de estudios mejoraria la
futura utilizacion de ambos biomarcadores (determinacion del patron de infiltracion tumoral y analisis
de mutaciones en B2m) en las funciones de definir mejor el prondstico de pacientes con cancer
colorrectal, contribuir a identificar pacientes con alto riesgo de recurrencia, y facilitar la toma de
decisiones en lo referente al cuidado del enfermo, ayudando a seleccionar a aquellos pacientes que se
beneficiarian mas de terapias coadyuvantes. También significativamente, el estudio de estos dos
factores prondsticos proporcionaria dianas frente a las que dirigir estrategias de inmunoterapia,
favoreciendo el desarrollo de este campo del tratamiento, que hasta ahora ha tenido escasos éxitos en

el cancer colorrectal.
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1. El fenotipo de alto grado de inestabilidad de microsatélites (MSI-H) en el cancer colorrectal, se
correlaciona con una elevada infiltracion tumoral por linfocitos T CD8" y macréfagos, y con un
patron de expresion de genes relacionados con la respuesta inflamatoria y la actividad citotoxica.
Estas caracteristicas apoyan, que los tumores que se desarrollan a partir de la via MSI de

carcinogenesis, estarian sometidos a un fuerte control inmunolégico.

2. En carcinomas colorrectales con alto grado de inestabilidad de microsatélites (MSI-H), las
mutaciones que inactivan el gen B2m, conducen a la pérdida de expresion de antigenos HLA de
clase I, y constituyen un mecanismo molecular fundamental implicado en el escape tumoral de la
inmuno-vigilancia. En este sentido, el gen B2m seria un gen diana con un papel relevante en la

seleccion de variantes débilmente inmunogénicas durante la progresion de los tumores MSI.

3. En carcinomas colorrectales con MSI-H, la gran densidad de infiltracion por linfocitos T
citotdxicos (CTLs) se mantiene, aln cuando los tumores sufren pérdida completa de antigenos de
HLA de clase I. La alta infiltracion se favoreceria por la liberacion de quimioquinas especificas en

un microambiente tumoral fuertemente inflamatorio.

4. En tumores con alto grado de inestabilidad de microsatélites, las mutaciones detectadas en el gen
B2m son, principalmente, pequefias deleciones y en menor medida inserciones, que se concentran
en secuencias de repeticion de regiones codificantes del gen. Mientras, en tumores con fenotipo
estable (MSS), la inactivacion del gen se produce a través de mutaciones puntuales y grandes

deleciones.

5. La expresion de moléculas reguladoras negativas de la actividad de linfocitos T (ej. PD-L1 y
Galectina-3), puede contribuir, también, al escape inmunoldgico en algunos canceres de colon. Sin
embargo, en contraste con las alteraciones en la expresién de HLA de clase I, el patrén de
expresion heterogéneo detectado, indicaria que estas moléculas aparecen neoexpresadas en las
células tumorales como consecuencia de alteraciones en la regulacion de expresion génica de la
célula tumoral. Por tanto, su contribucion al crecimiento y progresion de tumores esta aln por

definir.

6. La secuencia repetitiva (CT), localizada en el exdn 1 del gen B2m es un punto caliente de mutacidn
observado en diversos tumores humanos, tengan o no el fenotipo de inestabilidad de microsatélites
(MSI).
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